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Uso Previsto

El Kit AccuPowe® CMV de PCR Cuantitativa es un kit de diagnostico in vitro disefiado para la cuantificacion
de ADN de CMV (Citomegalovirus) en plasma humana, suero, orina o sangre completa mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR) usando el Sistema Universal MDX ExiStation™ (semi—
automatico). El Kit AccuPowe® CMV de PCR Cuantitativa esta destinado para usarse en conjunto con la
presentacion clinica y otros marcadores de laboratorio para el seguimiento del pronéstico o el tratamiento
del paciente mediante la medicion de la carga viral de CMV. Este kit se utiliza para monitorear a los pacientes
infectados por CMV. Este kit es un ensayo cuantitativo Gnicamente para uso profesional. No esta destinado
para diagnosticos clinicos iniciales de infeccion por CMV, como un examen de CMV

Advertencias y Precauciones de Seguridad

Para las Fichas Técnicas de Seguridad de Materiales (MSDS), por favor contacte a Atencion al Cliente de
BIONEER.

Verifique la integridad de todos los componentes del kit y otros materiales antes de su uso.

Todos los materiales potencialmente peligrosos (por ej. materiales que puedan entrar en contacto con
ejemplares clinicos) deben ser procesados y desechados de acuerdo con las regulaciones locales y federales
adecuadas y correspondientes en las cuales este producto estd4 siendo utilizado. Cumpla con los
procedimientos generales de seguridad clinica en el laboratorio durante el experimento.

Garantia y Responsabilidad

Todos los productos BIONEER son fabricados y probados bajo protocolos estrictos de control de calidad.
BIONEER garantiza la calidad de todos los productos fabricados directamente hasta la fecha de vencimiento
en la etiqueta. Si se descubre algin problema relacionado que comprometa la calidad del producto, contacte
al Centro de Atencion al Cliente de BIONEER (order@bioneer.com).

BIONEER no asume la responsabilidad por el uso indebido del producto, es decir el uso del producto que no
sea para el fin previsto, como se describe en la Guia de/ Usuario correspondiente y aplicable. BIONEER
garantiza la responsabilidad bajo la condicion de que el usuario divulgue toda la informaciéon relacionada
con el problema a BIONEER por escrito dentro de los 30 dias posteriores a la ocurrencia.

Aviso Legal

Algunas aplicaciones que pueden realizarse con este kit pueden infringir patentes existentes en ciertos paises.
La compra de este kit no incluye ni brinda una licencia para realizar dichas aplicaciones patentadas. Es
posible que los usuarios deban obtener una licencia en funcién del pais y de la aplicacion. BIONEER no
aprueba ni recomienda el uso sin licencia de ninguna aplicacion patentada.

El uso de este kit es solo para usuarios calificados y bien capacitados en el manejo de los ejemplares clinicos
y de experimentos biol6gicos moleculares. Después de la prueba, todos los desperdicios deberan ser
procesados con el cumplimiento del reglamento del pais.
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Marcas Registradas

AccuPower® es una marca comercial registrada de BIONEER Corporation, Republica de Corea.
ExiStation™, Exicycler™ 96, ExiSpin™ y ExiPrep™ son marcas comerciales de BIONEER Corporation,
Republica de Corea.

FAM y TAMRA son marcas comerciales de Applera Corporation.

Excel™ es una marca comercial registrada de Microsoft Corporation.

Derechos reservados
Derechos reservados 2021. Bioneer Corporation. Todos los derechos reservados

Aviso

BIONEER Co., Ltd. se reserva el derecho de hacer correcciones, modificaciones, mejoras y otros cambios
en sus productos, servicios, especificaciones o descripciones de productos en cualquier momento sin previo
aviso. Toda la informacion suministrada aqui esta sujeta a cambios sin previo aviso.
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1. USO PREVISTO

El Kit AccuPowe® CMV de PCR Cuantitativa es un kit de diagnostico in vitro disefiado para la cuantificacion
de ADN de CMV (Citomegalovirus) en plasma humano, suero, orina o sangre completa mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR) usando el Sistema Universal MDx de ExiStation™
(semiautomatico). El Kit AccuPower® CMV de PCR Cuantitativa esta destinado para usarse en conjunto con
la presentacion clinica y otros marcadores de laboratorio para el seguimiento del pronéstico o el tratamiento
del paciente mediante la medicion de la carga viral de CMV. Este kit se utiliza para monitorear a los pacientes
infectados por CMV. Este kit es un ensayo cuantitativo Unicamente para uso profesional. No esta destinado
para diagnosticos clinicos iniciales de infeccion por CMV, como un examen de CMV.

2. INTRODUCCION

El Citomegalovirus (CMV) es un tipo de virus del herpes que posee una doble hélice de ADN y una capsula
icoseadrica. También es llamada HHV-5; el periodo de copia del virus es lento y genera citomegalia. El
virus se escondera dentro de varios 6rganos, incluyendo las estructuras linfoides y rifiones, y las infecciones
por CMV a temprana edad no afectan significativamente la salud. La infeccion es de por vida, con
aproximadamente el 10% de la poblacion mundial esparciendo el virus a través del plasma, saliva, y leche
materna. Las infecciones adultas ocurren principalmente a través de la transfusion de sangre, semen
afectado, o por trasplante de 6rganos. Este tipo de infeccion trae sintomas severos incluyendo fiebre,
esplenomegalia, y disfuncion hepéatica.

El método tradicional de diagnostico por infeccion por CMV es mediante el cultivo. El virus toma
aproximadamente 6 semanas en crecer y es extremadamente sensible a la temperatura. El ensayo de
antigenemia es mas sensible y semi—cuantitativo por otros métodos, pero es laborioso y requiere varios
pasos.

3. CARACTERISTICAS Y PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La PCR en tiempo real implica la amplificaciéon selectiva de una secuencia de objetivos mientras se
monitorea el progreso de la amplificacion en tiempo real a través de un agente de visualizacién como un
tinte fluorescente. La especificidad es proporcionada por un par de cebadores especificos, junto con una
sonda de hidrolisis la cual también es una secuencia especifica. El monitoreo del producto amplificado se
lleva a cabo mediante el etiquetado de la sonda de hidrolisis con un par apareado de tintes fluorescentes
(5' — Informante fluorescente; 3' — Inhibidor). Debido a la transferencia de energia de la resonancia
fluorescente (FRET), una sonda intacta no emitira luz. Sin embargo, al momento de la segmentacion
mediante la actividad exonucleasa de 5' — 3' de la polimerasa de ADN durante el PCR, la molécula
informante fluorescente emitird una longitud de onda especifica de luz dentro del espectro visible cuando
se haya segmentado después de aglomerarse al amplicon.

Los reactivos en este kit, incluyendo cebadores, ADN polimerasa, dNTPS y sales, todos son secados al
vacio usando nuestra tecnologia de estabilizacion patentada. Esto preserva toda la actividad de la mezcla
de los reactivos, maximiza la amplificacion de eficiencia de los reactivos para coincida con el programa
del termiciclador utilizado con los Kits de diagndstico AccuPower®, y permite que el kit se ejecute sin
esfuerzo con otros Kits de diagnostico AccuPower® para una mayor facilidad de uso.
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4.

4.1. Componentes del kit

Kit AccuPower® CMV de PCR

COMPONENTES DEL KIT E INSTRUMENTOS COMPATIBLES

Cuantitativa

Fig. 1 Kit AccuPowe® CMV de PCR Cuantitativa

Table1. Componentes del Kit AccuPowe® CMV de PCR Cuantitativa

tira de 8 pozos 12 c/u
@ prg;zgzlgggste (96 pruebas) 1 paquete Amplificacion del @
CMV (en bzllii]sirii)papel AN Advertencia de
peligro e irritacion
CMV SPC? (S1)
(2.500 copias/me) 1 tubo
CMV SPC (S2)
(25,000 copias/me) 1 tubo
CMV SPC (83) 1300 pe / tubo
® | (250,000 copias/me) (Tubo de rosca 1 tubo Calibracion
CMV SPC (S4) transparente de 2 me)
(2,500,000 copias/me) 1 tubo
CMV SPC (S5)
(25,000,000 copias/ 1 tubo
me)
CMV LPC® 1300 pe / tubo N
(2,500 copias/n2) (Tubo de rosca azul de 2 3 tubos Control Positivo
® me)
CMV HPC® 1300 xf / tubo
(250.000 copias/me) (Tubo dezro;(;a rojo de 3 tubos Control Positivo
1300 pe / tubo
® CMV NTC® (Tubo atornillable 3 tubos Control sin plantilla
transparente de 2 me)
® Neutralizador SL 1300 4 / tubo 2 tubos Dilucion de la
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(Tubo de rosca muestra
transparente de 2 mf)

i Sellado del pozo de

® Pelicula éptica _ 1 ¢e/u p

selladora premezcla
@ Manual Rapido - 1¢/u

Proporcione por e—
Gufa del Usuario - 1o/ |4l o directamente

a : Control Positivo estandar b : Control Positivo bajo ¢ : Control Positivo alto d: Control sin
plantilla

4.2. Instrumentos Compatibles
El Kit AccuPower® CMV de PCR Cuantitativa esta optimizado para su uso con el sistema ExiStation™. Para
las instrucciones detalladas de funcionamiento para cada dispositivo, consulte la seccion PROTOCOLO de
la Guia del Usuario especifica del instrumento.

5. ALMACENAMIENTO Y FECHA DE VENCIMIENTO

EI Kit AccuPower® CMV de PCR Cuantitativo en tiempo real deberia almacenarse desde —25 a -15C, lejos
de los rayos UV/ luz solar. Se garantiza que el kit sea estable hasta la fecha de vencimiento impresa en la
etiqueta. Debe evitarse el descongelado y congelado repetido (mas de una vez) de los componentes, ya
que esto puede reducir el rendimiento del ensayo. Si se espera un uso intermitente del kit y del componente
(tubos gPCR de premezcla para CMV, los SPCs, y PCs), los tubos de gPCR de premezcla para CMV sean
estables por hasta 4 ciclos de congelado/descongelado, y los SPCs (CMV SPC (S1)-(S5))/ PCs (HPC/LPC)
sean estables por hasta 4 congelado/descongelado.

6. MATERIALES Y EQUIPOS REQUERIDOS (NO PROPORCIONADOS EN EL KIT)

—Tubo de carga de muestra de ADN IPC

— Guantes desechables, sin talco

— Juego de pipetas de volumen apropiado

— Puntas de pipetas esterilizadas con filtros

— Micro tubos de 1.5 ml o tubos conicos de 15 ml

— Protocolo equivalente y materiales necesarios para extraer el acido nucleico
— Tubo de carga de muestra

3
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Tabla 2. Reactivo y equipo de extraccion necesarios

— ExiPrep™ 16 Dx (Cat. No. A-5050)

— Kit ExiPrep™ Dx de ADN Viral (K-4472)
— Kit ExiPrep™ Dx de ADN/ARN Viral (K-4471)

ExiStation™ —Bloque térmico cuantitativo en | — Kit ExiPrep™ Dx de sangre ADN Viral (K-
(A-2200) tiempo real Exicycler™ 96 (Cat. No. A— | 4474)
2060) — Tubo de carga de muestra_ADN IPC
(Cat. No. KA-3010)
~ Kit £ExiPrep™ Dx de ADN/ARN Viral (K-4471)
- ExiPrep™ 16 Dx (Cat. No. A-5050) — Kit ExiPrep™ Dx de ADN Viral (K-4472)
ExiStation™ —Blogque térmico cuantitativo en | — Kit ExiPrep™ Dx de sangre ADN Viral (K-
(A-2200-N) tiempo real Exicycler™ 96 (Cat. No. A— | 4474)

2060-1)

-Tubo de Carga de Muestra_ADN IPC (Cat.
No. KA-3010)

ExiStafon™ 48

— ExiPrep™ 48 Dx (Cat. No. A-5150)

(A-2400) — Blogue térmico cuantitativo en | — Kit ExiPrep™ Dx de ADN/ARN Viral (K-4571)
ExiStaion™ tiempo real Exicycler™ 96 (Cat. No. A- | — Tubo de carga de muestra_IPC Exiprep™
48A 2060-1) (KA-4501)
(A-2410) —-ExiLT (Cat.No. A-7100)
Otros — ExiSpin™ (Cat. No. A=7040) N/A

PRECAUCIONES GENERALES

Este kit es compatible tnicamente con el Blogque Térmico Cuantitativo en tiempo real Exicycler™
96.

Todos los ejemplares de pacientes deberian manipularse como material infeccioso.

Utilice equipo de proteccion personal (méascaras, guantes, etc.) cuando maneje los reactivos y los
ejemplares clinicos bioldgicamente peligrosos.

Cambie los guantes después del contacto con contaminaciones potenciales, por ej. ejemplares,
eluyentes, etc.

Lavese las manos a fondo después de la manipulacion de ejemplares y reactivos y quitese los
guantes.

No pipetee oralmente.

No coma, beba o fume en areas especializadas de trabajo.

La premezcla en este kit no es reutilizable. No reutilice los reactivos de distintos lotes de produccion.
No omita los pasos experimentales o haga cambios al procedimiento validado provisto.

Siempre use puntas de pipeta filtradas y esterilizadas.

Almacene las muestras clinicas y sus derivados en una ubicacion/congelador separado de los
reactivos y controles.

No congele la sangre completa o cualquier muestra almacenada en un tubo primario.

Los componentes congelados del kit deberian descongelarse lentamente al menos por 10 minutos
y agitarse y centrifugarse brevemente después de descongelarlos para garantizar resultados
optimos.
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Gire rapidamente y centrifugue todos los componentes del kit por poco tiempo después de
descongelarlos para garantizar resultados 6ptimos.

Maneje los Controles Positivos (CP) en una ubicacion fisicamente separada de donde sea
reconstituida la mezcla del reactivo.

Tener cuidado cuando se use una tijera o cuter.

Limpie y desinfecte los ejemplares derramados y/o en el area de trabajo dedicada con 0.5% de
hiplocorito de sodio en agua destillada o desionizada (1:10 dilucion de lejia de uso doméstico) y
deberia enjuagarse a fondo con etanol de 70% o agua destilada.

Todos los materiales potencialmente peligrosos (por ej. materiales que puedan entrar
en contacto con los ejemplares clinicos) deben ser procesados y desechados de
acuerdo con las regulaciones locales y federales adecuadas y correspondientes en las
cuales este producto esté siendo utilizado.

5
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8. PROTOCOLO

8.1. Preparacion
Recomendamos que sean tomadas muchas medidas de precaucion para la seguridad del usuario y del
laboratorio, y ademas para la prevencion de la contaminacion ambiental del laboratorio.

8.1.1.  Equipamiento y ambiente de laboratorio

Las banquetas presurizadas estan divididas en banquetas de presion positiva y banquetas de presion
negativa. Las banquetas de presion positiva (por ej. banquetas de limpieza) empujan aire hacia el exterior
en el laboratorio manteniendo el espacio de trabajo limpio. Las banqguetas de presion negativa (por ej.
cabinas de bioseguridad, campanas extractoras, etc.) extraen aire del laboratorio hacia el entorno externo.
Los contenedores esterilizados tales como los Cartuchos neutralizadores (por ej., la serie de kits de
preparacion ExiPrep™ Dx) deben tomarse para mantener la esterilidad de los componentes del kit
después de moverlos dentro de un ambiente de presion positiva.

Las muestras clinicas, especialmente aquellas con alta patogenicidad, deben manejarse en una cabina
de bioseguridad de presion negativa (Clase Il o lll). Esto es critico para la seguridad del operador y otro
personal.

BSC (Clase I, II1) Banqueta de limpieza 1

F-mr-mwr

Tikrew

Banqueta de limpieza 2

LN s 2

Después de la extracclén d
cido nucleico, sellado y

girado rapido del tubo de PCR

Manejo de los 6n de los P de
ejemplares clinicos kit de extraccién de dcido nucleico

Fig. 2 Cabina de Bioseguridad (BSC) y Bangueta de limpieza
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8.2. Ejemplares

fi Todas las muestras deben tratarse como potenciales peligros bioldgicos. Para mejores
resultados, recomendamos ADN extraido a partir de las muestras plasma EDTA humanas,
suero humano, sangre completa humana u orina humana.

8.2.1. Recopilacién de Ejemplares

El Kit AccuPowe® CMV de PCR cuantitativa esta optimizado para el ADN extraido a partir del plasma EDTA
humano, suero, sangre completa u orina. Para la sangre completa, la sangre tiene que ser recolectada
comercialmente con sistemas estandares de recoleccion de sangre. Los tubos deberian ser mezclados
directamente después de la recoleccion de muestra. Para el plasma—-EDTA, pueden utilizarse tubos de
ejemplares de recoleccion estandar conteniendo EDTA como anticongelante. Para el suero, la sangre
deberia ser recolectada en los Tubos de preparacion de suero SST™. Todas las muestras deberian
guardarse en contenedores sin preservantes.

8.2.2. Transporte de Ejemplares

Todos los ejemplares deberian ser transportados en un contenedor de transporte a prueba de choques
para evitar una posible infeccion a causa de una fuga de la muestra. Las muestras deberian ser
transportadas de acuerdo con las directrices locales o nacionales respecto al transporte de peligros
biolégicos.

8.2.3. Almacenamiento de los ejemplares

Tipo de Ejemplar Temperatura de almacenamiento Duracion
Sangre 2-8°C 72 horas
(EDTA-Plasma/Suero) 25-30°C 24 horas
25-30°C 24 horas
EDTA-Plasma 2-8°C 6 dias
Suero
Orina -15a -25°C 6 meses
Descongenlacién 4 ciclos
25-30°C 24 horas
Sangre completa
2-8°C 6 dias

7
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8.2.4.  Sustancias Interferentes

Las muestras clinicas pueden contener una variedad de inhibidores de PCR. Para un PCR eficiente,
dichos inhibidores deben ser removidos durante el proceso de extraccion y purificacion del ADN.

8.3. Flujo de Trabajo

El Kit AccuPower® CMV de PCR cuantitativa es compatible Gnicamente con el sistema ExiStation ™.
iéNuevo Lote??
[ Kit de Diagnéstico y/o Kit de extraccion m

Calibracion ] [ Muestra de plasma EDTA ](_
)

{CMV NTC, SPC (51) - (S5 (NTC, HPC/LPC CMV, muestra)

1

Extraccion de AN
ExiPrep™ 16 Dx- Kit ExiPrep™ Dx de ADN/ARN Viral
Kit ExiPrep™ Dx de ADN Viral
Kit ExiPrep™ Dx de ADN de Sangre Viral
ExiPrep™ 48 Dx- Kit £xiPrep™ 48 de ADN/ARN Viral

4

Agitado y Centrifugado J

(ExiSpin™)

)

Amplificacion de ARN
(Kit AccerPower” de CMV de PCR Cuantitativa)
(Bloque térmico Cuantitativo en tiempo real Exfcycler™ 96)

] v
Calibracion Muestra
analisis de resultados analisis de resultados
(ExiStation™ Manager) (ExsStation™ Manager)
(software ExiPrep™ 48) (software ExiPrep™ 48)

Fig. 3 Flujo de trabajo

Cuando utilice el kit con el sistema ‘ExiStation™’, tanto la extraccion del acido nucleico como la PCR
debe ser llevada a cabo de acuerdo con el protocolo descrito en la Guia del Usuario de ExiStation™. La
PCR puede realizarse sin pasos adicionales para la preparacion de la mezcla de PCR cuando se utiliza
con el sistema ExiStation™. Después que la PCR esté completa, los datos pueden analizarse
automaticamente mediante el software ExiStation™. Para instrucciones mas detalladas del
funcionamiento, por favor consulte a la Guia de Usuario de ExiStation™.

8
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8.4. Procedimiento experimental (ExiStation™)
8.4.1. Extraccion del Acido nucleico— ExiPrep™ 16 Dx

*= Por favor, consulte al Kit ExiPrep™ Dx de ADN/ARN Viral, Kit ExiPrep™ Dx de ADN Viral, Kit
ExiPrep™ ADN Viral de la sangre o la gufa del usuario de ExiPrep™ para el flujo de trabajo basico.

8.4.1.1. Asignacion de uso de pruebas del programa ExiStation™ Manager

1)  Enciende la computadora, que ya tiene pre—instalado el software ExiStation™ Manager.

2)  Ejecute el software ExiStation™ Manager haciendo clic en el icono ubicado en el escritorio.

Fig. 4 Icono del Software ExiStation™ Manager

3) Enciende el ExiPrep™ 16 Dx presionando el boton de encendido ubicado al frente del instrumento.
Presione el boton ‘STARTING (INICIANDO)’ mostrado en la LCD para inicializar el instrumento.

BIONEER

—|

| \
I |
{ \

Main 3
STARTING button | button

Fig. 5 Fig. 3 Boton de arranque y boton principal de encendido del ExiPrep™ 16 Dx

4)  Presione el boton 'MISC SET (AJUSTES MISC)' en la pantalla LCD (o el boton 'LOAD' en el software).

o DO (e
[ ]

Store

Fig. 6 Pantalla LCD del ExiPrep™16 Dx y botébn de carga del software ExiStation™ Manager

9
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5) Adjunte el papel filtro sobre el Protector de Contaminacion. Luego instale el Protector de
contaminacion y el Protector de la punta del instrumento. Presione el boton ‘Misc Set (AJUSTES
MISC)’ una vez instalado.

Contamination Shield

Cargando el

Protector de
Contaminacion

3 H
Correct position Wrong position

“Note : Do not reused the Contamination Shield Filter Paper!

Contamination Shield
loading

Cargando el
Protector de
Puntas -
- -
Fig. 7 Cargando el Protector de Contaminacion y el Protector de la punta
6) El Software ExiStation™ Manager tiene seis partes distintas.

Prep — extraccion del acido nucleico de control (instrumento ExiPrep™ 16 Dx),

Assign PCR (Asignar PCR) — transfiere la informacion de la muestra desde 'Prep' hasta 'PCR'
(Exicycler 96) y asgina para la ejecucion de la PCR

PCR - muestra las condiciones de amplificacion en tiempo real (Exicycler™ 96)

Resultado — Cuando la PCR estad completa, presente el resultado, experimento e informacion de
muestra.

Configuration (Configuracién) — informacion de ajuste del software (accesible solo por el fabricante)
Version (Version) — version actual del software

Haga clic en la pestafia ‘Prep (Preparacion)’ en la parte superior izquierda de la pantalla principal
para iniciar el proceso de extraccion del acido nucleico.

10
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ExiStation™ System

Fig. 8 Pantalla principal del software ExiStation™ Manager

El panel de control de preparacion consta de 5 paneles.

Panel de estado de los instrumentos — estado de ExiPrep™ 16 Dx

Panel de Seleccioén de Kits — Selecciona/introduce la informacion del kit de diagnostico, kit de
preparacion, e informacion de lote (o escanee el codigo de barras de los kits)

Panel de informaciébn de muestra y control — Ingresa el control (NTC, PC, SPC) y la muestra (o
escanee el codigo de barras de la muestra)

Panel de Informacion de pozo - Represente la informacion del pozo con un color diferente

Panel de control ExiPrep™ 16 Dx — Boton de control del ExiPrep™ 16 Dx incluye controlador UV,
controlador de almacén, controlador de ejecucion, controlador de ajustes MISC

mmp | Instrument status panel |

Kit selection panel

well Type Sample 10
: I Sample and control information panel
REREREEEE [ Wellinformation panel |

=1 =]

[ ExiPrep™ 16 Dx control panel |

Fig. 9 Preparacion del panel de control del software ExiStation™ Manager

Haga clic en la flecha desplegable para el ‘Diagnosis Kit 1 (Kit de Diagnostico 1)’. Una ventana
emergente aparecera. Después de seleccionar el 'Diagnostric Kit (Kit de Diagnostico)’, aparecera
una ventana emergente. Inspeccione el Cartucho neutralizador y marque el (los) pozo(s) que ha
sido utilizado haciendo clic sobre la ubicacion correspondiente a ellos a partir de la muestra de
asignacion. Luego seleccione ‘OK’ para terminar.

1
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9)  Seleccione ‘CMV-1111" de los menus desplegables (Tipo de muestra: Plasma EDTA, suero o
seleccion de orina ‘CMV=1111" / Tipo de muestra: Sangre completa humana, seleccione ‘CMV-
11112). Automaticamente aparecera una ventana emergente del 'Prep Kit (Kit de Preparacion)'
apropiado para el kit de diagnoéstico seleccionado.

2
o1 &

Fig. 10 Seleccion del kit de diagnéstico (CMV-1111 y CMV-11112)

10) El programa asigna automaticamente los pozos NTC y SPC (o LPC,HPC). Ingrese el numero de lote
del kit de diagnostico y el kit de preparacion.
Si el lote de kit de diagnostico es nuevo, el programa automaticamente asigna el NTC y SPC S1 a
S5. Cuando la combinaciéon del mismo lote de kit de diagnostico y el kit de extraccion son utilizados
para ensayo previo, la curva estandar es guardada automaticamente y solo 1 LPC (Control positivo
bajo) y 1 HPC (Control positivo alto) son asignados como un control positivo.

ExiPrep 1 ExiPrep 1

» Diagnosis Kit 1 |CMV-1111 v » Diagnosis Kit 1 |CMV-11112 -
* Lot Number 1901110 5 1s0111C

» Diagnosis Kit 2 | Do not use * Diagnosis Kit2 Do not use

* Lot Number * Lot Number

* Prep Kit Ke3471 - » Prep Kit K-aaTa ~
* Lot Number 15056| * Lot Number 15056

Fig. 11 Ingrese el Namero de Lote

11) Sibien el Namero del lote para el kit de diagnostico y/o el kit de preparacion es nuevo, se mostrara
la ventana de Notificacion que pide la Calibracion Estandar.

Warning : SMW-05-008 i

{ r\xl The lot number of CMV-1111, K-4471 is changed.
\ Therefore, you should perform the Standard Calibration.
Do you want to perform the Standard Calibration?

orem |

Fig. 12 Mensaje emergente para el proceso de calibracién
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12) Cuando salga el mensaje emergente “Select Lane & Well (Seleccionar Carril y Pozo)”, seleccione el
(los) pozo(s) a utilizar. Luego, compruebe el (los) pozo(s) que han sido utilizado/s en el Cartucho
neutralizador @, Luego, haga click a la posicion de el (los) pozo(s) utilizado(s), y aparecera un
signo de “X” sobre la posicion seleccionada del pozo. Para completar, haga clic en el boton “OK”.
Si no hay ningun pozo/s usado, procede al siguiente paso haciendo clic en ‘OK’.

-
[ e e LTS
—Te—
T Otagnoss kit 1 pe——
Lot mamber (1801110 frp— [rp—
Dlagesuie ka2 R ——
[rp— Lot s
Prep it oct U et
Lot Waber ci
e 1 sare 2 2 B e n
well | type | Samle 10 At B oDt I Semple 10
AW wic
B W uc
G wc e
o
e
a f
G a
.q "
s B ol R oa oW G e n W M om e e a6
R O T R Mo oG oo @ oG om MomocoD B f G
__,---mmm'-v'mﬁj""@m

Fig. 13 Pantalla de ‘Seleccion de carril y pozo’

13) La asignacion para NTC y SPC se ajustan automaticamente en el resto del (de los) pozo(s) . El
ajuste principal es NTC, y cada SPC 1-5.
. Si el experimento es repetido con el mismo lote de combinacion
extraccion/diagnostico del kit, CPB (Control Positivo Bajo) y CPA (Control Positivo
Alto) se establecen en 1 pozo cada uno en lugar de SPC1~5 porque es usada la
curva estandar guardada automaticamente.

14) Una vez terminada la generacion de la curva estandar, procede al siguiente experimento utilizando
las muestras clinicas. Si el experimento funciona, apareceréa la informacion en la curva estandar y
la posicion correcta de NTC/LPC/HPC. Luego haga clic en ‘Sample ID (Identificacion de muestra)’
e introduce la informacion de la muestra manualmente o escanee el codigo de barra.
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» Diagnosis Kit 1 \cmuu—v[

» Diagnosis Kit 2 Do not use

* Lot Number

» Prep Kit K-2471 ~

Strip 1 Strip 2 =1
well | Type | sample ID |
Al {NTC NTC
Bl seC iLec i
€l ispC HPC
b1 | i
El
F1
Gl
H1
A2 B2 c2 D2 E2 F2 G2 H2

Al B1 c1 o1 El F1 Gl H1

Fig. 14 Ingrese la informacion de la muestra
8.4.1.2. Extraccion del 4cido nucleico mediante el ExiPreo™ 16 Dx
BIONEER recomienda utilizar la BSC (Clase II, Ill) y la banqueta de limpieza para la operacion del

1)

sistema ExiStation™.

Limpie la superficie (preferiblemente una banqueta de limpieza) donde se realizara el trabajo.

A Limpie la superficie con hipoclorito de sodio al 0.5% en agua destilada o
desionizada y enjuague con agua destilada o Et—-OH al 70%, antes y después de
sSu uso para evitar la contaminacion. Después de cada uso, encienda la lampara
UV para eliminar los contaminantes.

1 Apague la lampara UV mientras la BSC est& en uso.

Prepare el kit de preparacion de acido nucleico en la Bangueta de limpieza 1.

Componentes

Bandeja de utensilios

Extraccion  del kit o
instrumento

ExiPrep™16 Dx

Cartucho 1y 2

Kit de extraccion

Gradilla para puntas
desechables

ExiPrep™16 Dx

Gradilla de tubos de
elucion

ExiPrep™16 Dx

Puntas desechables

Kit de extraccion

Cubierta de
proteccion

Kit de extraccion

Perforadora de 6
hoyos

ExiPrep™16 Dx

- 6-hole punch ¢

7 1
~+ Cartridge 1 and 2
@ 1 > * Disposable tip 2
< : ' 3
Disposable tip rack .
+ Protection cover 4
EEE

4 Setup tray + Elution tube rack + Multi punch 5
6
7
8

Fig. 15 Lista de componentes necesarios para la extraccion de acido nucleico

Perforadora miltiple

Opcional
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4)

5)

6)

7)

Kit AccuPower® CMV de PCR
Cuantitativa

Retire la envoltura retractil que encierra ambos cartuchos neutralizadores M y @ vy luego retire las
tapas acrilicas.

A Inspeccione los pozos del Cartucho neutralizador y cerciérese de que todos los
liquidos estén en la parte inferior de los pozos.

'-g —w—

2N

N1

Fig. 16 Remocion de las tapas acrilicas

Perfore la cinta con la Perforadora de Hoyos de acuerdo con el disefio mapeado en el software.

A Una incorrecta perforacion de la cinta puede causar un mal funcionamiento del
instrumento. Empuje la perforadora con firmeza para asegurarse de que el cartucho
neutralizador esté perforado apropiadamente.

¢ Correct Punching

— 1

¢ Wrong Punching
Fig. 17 Perforacion de la cinta con la Perforadora

Cubre los cartuchos neutralizadores @ y @ con las tapas acrilicas después de que la perforacion
de la pelicula esté completa.

Cargue los Cartuchos neutralizadores en la bandeja de utensilios.

Fig. 18 Carga de los cartuchos neutralizadores en la Bandeja de utensilios.
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8) Tome el numero necesario de tiras del tubo de premezcla de CMV del congelador. Retire el papel
aluminio que cubre los tubos. Inserte la cantidad apropiada de tubos de premezcla de CMV en la
Gradilla de tubos de elucion. Recomendamos el marcaje de cada tira de los tubos de diagnostico
con el numero de columna correspondiente.

A Usted DEBE cerciorarse de que los tubos de diagnéstico hayan sido marcados de
manera que se pueda identificar después.

A Debajo de la gradilla de tubos de elucion, hay una ranura ajustada para el
instrumento Ex/Prep™ 16 Dx. Cuando se ve desde arriba cologue el lado de la ranura
hacia abajo e inserte los tubos de premezcla en las dos filas superiores.

Cut the appropriate number of PreMix strips Load the strips at the elution tube rack and

&

Close the Protection cover

Fig. 19 Introduccién de los tubos de premezcla de CMV dentro la Gradilla de tubos de elucion

9)  Sujete la Cubierta de Proteccion dentro de la Gradilla de tubos de elucion.

Fig. 20 Cubierta de Proteccion

10) Cargue la Gradilla de tubos de elucion (que contiene el kit de diagnostico) en la Bandeja de
utensilios.

11) Cargue el nimero apropiado de puntas desechables en la Gradilla de las puntas desechables.
Coloque la Gradilla de puntas desechables en la bandeja de utensilios.

16
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Fig. 21 Carga de las puntas de filtro desechables a la bandeja de utensilios.

12) Cargue la bandeja de utensilios al ExiPrep™ 16 Dx. Abra la puerta del instrumento y saque la placa
base.

13) Coloque el Cartucho neutralizador @ sobre el bloque térmico de la placa base.

A Si el Cartucho neutralizador @ no estd colocado adecuadamente en el bloque
térmico, puede resultar en una falla del experimento o una averia del instrumento.

-
'

Fig. 22 Carga del cartucho neutralizador @
14) Cargue el Cartucho neutralizador @ en la placa base.

7 Coloque el Cartucho neutralizador @ ligeramente inclinado hacia el lado izquierdo
de la placa base y presione el lado derecho del cartucho firmemente.

Fig. 23 Carga del cartucho neutralizador @
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15) Cargue la Gradilla de tubos de elucion y la Gradilla de las puntas desechables sobre la placa
base.

. Compruebe que la Cubierta de proteccion esta asegurada apropiadamente sobre
la Gradilla de tubos de elucion.

Fig. 24Insercion de las Puntas desechables en la Gradilla de puntas desechables.

16) Coloque el cartucho neutralizador @ en la placa base.

Fig. 25 Carga de la bandeja de desperdicios

17) Compruebe el estado de instalacion de los componentes, y cierre la puerta del instrumento hasta
que las muestras clinicas estén listas.

18) Los ejemplares clinicos son manipulados en una BSC de presion negativa y la banqueta esta
desinfectada y limpiada antes de usar.

#, Limpie la superficie con hipoclorito de sodio al 0.5% en agua destilada o
desionizada y enjuague con agua destilada o Et—OH al 70% antes y después de su
uso para evitar la contaminacion. Después de cada uso, encienda la lampara UV
para eliminar los contaminantes.

2 Apague la lampara UV mientras la bangueta esta en uso.

Fig. 26 Componentes necesarios para la carga de la muestra
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19) Saque los Tubo de carga de muestra de ADN IPC del embalaje, marquelos con el nombre de la
muestra e insértelos en la gradilla.

A Compruebe si el fondo del tubo de carga de muestra es azul (IPC seco para ADN)
antes de usar el tubo.

Fig. 27 Preparaciéon del Tubo de carga de muestra

20) Tome los contenedores originales de la muestra clinica (NTC y SPC) y pipetee en el tubo de carga
de muestra ADN IPC. Sigue los pasos 21) — 24).

#, EI NTC debe cargarse a la Banqueta de limpieza 1.
Los PC (SPC, L/HPC) y las muestras clinicas deben cargarse a la BSC (Clase II, IlI).

21) Agregue 400 p@ (o0 200 p@ si utiliza una muestra de sangre completa) del Neutralizador SL en el
tubo asignado como NTC (suministrado con el Kit de diagnostico AccuPower®).

22) Adicionalmente agregue 400 p@ de SPC (200 p@ si utiliza una muestra de sangre completa),) en el
pozo SPC asignado (Estos son proporcionados con el Kit de diagnostico AccuPower®)

., Si el lote utilizado para el kit de diagnéstico y el kit de extraccion es el mismo gue antes,
la informaciéon de calibracion estandar se guarda automéaticamente para el mismo lote,
por lo que en éste saco Unicamente se utilizan NTC, LPC y HPC.

Cuando el ensayo se repite con el mismo lote del kit de diagnéstico y el kit de extraccion:

NTC: Cargue 400p2 de NTC de CMV en el tubo NTC (si utiliza una muestra de sangre

completa, cargue 200p@ de NTC de CMV)

LPC: Cargue 400pe de LPC, si utiliza una muestra de sangre completa, cargue 200p2 de
LPC de CMV
(tubo con tapa Azul, componente del Kit de diagnostico AccuPower®)
HPC: Cargue 400p2 de HPC, si utiliza una muestra de sangre completa, 200p@ de HPC de

CMV
(tubo con tapa roja, componente del Kit de diagnostico AccuPower®)
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23) Mueve el tubo lleno con la muestra en la Gradillla de tubos de muestra.

| i Inserte los tubos verticalmente para prevenir derrames.

» s

Fig. 28 Carga de las muestras clinicas al Tubo de carga de muestra.

24) Destape el contenedor de muestras clinicas y pipetee 400 p@ de muestra (200 p@ si utiliza una

muestra de sangre completa,) en el Tubo de carga de muestra de ADN IPC y mueve el Tubo de
carga de muestra de ADN IPC en la Gradilla de tubos de muestra.

25) Repite los pasos de carga de muestra hasta que todas las muestras estén cargadas.

i Si por alguna razén, se sospecha de contaminacion de los guantes o las puntas de las
pipetas, intercambielas inmediatamente para prevenir la contaminacion de las muestras.

26) Retire la bandeja de desperdicios de la placa base.

! L 23
Fig. 29Remocion de la bandeja de desperdicios

27) Cargue la gradilla de tubos de muestra en la placa base del ExiPrep™ 16 Dx

Fig. 30 Carga de la Gradilla de tubos de la muestra
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28) Cologue la bandeja de desperdicios entre la Gradilla de tubos de muestra y el Cartucho neutralizador

@.

| 8 Sé cuidadoso de no dejar caer la Gradilla de tubos de muestra

Fig. 31 Carga de la Bandeja de desperdicios

29) Retire las tapas acrilicas de los Cartuchos neutralizadores.

it
8 :@f :

Fig. 32 Cartuchos neutralizadores con las Tapas retiradas

30) Verifique si todos los accesorios estan cargados adecuadamente.

| £, Cerci6rese que las puntas de las pipetas, hoyos y tubos estan alineados.

31) Empuje la placa base cuidadosamente y cierre la puerta.

32) Haga clic en el boton ‘RUN () (Ejecutar)’ del software ExiStation™ Manager. Compruebe

minuciosamente si todos los accesorios para la extraccion estan cargados apropiadamente de
acuerdo con la lista ‘Check ExiPrep Setting (Comprobar el Ajuste ExiPrep)’ y marque las casillas.

Haga clic en el boton ‘OK’ para inicializar el proceso de preparacion.
.

El proceso de extraccioén de acido nucleico toma aproximadamente entre 80—100
minutos dependiendo del tipo de acido nucleico.

Si algtn mensaje de error aparece durante el proceso de extraccion, contacte
nuestro Centro de Soporte al Cliente.
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Prep Run(p) Button

uv

’
St I -

[r————

Fig. 33 Haga clic en el boton ‘RUN (EJECUTAR)’ en el software ExiStatio’™ Manager

8.4.2. PCR en tiempo real usando Exicycler™ 96

*= Por favor, consulte la guia del usuario del programa Exicycler™ 96 y ExiStation ™ 48 para el
funcionamiento detallado.

1)  Cuando el proceso de extraccion del acido nucleico esté terminado, el bloque de enfriamiento se
apaga automaticamente.
Abra la puerta del ExiPrep™ 16 Dx (A-5050) una vez que la extraccion del acido nucleico esta
completa, y remueve la Gradillas de tubos de elucion de la placa base.

A Procede al siguiente paso una vez que la extraccion de &cido nucleico est4 completa
dentro de 10 minutos. Si no, esto puede causar resultados inexactos.

Disgnosis it ¢ ~ Dlagnosiskits 1 Diagnosis Kt 1

ExiPrep 1 tad FeiProp 2 Fadt FaiProp 3 Fad
- Lot Number 0111 * Lot wumber » Lot Mamber
* Disgnosis it 2 s * Disgnosis kit 2 « Disgnosts kit 2
* Lot Narmber * Lot amber

Lot Namber

e
e -
wen | Type | Somple 10 1 mation SM.07.002 | © "
] ] @i

.

Mmoo B R W
A BL G DL E1 R G oW

2 2 R oG oW
D1 B F1 G1 M1

Overal Tme 03:38:41 Store Overall T 03
Firigh Tims 145303 e Fiish Tme 14:52:32
Rinnng Tme 000022 Runnng Time 00:09:22

Fig. 34 Mensaje emergente una vez finalizada la extraccion
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2)  Mueve la Gradilla de tubos de elucion a la Banqueta de limpieza 2.

Fig. 35 Preparacion de la PCR

3) Retire la Cubierta de proteccion siguiendo el método de utilidad de la Herramienta de separacion
de la Cubierta de proteccion.
® Saque la Gradilla de tubos de elucion desde el ExiPreo™ 16 Dx y coloquela encima de la
Herramienta de separaciéon de la Cubierta de proteccion.

1, Al colocar la Gradilla de tubos de elucion en la Herramienta de Separacion de
la Cubierta de proteccion, asegurese que la palanca esta orientada hacia el
lado izquierdo.

Fig. 36 Gradilla de tubos de elucion la Herramienta de separacion de la Cubierta de proteccion

® Mantener presionada firmemente la Cubierta de proteccion y la Herramienta de separacion con
una mano. Gire la palanca a 180° en el sentido de las agujas del reloj con la otra mano.

1, Gire la palanca hasta que la Gradilla de tubos de elucion quede firmemente
fijada a la Herramienta de Separacion de la Cubierta de proteccion.

Fig. 37 Rotacion de la palanca para ajustar la Gradilla de tubos de elucién a la Herramienta de Separacion de la
Cubierta de Protecci6on
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® Presione hacia abajo ambos lados de la Herramienta de separacion como se muestra en la figura
a continuacion. Esta accion empujaréa la Cubierta de proteccion hacia arriba para que la Gradilla

de tubos de elucion pueda removerse con facilidad.
E:

Mentener presionada la Cubierta de Proteccion con una mano. Después presione
hacia abajo cada lado de la Herramienta de Separacion consecutivamente para
evitar que salpique cualquier liquido.

Fig. 38 Presionando desde cada lado de la Herramienta de separacion y retiro de la Cubierta de proteccion de la
Herramienta de separacion

4) Selle el Tubo de PCR usando una Pelicula de Sellado 6ptico, y luego procede al siguiente paso.
Para mas informacion del proceso de sellado, consulte el paso 5).

7 Con el fin de evitar las contaminaciones y resultados invalidos, selle todos los tubos
completamente.

A Almacene los tubos de diagnostico sellados a 4°C hasta su uso (si la reaccioén de

preparacién esta dividida en 2 pasos, almacene hasta que la 2% preparacion
finalice).

5)  Justo antes de la reaccion de la PCR, mezcle completamente el contenido del tubo utilizando el
ExiSpin™ (A-7040) (ExiSpin™ parametros: 2500rpm por 1 seg., Agite fuertemente durante 20
seg./ 20 ciclos).

A

La premezcla de PCR de Bioneer contiene reactivos de PCR secados al vacfo. El
mezclado insuficiente de la premezcla podria ocasionar resultados invalidos, por lo
que que mezcle hasta que la premezcla esté completamente disuelta.
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A Asegurese de marcar cada kit de diagnostico para evitar confusiones.

£, Una vez que la extraccion de acido nucleico esté completada, procede al siguiente
paso dentro de 10 minutos. Si no, esto puede provocar resultados inexactos.

Fig. 40 Mezcla de la tira de Premezcla PCR utilizando ExiSpin™.

Mientras ExiSpin™ esta operando, enciende el interruptor principal de encendido del Exicycler™ 96
localizado en la parte trasera del instrumento. Asegurese que el indicador de estado LED alrededor
del botén de encendido en la parte delante del instrumento cambie a azul. El color azul indica el
modo de espera. Presione el interruptor de encendido por 3 segundos. Se iniciara una secuencia
breve de autoprueba. Cuando se completa la autocomprobacion, el LED parpadeara en VERDE con
un pitido corto.

“onten / \
3 [( \
DOOR % E

(\:‘\ POWER and Status LED. P
® Tum on Main Power switch
(LED - Bluc)

@ Push POWER button
(LED - Green)

_—

Fig. 41 Bot6n de funcionamiento (boton de la puerta, boton de encendido y estado del LED) de Exicycler™ 96

Haga clic en la pentafia ‘Assign PCR (Asignar PCR)’ y marque la casilla en ‘Prep Work List
(Preparacion de Lista de trabajo)’ para asignar la posicion del PCR. La posicion de la PCR
corresponde a ExiPrep ™ Dx 16 No.1- 3 en orden.
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o

T
m v ‘!’mmnl‘:n‘ B rew ‘ [ ‘;—u.m.r.m @ version
Ready to PCR

P—— ik i Exibren 1 © Exibrep 2 ~Exibres 3

~ Faiprop 3
s CmentSien Disgress it Presn  sunTne Anen Tine. e i,
5 FrpEnd  cMLLL [Tt I e T 12 s als e 7 a|s woan

» ExiPrep 3
Pomn Cmmsen Dmeazz it Frezen cmmme e Time
©FE Pt BRI [ = e

o amona s

Pk Start

Fig. 42 Pestafia 'Asignar PCR' — Inicio de PCR

8) Pulse el botéon de la Puerta por dos 2 segundos para sacar el blogue térmico de 96 pozos. Inserte
los tubos de reaccion en sus ubicaciones. Una vez que la carga de la muestra esté completa,
presione el boton Puerta por 2 segundos para cerrar la puerta.

A Cerci6rese que las muestra estan cargadas en sus localizaciones asignadas.

#, Si usted esta ejecutando menos de 6 tiras para una ejecucion de PCR, por favor
inserte una tira ficticia en el extremo opuesto (columna 12) para equilibrar la fuerza
de prensado de la tapa caliente en el Exicycler™ 96.

9) Coloque los tubos de premezcla mezclados en la posicion del pozo asignado del Exicycler™ 96
cuando el ciclo sea completado. Para instrucciones detalladas del funcionamiento del Exicycler™
96, y del software ExiStation™ Manager, consulte la Guia del Usuario relevante.

Fig. 43 Configuracién de la Tira de Premezcla PCR de Exicycler™ 96
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10) Seleccione la pestafia “Assign PCR (Asignar PCR)” y confirme la “Prep Work List (Lista de trabajo
de preparacion)” asignada. Después del proceso de 'Prep (Preparacion)', 'Current Step (Paso
Actual)' se presentara como 'Prep End (Fin de la Preparacion)' y la barra de estado superior
cambiara a 'Ready to PCR (Listo para la PCR)'. Inicialice la ejecucion de la PCR haciendo clic en el

boton ‘PCR Start (Inicio de la PCR)’ activado en la parte inferior derecha de la ventana.

1, Localizacion de la Lista de trabajo guardada ; C: > ExiStation_Data > user > GUEST
> WorkList

Ready to PCR

S— S © bxibrep 1 © Exibrep 2 + Exibrep 3

e R 00707 G, 20007070

otk Lzt s e
[ T— Freont  Sal
Ese mepEd  cHers ke 2 2 a|s s 7 8|0 wun

» exdprop 3

fmmin  Cumem e Dsgress Kt Fresr smeTme e
E S0 mmprnd o s mnaror o,

PR Stort

Fig. 44 Ventana emergente de “Data name (Nombre de los datos)”

11) Después de introducir los nombres para la Lista de trabajo, se activara la pestafia 'PCR' y el
Exicycler™ 96 inicializara la ejecucion de la PCR.

e sesensreresevas

/

Fig. 45 Pantalla de ejecucién de la PCR
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12) Retire todos los consumibles y componentes, comenzando por los Cartuchos neutralizadores y
varias gradillas del instrumento, y deseche todos los liquidos y consumibles en sus contenedores
correspondientes.

1, Si el (los) pozo(s) no utilizados estan en los Cartuchos neutralizadores, tome un
pafio sin pelusas o etanol al 70% y limpie la superficie de la pelicula de los Cartuchos
neutralizadores. Reemplace las tapas acrilicas en los Cartuchos neutralizadores y
manténgalas en una BSC de presion positiva para su uso posterior.

A Cubre los cartuchos neutralizadores utilizados con las tapas y deséchelos de
acuerdo con las normas de seguridad locales o el procedimiento interno del
laboratorio.

Termammn o

- RO T

e300 i W2 [ | e |

SIE—

‘ YRS ExiStation™ syctem

*UB - Undetermimed

Fig. 46 Anélisis de datos

13) Los archivos de datos de los resultados son guardados en ‘C:> ExiStation_Data > user > GUEST >
WorkList> carpeta de "nombre del archivo de datos relevante”.
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8.5. Procedimiento Experimental (ExiStation™ 48, ExiStation™ 48A)

8.5.1.  Extraccion del acido nucleico— ExiPrep™ 48 Dx

* Por favor, consulte la guia del usuario del Kit ExiPrep™ 48 de AND/ARN Viral, ExiPrep™ 48 Dx o
del Ex/LT para un flujo de trabajo detallado.

8.5.1.1. Métodos de funcionamiento basicos del software ExiStation™ 48 Manager para
el experimento

1) Enciende el interruptor de encendido principal en la parte trasera instrumento del ExiPrep™ 48 Dx.
Luego presione el boton POWER en la parte frontal del instrumento por méas de 1 segundo.

2) Una vez que empiece a inicializarse, compruebe si aparece la pantalla LCD que se muestra a
continuacion.

3) Cuando la inicializacion esté completada, la pantalla principal aparece en la pantalla LCD. Si la
inicializacion NO es completada de forma exitosa, contacte nuestro Soporte al Cliente.

Fig. 47 Pantalla principal del ExiPrep™ 48 Dx

4) La pantalla principal consta de 5 iconos.

Prep — Ajuste y control de la extraccion del acido nucleico( ExiLT™, ExiPrep™ 48 Dx)
LT - Sistema automatico de desobstruccion y transferencia de liquidos

Assign — Puede mostrarse la informacion extraida

PCR - Monitoreo de la extraccion de la PCR en tiempo real (Exicycler™ 96)
Resultado — Muestra los resultados después de ejecutar la PCR
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BiONEER

L Software setting tab

UV sterilization

Store controller

Test results analysis tab
Software version check tab

Fig. 48 Funcion de icono del software ExiPrep™ 48

5) Inicie sesion con la ID registrada. Cuando inicie sesion como invitado, generalmente se guardan
los datos en la carpeta especificada. Si inicia sesioén con su ID, puede especificar una carpeta de
almacenamiento para una gestion eficiente de los datos.

6) Antes de la preparacion, separe el Protector de contaminacion del ExiPrep™ 48 Dx. Limpie el
protector con EtOH al 70% y adjunte el papel de filtro del Protector de contaminacion | protector.
Entonces, instale el Protector de contaminacion al instrumento.

Fig. 49 Paso 1 de Descontaminacion; Separacion e instalacion del Protector de contaminacion

7)  Cierre la puerta del instrumento, haga clic en el icono de esterilizacion UV y seleccione el botéon
de 15 Minutes (15 minutos)’ (Enciende la esterilizacion UV). Después de 15 minutos, la esterilizacion
por UV se apaga automaticamente.

Fig. 50 Paso 2 de descontaminacion ; Esterilizacion por UV
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8)  Pulse el icono Prep en la pantalla principal. La pantalla se cambiara como se muestra a continuacion
en la Figura 51. Introduce el modo de preparacion de extraccion del acido nucleico pulsando el
ExiStation.

Fig. 61 Pantalla inicial de la pestafia Prep

9) Pulse la flecha desplegable del Kit de Diagnostico 1, se muestra una lista de los kits de
diagnostico disponibles. Presione el CMV-1111.

BIONEER

Fig. 52 Introducir la informacién del Kit de diagnéstico

10) Cuando aparezca el mensaje emergente “Select Lane & Well (Seleccionar Carril y Pozo)”, seleccione
el pozo a utilizar. Compruebe que el (los) pozo(s) que se han utilizado en el Cartucho neutralizador
™ y haga clic en el (los) pozo(s) utilizado(s) en la pantalla. Aparecera una sefial “X” para la
localizacion de el (los) pozo(s) utilizado(s). Haga clic en el boton “OK” para proceder. Si no hay
ningtin pozo(s) usado, puede omitir el proceso y proceder al siguiente paso haciendo clic en “OK”.

Select Lane & Well : CMV-1111

1) Lane

Otane 1 Jlane2  Claned

2) Well

A2 B2 C2 D2 E2 F2 G2 W2

A Bl C1 DI E1l Fl Gl oW

A2 B2 C2 D2 E2 F2 G2 M2

A2 B2 C2 D2 E2 F2 G2 W2

oK Cancel

Fig. 53 Pantalla de ‘Select Lane & Well (Seleccion de carril y pozo)’
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11) Introduce el numero del lote del kit de diagnostico.

12) Toque la flecha hacia abajo del Kit de preparacion y elije el kit de diagnostico a utilizar. Luego
introduce la informacion del lote del Kit de preparacion.

13) Cuando el mensaje emergente “Sample Type (Tipo de muestra)”, seleccione la muestra a utilizar.

Sample Type

& Plasma/Serum/Urine

2 Whale blood

OK Cancel

Fig. 54 Pantalla de Sample Type (Tipo de muestra)’

14) Si el numero de lote para el kit de diagnostico o/y el kit de preparacion es nuevo, se mostrara la
Ventana de notificacion para la calibracion estandar.

Question : SMW-06-008

The lot number of CMV-1111, K-4571 is changed.
Therefore, you should perform the Standard Calibration.
Do you want to perform the Standard Calibration?

Yes No

Fig. 556 Mensaje emergente para el proceso de calibracién estandar

15) Las psosiciones de NTC y SPC se establecen automaticamente en los pozos restantes. El ajuste
primario es NTC y cada SPC 1-5. Si el experimento se repite con el mismo niumero de lote del kit
de extraccion/diagnostico, LPC y HPC se establece para 1 pozo cada uno en vez de SPC1~5 porque
se usa la curva estandar guardada automaticamente.

16) Una vez que se genere la curva estandar, procede al siguiente experimento utilizando las muestras
clinicas. Si el experimento funciona, aparecera la informaciéon en la curva estandar y la posicion
NTC/LPC/HPC. Luego haga clic en ‘Sample ID (ldentificacion de muestra)’ e introduce la
informacion de la muestra clinica manualmente o utilizando el cédigo de barra.

BIONEER

Fig. 56 Ingrese la informacion de la muestra
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8.5.1.2. Extraccion de acido nucleico utilizando ExiPrep™ 48 Dx

1)

3)

Se recomienda que al manipular las muestras clinicas y todos sus trabajos relacionados se realicen
dentro de una bangueta BSC de presion negativa (Clase Il, lll) para la seguridad del usuario y para
prevenir la contaminacion.

Limpie la BSC y compruebe todos los componentes necesarios para la extraccion y las muestras

antes de la extraccion de acido nucleico. Prepare los componentes de extraccion dentro de un BSC

de presion positiva. Se recomienda realizar esto en una localizacion separada como se declara en

en la seccion 8.1.1.

fu Limpie la superficie de la banqueta con hipoclorito de sodio al 0.5% y etanol al 70%
0 agua desionizada antes y después de usarla para evitar contaminacion. Después
de cada uso, enciende la lampara UV para eliminar los contaminantes restantes.

. Apague la lampara UV mientras la banqueta esta en uso.

Compruebe gque todos los componentes necesarios estén presentes antes de proceder y realice la
operacion dentro de la BSC—1 de presion positiva.

Tabla 3. Lista de componentes necesarios para la extraccion de acido nucleico

Herramientas de preparacion Cunsumibles
B Cartucho neutralizador ® y @
- Bandeja de utensilios L) Tubos de carga de muestra_IPC
- L) Puntas desechables y estantes
Perforadora de hoyos - Tubos de Elucion
L] Gradilla de tubos de muestra - Tapas de tubos de elucion
L Gradilla de tubos de elucion - Bandeja de Desperdicios
" Abrazadera L] Papel de filtro del Protector de
contaminacion

Retire el empaque digital que envuelve los dos Cartuchos neutralizadores @ y @ dentro de la BSC—
1 de presion positiva.
ki Inspeccione los pozos del Cartucho neutralizador y aseglrese de que todos los
liquidos estén en la parte inferior de los pozos.

Tome el nUmero necesario de tubos del kit de diagnostico AccuPower® del congelador y coloquelos

en la gradilla de tubos de elucion. Retire la lamina cubierta del kit de diagnoéstico y marque cada

tira de los tubos de diagnostico con el nimero de columna correspondiente.

8 Usted DEBE cerciorarse de que los tubos de diagnostico estén marcados para que
puedan identificarse durante el experimento.
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ki En la parte inferior de la gradilla del tubo de elucién, hay una ranura ajustada al
instrumento ExiPrep™ 48 Dx. Cuando se ve desde arriba, coloque el lado de la
ranura hacia abajo e inserte los tubos de premezcla en las dos filas superiores como
se muestra a continuacion en la figura 58.

Elution Tube Rack

Fig. 57 Compruebe la posicion de los tubos del kit de diagnéstico en la Gradilla de tubos de elucién

6)  Fije la cubierta de proteccion dentro de la gradilla del tubo de elucion.

Fig. 68Instalacion de la cubierta de proteccion

7)  Abra la puerta del instrumento () ExiPreo™ 48 Dx (A-5150)), saque la bandeja de preparacion y
coloquelo en una superficie plana de la banqueta.

®
Instale el cartucho neutralizador ®, @
a la cantidad de muestra de la bandeja de
preparacion.
@

Instale la abrazadera en la parte superior del
cartucho neutralizador.
Las abrazaderas deben ser instaladas por carril.
Y mantener la abrazadera.
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®
Instale la bandeja de desperdicios.
®
Instale la gradilla de tubos de elucion con la tira
de premezcla PCR en su interior y coloque la
cubierta de proteccion en la bandeja de
preparacion.
®
Retire la cubierta en la gradilla de la punta
desechable e instalela en la Bandeja de
utensilios.

®

Instale la perforadora de 8 agujeros.

8) Una vez que la instalacion de los componentes para la extraccion del acido nucleico esté
completada, prepare el control y las muestras.

9)  Prepare la muestras clinicas en la BSC de presion negativa. Asegurese de limpiar la BSC donde se
realizara la extraccion del acido nucleico.

*, Limpie la superficie con hipoclorito de sodio al 0.5% y etanol al 70% o agua
desionizada antes y después de usarla con el fin de evitar contaminacion. Después
de cada uso, enciende la lampara UV para eliminar los contaminantes restantes.

A Apague la lampara UV mientras la banqueta esta en uso.
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Fig. 59 Componentes necesarios para la carga de la muestra

10) Tome el numero necesario de Tubos de carga de muestra y marquelos para su posterior
identificacion. Insértelos en la gradilla.

A Asegulrese de comprobar que el fondo del IPC de ADN seco es azul antes de la
carga.

Fig. 60 Preparacion del Tubo de carga de muestra

11) Prepare el contenedor para la muestra y los controles (CMV NTC, SPC, LPC/HPC), realice la carga
dentro del tubo de carga de muestras y sigue los siguientes pasos del 12) ~ 15).

£, La carga del NTC se realiza la Banqueta de limpieza 1, y la carga de los PC (SPC, LPC,
HPC) y los ejemplares clinicos se realizan en la BSC (Clase I, lI).

12) Transfiera 400 y2 CMV NTC (proporcionado con el Kit de diagnostico Accupower®) al tubo NTC
utilizando la pipeta.

(Cargue 200 p@ de CMV NTC para la muestra de sangre completa)

13) Cargue 400 p@ SPC (si utiliza una muestra de sangre completa, 200 p) en las tazas del SPC
correspondiente. (suministrados con el kit de diagnostico AccuPower®)

A Si el lote utilizado para el kit de diagnéstico y el kit de extraccion es el mismo gue antes,
la informacion de calibracion estandar se guarda automaticamente para el mismo lote,
por lo que en éste saco Unicamente se utilizan NTC, LPC y HPC.

Cuando el ensayo se repite con el mismo lote del kit de diagnodstico y el kit de extraccion:

NTC: Cargue 400p@ CMV LPC en el tubo NTC 200u2 de CMV LPC para la muestra de

sangre completa.
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LPC: Cargue 400p2 LPC, 20042 de CMV LPC para la muestra de sangre completa.
(Tubo con tapa azul, proporcionado en el Kit de diagnostico AccuPower®)
HPC: Cargue 400p2 HPC, 200p2 de CMV HPC para la muestra de sangre.
(Tubo con tapa roja, proporcionado en el Kit de diagnostico AccuPower®)

El tubo de carga de muestra que se ha preparado dispensando el control del producto se monta en
la Gradilla de tubos de muestra.

A&

Después de desbloquear el dispositivo de fijacion de la gradilla de tubos de muestra,
coloque el tubo.

Una vez que la Gradilla de tubo de muestra, manténgala en direccion vertical al
retirar e instalar la gradilla para evitar cualquier pérdida.

Transfiera 400 p@ (200 u@ para la muestra de sangre completa) de las muestras clinicas al Tubo de

carga de muestra. Complete la carga de la muestra clinica y mueve el Tubo de carga de muestra
a la Gradilla de tubo de muestra.

.

A&

Confirme la posicion exacta de cada Tubo de Carga de muestra y luego ajustelo.
Si los guantes, puntas de pipetas, u otros equipos estan contaminados por la
muestra clinica, retire el contaminante inmediatamente y utilice el nuevo.

Una vez que el tubo haya sido instalado, empuje el dispositivo de ajuste para
bloguear la posicion del Tubo de carga de la muestra.

Cologue la Gradilla de tubos de la muestra sobre la bandeja de utensilios del ExiPrep™ 48 Dx.

Fig. 61 Instalacion de la Gradilla de tubos de la muestra

Aseglrese que todos los componentes estan instalados correctamente en la Bandeja de

utensilios.

Vuelve a introducir la bandeja de utensilios en el instrumento ExiPrep™ 48 Dx.

.,

Compruebe cada lado de la bandeja de utensilios antes de introducirlo de nuevo al
instrumento.
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Lado izquierdo: Gradilla de tubos de muestra / Lado derecho : Perforadora de 8
hoyos,
Luego empuje la bandeja de utensilios dentro del instrumento, cuidadosamente.

Fig. 62 Instalacion de la Bandeja de utensilios

19) Después de terminar el proceso de configuracion, — ajuste del programa, preparacion de muestra
e instalacion de la bandeja de utensilios— Haga clic en el boton “Apply Run (Aplicar ejecucion)”
situado en la parte inferior derecha de la pantallla para empezar la extraccion de acido nucleico.

A El tiempo de ejecucion de extraccion toma aproximadamente 60-80 minutos, de

acuerdo al tipo de muestra.
., Durante el proceso de extraccion, si aparece un mensaje de error, por favor contacte
a nuestro Soporte Técnico de Diagnostico Molecular Internacional.

BONEER

Fig. 63 Comienzo de la extraccion del acido nucleico mediante el software ExiPrep™ 48

8.5.2. PCR en tiempo real usando Exicycler™ 96

* Por favor consulte la gufa del usuario del software Exicycler™ 96y ExiPrep™ 48 para instrucciones
detalladas.

1) Una vez que la extraccion de acido nucleico esta terminada, aparecera un mensaje de notificacion
emergente. Luego, presione el boton “Door (Puerta)” para abrir la puerta del instrumento y saque
la Bandeja de utensilios.
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ki Una vez que la extraccion del acido nucleico esté completada, saque la Bandeja de
utensilios dentro de 10 minutos. Luego separe la Tira de la Premezcla de PCR de la
Gradilla de tubos de elucion para pasar al siguiente paso. El retraso en la extraccion
de la placa puede provocar la degradacion del acido nucleico y afecta el valor del
resultado.

Consulte la seccion 8.5.2, pasos 2) —6), para los detalles del proceso ‘Ready to PCR (Listo para
PCR)’ después de separar la Tira de Premezcla de PCR de la Gradilla de tubos de elucion.

Haga clic en el icono “Assign (Asignar)” para obtener la lista de informacion de la extraccion de
acido nucleico terminada. Compruebe las muestras de objetivo para el proceso de PCR y asigne la
posicion del pozo de PCR siguiendo el carril del ExiPrep™ 48 Dx,

BIONEER

Fig. 64 Seleccion de la muestra para el proceso de PCR

Presione el boton Door (Puerta) del Exicycler™ 96 durante 2 segundos para retraer el bloque térmico
de 96 pozos fuera del instrumento. Ajuste la Tira de premezcla de PCR en la posicion asignada del
pozo por el software.

1, Aseglrese que la posicion de la/s tira/s de premezcla de PCR coindicen con la
posicion asignada en el software.

i Si usted ejecuta la PCR con 4 tiras, coloque la tira de equilibrio en la posicion
opuesta para equilibrar el bloque térmico deExicycler™ 96.

Fig. 65 Cofiguracién de la tira de Premezcla PCR de Exicycler™ 96
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5) Después de ajustar la Tira de Premezcla de PCR, presione el boton “Run PCR (Ejecutar PCR)”
ubicado en la parte inferior derecha. Aparecera una ventana emergente de “Data name (Name
(Nombre de los datos)”, llénela cn el nombre de la prueba y luego presione el boton 'OK'.

A La lista de trabajo puede encontrada en: programa ExiStation™ 48 Manager>
ESTABLECER > Datos > Lista de trabajo

BIONEER

Fig. 66 Ventana emergente de “Data name (Nombre de los datos)”

6) Complete el paso 5) para ejecturar Exicycler™ 96.

BIONEER

B il - |

Fig. 67 Pantalla de Ejecucion de la PCR

7)  Una vez que la PCR esté completa, haga clic en el icono ‘Result (Resultado)’ para confirmar el

resultado.

. Haga clic en “Analysis (Analisis)”, y cuando aparezca un programa de analisis como
una ventana emergente, confirme el resultados.

b Después de hacer clic en el boton ‘Print (Imprimir)’ (al lado derecho del boton de
Analisis), seleccione el resultado del analisis del objetivo para imprimirlo como
informe.

A Los resultados del analisis pueden encontrarse en:

. programa ExiStation™ 48 Manager> ESTABLECER > Datos > Lista de trabajo > datos

relevantes.
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Fig. 68 Analisis de datos

8.6. Proceso de manejo de desperdicios experimentales

8.6.1.  ExiPrep™ 16 Dx

1) Retire todos los consumibles y componentes, comenzando por los Cartuchos neutralizadores y
varias gradillas del instrumento, y deseche todos los liquidos y consumibles en sus contenedores
correspondientes.

ki Si los pozos sin usar estan presentes en los Cartuchos neutralizadores, tome una
pafio sin pelusas o etanol al 70% y limpie la superficie de la pelicula de los Cartuchos
neutralizadores. Cierre las tapas de los Cartuchos neutralizadores y manténganlos
en una BSC de presion positiva para su posterior uso.

A Cubra los Cartuchos neutralizadores usados con las tapas acrilicas y deséchelos de
acuerdo con las regulaciones locales de seguridad o con el procedimiento interno
de su laboratorio.

2)  Presione el boton ‘Misc Set (AJUSTES MISC)’ y remueve el Protector de puntas y el Escudo de
contaminacion. Luego presione de nuevo el boton ‘Misc Set (AJUSTES MISC)'.

3) Empuje la Placa base hacia dentro y cierre la puerta del instrumento para inicializar la esterilizacion
UV haciendo clic en “UV ON (UV ENCENDIDO)” en el panel de control.

= OO0 ) e
I 100 %
Store Overall Time 01:32:43
Finish Time 11:29:18
on Rurning Time 01:22:50

Fig. 69Panel de control del ExiPrep™ 16 Dx — Almacén
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8.6.2.  ExiPrep™ 48 Dx

1)  Retire todos los consumibles y componentes, comenzando por los Cartuchos neutralizadores y
varias gradillas del instrumento, y deseche todos los liquidos y consumibles en sus contenedores
correspondientes.

., Si hay pozos sin usar en los Cartuchos neutralizadores, retire las puntas de filtro
usadas del cartucho neutralizador. Tome un pafio libre de pelusas o etanol al 70%
y limpie la superficie de la cinta de los Cartuchos neutralizadores. Cubre los
Cartuchos neutralizadores con las tapas acrilicas y manténgalos en una BSC de
presion positiva para su posterior uso.

ki Cubre los Cartuchos neutralizadores usados con las tapas acrilicas y deséchelos de
acuerdo con las regulaciones locales de seguridad o con el procedimiento interno
de su laboratorio.

2) Retire el Protector de Punta y el Protector de Contaminacion luego limpielos con etanol al 70% y
vuelva a instalarlos al instrumento.

3) Introduce de vuelta la Bandeja de utensilios dentro del instrumento, cierre la puerta del instrumento
e inicialice la esterilizacion UV haciendo clic en “UV ON (UV ENCENDIDO)” en el panel de control.

BIONEER

Fig. 70 Panel de control del ExiPrep™ 16 Dx — UV

8.6.3.  Exicycler™ 96

1) Después de que la ejecucion de la PCR esté completa, seleccione la pestaia ‘Result (Resultado)’

para comprobar los resultados de cada muestra.

A NO desprenda una pelicula selladora 6ptica del Kit de diagnostico. Deséchelos de
acuerdo con las regulaciones locales de seguridad o con el procedimiento interno
de su laboratorio.
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ANALISIS DE DATOS

. Calibracién (SPC 1-5)

Para el nuevo lote de pruebas del kit de diagnostico y/o del kit de extraccion, debe realizarse la
calibracion.

La prueba utiliza 5 pozos de SPC (CMV SPC (1)-(5)) para generar una curva estandar.
Adicionalmente, el usuario puede comprobar la validez de los lotes con el software de ExiStation™
manger, ya sea mediante la supervicion o un informe impreso. El lote es valido, si al menos 3
SPCs son validos.

Control

LPC, HPC

Cada prueba esta acompafiada con un control. La prueba utiliza 2 pzos de PCs (HPC, LPC) para
confirmar la validez de cada prueba. El usuario puede comprobar la validez de los lotes con el
software de ExiStation™ manger, ya sea mediante la supervicion o un informe impreso.

IPC

Cada tubo de prueba contiene un IPC para comprobar la inhibicion de PCR por la impureza o el
ciclo térmico mal controlado, y para monitorear el proceso completo de analisis. El IPC se seca
dentro del tubo de carga de muestra (accesorio para la extraccion de acido nucleico, no
proporcionado en el kit). Las altas concentraciones de ADN de CMV pueden ocasionar una sefial
fluorescente de IPC reducida o ausente debido a la competencia de la PCR. La validez del IPC se
determina por el valor Ct de la sefial IPC. Si su valor Ct esta dentro del rango especificado, es valido.
Si el valor Ct esta fuera del rango especificado, es invalido.

El resultado del IPC determina la validez de la prueba y el valor Ct de la sefial de CMV determina la
concentracion de CMV  (IU/m) de la prueba. Para el ejemplar de titulo alto por encima del rango

cuantitativo deseado, el ejemplar original deberia diluirse con el neutralizador SL proporcionado, y
la prueba debe repetirse.

NTC

Cada prueba utiliza 1 pozo de NTC para comprobar cualquier contaminacion en el proceso de
carga de la muestra, extraccion de acido nucleico. preparacion de la PCR, en orden para prevenir
un error falso positivo.

La validez del SPC y NTC se determina por el valor Ct de la sefial objetivo. Si el ensayo es valido,
el Ct del CMV objetivo sera ‘indeterminado’ el pozo NTC vy el valor de Ct de SPC estara dentro de
su rango especificado. Si el control de los resultados es invalido, tome las medidas de acuerdo
con la seccion 10 de la Guia del Usuario. Resolucion de problemas.
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Tabla 4. Los ejemplares de los resultados son interpretados de la siguiente manera:

Resultado del titulo (IU/
mex)

Interpretacion

No detectado

No se obtuvo valor de Ct (>45Ct) para CMV. Los resultados se reportan
como "No detectados".

< 1.00E+02 IU/me o
< 2.00E+02 1U/m@

Los IU/m@ calculados estan por debajo del Limite de cuantificacion del
ensayo. Plasma EDTA, Suero, Orina: Resultados reportados como "<
1.00E+02".

Sangre completa: Resultados reportados como "< 2.00E+02".

\

= 1.00E+02 IU/me y

1.00E+08 1U/me
o]
> 2.00E+02 IU/me y

1.00E+08 1U/me

IA

\

IA

Utilizando Plasma EDTA, Suero, Orina:
Los resultados calculados mayores o iguales que 1.00E+02 IU/m@ y
menores o iguales que 1.00E+08 IU/m@ estan dentro del rango lineal del

ensayo.
Utilizando Sangre completa:

Los resultados calculados mayores o iguales que 2.00E+02 IU/m@ y

menores o iguales que 1.00E+08 IU/m@ estan dentro del rango lineal del
ensayo.

> 1.00E+08 1U/m@

Las IU/m@ calculadas estan por encima del rango del ensayo. Los

resultados se reportan como "mayores que 1.00E+08 IU/m@". Si se desean
los resultados cuantitativos, el ejemplar original deberia ser diluido con
plasma EDTA negativo humano, suero, orina o sangre completa para CMV
y se repete la prueba. Mutiplique el resultado reportado por el factor de
dilucion.

* |U/m@ en Sangre completa, suero, orina; concentracion de ADC de CMV en copia/m¢ X 0.70 |U/copia = ADN de

CMV en 1U/m@

* |U/m@ en Sangre completa; concentracion de ADC de CMV en copia/m¢ X 0.50 IU/copia = ADN de CMV en 1U/m¢
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10. RESOLUCION DE PROBLEMAS

Comentarios y sugerencias

Resultados invalidos del Control Positivo Interno (IPC)

Si el TAMRA (IPC)
La sefial
fluorescente no se
detectd en todos
los pozos
(incluyendo los
controles)

Extraccion y/o error de configuracion del PCR

= Cerciorese de que fue programado y realizado el protocolo correcto de
extraccion/PCR de acuerdo con los Kits. Repite el ensayo, si es necesario.
Consulte la Guia del Usuario 8. PROTOCOLO

Extraccion o uso incorrector del Kit PCR

= Cerciorese de estar utilizando los kits apropiados para las pruebas
previstas.

El kit puede haberse estropeado, debido a un mal almacenamiento o al
vencimiento.

= Evalle sus condiciones de almacenamiento y revise la fecha de
vencimiento. Repite el ensayo con nuevos reactivos, si es necesario.
Véase la Gufa del Usuario 5. ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL

Resultados invalidos.

= Debe probarse con los nuevos reactivos

Si el TAMRA (IPC)
La sefial de
fluorescencia no
se detectd en
pozos
particulares.

Inhibicion del PCR

= Las muestras clinicas pueden contener una variedad de inhibidores de PCR.
Repite el ensayo desde el proceso de tratamiento previo de muestras el cual
puede reducir la inhibicion de PCR.

= Cerciorese de utilizar el método validado de tratamiento previo de la muestra
de acuerdo con el tipo de muestra.

« Bajo volumen de elucion debido al material insoluble de las muestras

= |a produccion de acido nucleico puede verse afectada por las condiciones de
la muestra (viscosidad etc.). Repite el ensayo desde el proceso de tratamiento
previo de muestras lo cual puede hacer que la muestra sea mas soluble.
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Resultados invalidos del SPC/PC

Si la FAM (SPC)
La sefial de
fluorescencia era

indeterminada.

« El kit puede haberse estropeado, debido a un mal almacenamiento o al
vencimiento.
= Evalle sus condiciones de almacenamiento y revise la fecha de vencimiento.
Repite el ensayo con nuevos reactivos, si es necesario.
Véase la Guia del Usuario 5. ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL

Reutilizacion de los reactivos

== Cerciorese de no reutilizar los reactivos. La reutilizacion o los ciclos repetidos de
congelado/descongelado de los reactivos pueden afectar la calidad del kit y los
resultados del ensayo de manera concluyente. Repite el ensayo con nuevos
reactivos, si es necesario.

Veéase la Guia del Usuario 5. ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL

Precauciones generales

Error de protocolo PCR
= Revise su procedimiento de preparacion del reactivo. Confirme la cantidad de
SPC utilizada en un solo pozo.

Véase la Gufa del Usuario 8.1 Preparacion de la PCR

« Puede haber un error de pipeteo.
= Revise la técnica de pipeteo y calibracion.

Resultados invalidos.

== Debe probarse con los nuevos reactivos

Resultados Invalidos del Control sin Plantilla (NTC)

Si se detecta la
sefial fluorescente
FAM en el pozo
NCT.

Puede haber ocurrido una contaminacion.
= Cerciorese de que el espacio de trabajo y los instrumentos sean
descontaminados y repite el ensayo.

El kit puede haberse estropeado, debido a un mal almacenamiento o al
vencimiento.
= Evalle sus condiciones de almacenamiento y revise la fecha de vencimiento.
Repite el ensayo con nuevos reactivos, si es necesario.
Véase la Guia del Usuario 5. ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL
Error de protocolo PCR
= Revise su procedimiento de preparacion de la reaccion. Confirme si los controles

y muestras estan cargados en los pozos apropiados los cuales son asignados
mediante el protocolo S/W (especialmente el (los) pozo(s) NTC).
Véase la Guia del Usuario 8. PROTOCOLO
« Puede haber un error de pipeteo.
= Revise la técnica de pipeteo y calibracion.
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11. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO
11.1. Caracteristicas analiticas

1) Limite de deteccion (LoD)

Limite de deteccion utilizando el 12 Estandar Internacional para Citomegalovirus Humano de la

OMS.

El ADN viral extraido del Estandar Internacional para Citomegalovirus Humano de la OMS (HCMV),
se utilizd el codigo NIBSC 09/162 para determinar el LoD del ensayo AccuPowe® PCR de CMV
cuantitativa. La concentracion de ADN del citomegalovirus de 26 Ul/ml se diluyd en serie hasta 4
Ul/ml para preparar 6 concentraciones de pruebas diferentes de ADN. Se probaron al menos 60
réplicas para cada concentracion de ADN, y la proporcion de los resultados positivos de cada
concentracion fue sujeta a analisis probit. Definicion de la LoD como la menor concentracion de
ADN del CMV que pueda detectarse con un 95% de probabilidad, el analisis probit determina que el
LoD del ensayo AccuPower® PCR de CMV cuantitativa fue de 46.8 Ul/m| de CMV en el plasma EDTA,
63.1 Ul/ml de CMV en suero, 79.4 Ul/ml de CMV en sangre completa, 66.1 Ul/ml en la orina.

Tabla 5. Anélisis probit del Iimite de deteccién

Tipo de muestra  Concepto LoD 95% C.|

1U/m@ 46.8 33.1 66.1
Plasma EDTA

Logio 1U/m@ 1.67 1.52 1.82

1U/m@ 63.1 42.7 93.3
Suero

Logio 1U/m@ 1.80 1.63 1.97
Sangre 1U/m@ 79.4 57.5 109.6
completa Logto 1U/me 1.90 1.76 2.04

1U/m@ 66.1 45.7 95.5
Orina

Logro 1U/me 1.82 1.66 1.98
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Confirmacién del LoD para la glicoproteina B(gB) 2, 3,4y 5

El ensayo de AccuPower® PCR de CMV cuantitativa confirmo la capacidad de cumplir con el LOD
declarado de 1.67 (Plasma), 1.80 (Suero), 1.82 (Orina) y 1.90 (Sangre completa) Log1o IU en los
genotipos gB2, 3, 4y 5 del CMV.

Tabla 6. Confirmacién de limite de cuantificacion, utilizando el genotipo gB2, gB3, gB4 y gB5

. CMVgB  Concentracion ~ Ndmerode Namero de 2150 positivo
Matriz Genotipo (L 1U/ne) réplicas positivos (%)
B ogie probadas (N) detectados

gB2 1.67 25 25 100
gB3 1.67 25 24 96

EDTA-

lasma

P gB4 1.67 25 25 100
gB5 1.67 25 24 96
gB2 1.80 25 24 96
gB3 1.80 25 24 96

Suero
gB4 1.80 25 24 96
gB5 1.80 25 25 100
gB2 1.82 25 24 96
gB3 1.82 25 25 100

Orina
gB4 1.82 25 24 96
gB5 1.82 25 24 96
gB2 1.90 25 24 100

Completa

sangre gB3 1.90 25 24 96
gB4 1.90 25 24 96
gB5 1.90 25 24 100

2) Rango lineal y limite de cuantificacion (LoQ)

Rango lineal y LoQ utilizando el 12 Estandar Internacional para Citomegalovirus Humano de la
OMS.
Se determiné el rango lineal del Kit AccuPower® CMV de PCR Cuantitativa siguiendo la directriz EP06-
A del CSLI.
Se prepararon una serie de diluciones del panel de CMV de la OMS y del ADN del plasmido de CMV
que van desde 2.0 logio Ul/ml a 8.0 logio Ul/ml (100 Ul/ml hasta 1.0x108 Ul/ml) en plasma EDTA,
suero, sangre completa o muestras de orina para determinar el rango lineal. Las muestras fueron
analizadas utilizando el Kit AccuPower® CMV de PCR Cuantitativa con un total de un lote del Kit
ExiPrep™ de ADN Viral y 3 lotes del Kit Accupower® CMV de PCR Cuantitativa. Cada nivel de dilucion
se probd en 36 réplicas.
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El rango lineal del ensayo se considerd entre 100 Ul/ml a 1.0x10% Ul/ml (2.0 logio Ul/ml hasta 8.0
logio UI/ml) de CMV en plasma EDTA, suero, y orina, con una desviacion maxima de linealidad de
menor o igual a 0.20 logioUl/ml.

E rango lineal del ensayo se considerd para estar entre 200 Ul/ml a 1.0x108 Ul/ml (2.3 logio Ul/ml a
8.0 logio Ul/mI) del CMV en sangre completa con una desviacion maxima de la linealidad de menos
o igual a 0.20 logioUl/ml.

Fig. 71 Linealidad del Kit AccuPowe® de Cuantitativa

z 3 0 g &
Nominalconcentraton (g Ui

7 g z 3 0 B g 7 g
Nominalconcentraton(ig Ui

— Plasma EDTA- — Suero—
: Nl oot D) ! ’ ‘ ’ Nl corcewnton (09 ! ’
—Sangre completa— —Orina—
Tabla 7. Resultados LoQ
. Promedio a_ b,
. Nominal con. ) TE’=|Sesgo| |TE’=SQRT[2]x
Matriz N Medida Con. Sesgo SD
(Logro Ul/ml) +2 x SD 2xSD
(Logto Ul/ml)

Plasma EDTA 48 2.00 2.24 0.24 0.20 0.65 0.57
Suero 48 2.00 2.32 0.32 0.19 0.74 0.59
Sangre

48 2.30 2.44 0.13 0.20 0.55 0.59
completa
Orina 48 2.00 2.10 -0.10 0.20 0.42 0.89
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Confirmacioén de linealidad para el genotipo gB2, 3, 4y 5 del CMV

ElI ADN del CMV clonado por el genotipo individual se diluy6é en plasma EDTA negativo humano,
suero, orina y sangre completa. Aunque la concentracion de la solucion de reserva de cada
genotipo es diferente, la reserva se diluye a 6.00 Log10 Ul/ml para cada genotipo y se diluye aun
més a 5.00, 4.00, 3.00, 2.30, 2.00 Log10 Ul/ml en plasma, suero, matriz de orina y se diluye a
5.00, 4.000, 3.00, 2.48, 2.30 Log10 Ul/ml en sangre completa.

Se realizo la evaluacion con un (1) lote del Kit Accupower® CMV de PCR Cuantitativa con cada
concentracion, tres (3) réplicas, y una (1) ejecucion por dia. Asi la prueba se realizara a lo largo de
tres (3) dias en cuatro (4) sistemas diferentes de ExiStation™, lo que resulta en nueve (9) datos
por dilucion.

En el rango lineal del CMV, el genotipo 1 fue de 2.00 — 8.00 Logio Ul/ml en plasma, suero, orina y
2.30 - 8.00 Logio Ul/ml en sangre completa, y el genotipo restante fue de 2.00 — 5.00 Logio Ul/ml
en plasma, suero, orinay 2.30 = 5.00 Logio UlI/ml en sangre completa.

También se evalu6 el rendimiento de linealidad del Kit AccuPowe/® CMV de PCR Cuantitativa que
detecta el genotipo 1 a 5 gB del CMV, determinando la diferencia méaxima entre gB1 y los otros
genotipos gB(gB 2,3,4 y 5). El resultado de este estudio demuestra que la prueba del Kit
AccuPowe® CMV de PCR Cuantitativa puede cuantificar diferentes genotipos de CMV gB en todo el
rango lineal con una desviacion no mayor a 0.20 Log10 Ul/ml.
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Tabla 8. Regresion lineal de diferencia méaxima

Cuantitativa

Matriz CMV gB Ecuacion Dr!;:rxeirr;c;a Regresion lineal para diluciones estandar del CMV
Genotipo lineal (Log10 UI/m) de la OMS (gB1) y el genotipo CMV gB2-5
1 y = 0.9689x + 0.2826 N/D -
2 y = 0.9400x + 0.4999 -0.16 7 ]
Plasma B A
EDTA 3 y =0.9376 x +0.3518 0.18 >
4 y =0.9527x + 0.2589 0.15
5 y = 0.9789x + 0.3254 -0.12 e
1 y = 0.9529x + 0.3804 N/D
2 y =0.9717x + 0.4007 -0.17 B
Suero 3 y = 0.9575x + 0.4373 -0.09 e
4 y = 0.9342x + 0.4530 0.08 e
5 y =0.9472x + 0.2304 0.20 .
1 y =1.0087x + 0.1323 N/A
2 y=1.0139x + 0.1135 -0.02 I ) .
i3
Orina 3 y = 0.9575x + 0.3544 0.19 i
il y
4 y = 0.9839x + 0.1612 0.17 Ei o
5 y = 0.9750x + 0.2424 0.16 i
1 y =1.0152x — 0.0427 N/A .
2 y =1.0295x — 0.1680 0.18 5 -
Sangre i /’
completa 3 y = 1.0226x - 0.1559 0.18 il A
EDTA i
4 y =1.0108x — 0.1027 0.18
5 y=1.0167x - 0.1185 0.16 m—
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Confirmacién del LoQ para el genotipo gB 2, 3, 4y 5 del CMV

El Kit AccuPower® CMV de PCR Cuantitativa puede detectar los cuatro (4) genotipos (Genotipo 2, 3,
4,5 del CMV) a concentraciones por debajo de 2.00 Log10 Ul/m! (plasma, suero, orina), 2.30 Log10
Ul/ml (sangre completa) con una tasa de posibilidad de 100%. Se analizo el error total en los datos
del genotipo LoQ y como resultado, se confirm6 el resultado por debajo del valor de error total en
cada concentracion.

Tabla 9. Confirmaciéon de limite de cuantificacion, utilizando el genotipo gB2, gB3, gB4 y gB5

e QNG o oo Nomielen gaaoon, sen 50 Sl SOMIzbes
(Logito Ul/mlI)
gB2 25 100 2.00 2.50 050 024 097 0.67
EDTA- gB3 25 100 2.00 2.12 012 034 081 0.97
plasma gB4 25 100 2.00 2.40 040 028 096 0.79
gB5 25 100 2.00 234 034 032 097 0.90
gB2 25 100 2.00 242 042 028 099 0.79
Susro gB3 25 100 2.00 2.39 039 030 099 0.86
gB4 25 100 2.00 2.40 040 024 088 0.67
gB5 25 100 2.00 2.41 041 027 096 0.78
gB2 25 100 2.00 2.15 015 032 079 0.90
orina gB3 25 100 2.00 2.30 030 029 088 0.83
gB4 25 100 2.00 2.23 023 029 081 0.82
gB5 25 100 2.00 2.36 036 031 097 0.86
gB2 25 200 2.30 2.18 012 032 076 0.90
Completa  ©B3 25 200 2.30 2.11 -0.19 034 087 0.95
sangre gB4 25 200 2.30 2.10 -020 031 083 0.89
gB5 25 200 2.30 217 013 035 082 0.98
3) Precision

Se determin6 la demanda de precision del Kit AccuPower® CMV de PCR Cuantitativa mediante
el analisis del panel estandar internacional (12 Estandar internacional de la OMS) y del plasmido
de CMV (BIONEER corp.). Se probaron 3 niveles de dilucion en 80 réplicas para cada nivel a
través de tres lotes del Kit AccuPower® CMV de PCR Cuantitativa utilizando el sistema por 20
dias en plasma EDTA, suero, sangre completa y orina (para repetibilidad).

El experimento entre sitios se realiz6 en 3 lotes, 2 réplicas por muestra, y 2 ejecuciones por dia
durante 5 dias. El experimento entre operadores y entre instrumentos se realiz6 en 1 lote, 2
réplicas por muestra, y 2 ejecuciones por dia durante 5 dias. El experimento entre sitios se realizd
en 1 lote, 2 réplicas por muestra, y 2 ejecuciones por dia durante 5 dias (para reproducibilidad).
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Tabla 10. El resultado de reproducibilidad en el plasma EDTA

VeI Valores medios Dentro de la
. nominales N de i i SD Entre SD Entre dias  SD Precision
Nivel observados ejecucion ) )
Ul/ml (Logro Ul/ml) pruebas SD(S) ejecucion (Sr) (Saa) total (S1)
0
(Logro UI/ml) o "
1 140 (2.15) 2.23 80 0.08 0.04 0.07 0.1
2 1000 (3.00) 3.02 80 0.07 0.04 0.01 0.08
1
3 000000 6.11 80 0.03 0.01 0.07 0.08
(6.00)
4 Negativo 80 100.0% (80/80) "No detectado"
Tabla 11. Resultado de repetibilidad en el suero
Valores
Val i D |
. nominales alores medios N de e.ntro (_je a SD Entre SD Entre dias  SD Precisién
Nivel observados ejecucion ) )
Ul/ml (Logro Ul/ml) pruebas SD(S) ejecucion (Sr) (Saq) total (St)
(Logro UI/m) o !
1 190 (2.28) 2.35 80 0.08 0.01 0.13 0.15
2 1000 (3.00) 3.01 80 0.07 0.03 0.12 0.15
1
3 000000 5.92 80 0.03 0.02 0.06 0.08
(6.00)
4 Negativo 80 100.0% (80/80) "No detectado"
Tabla 12. Resultado de reproducibilidad en la sangre completa
Valores
Val i D |
. nominales BIBIES MCElRE N de e.ntro de a SD Entre SD Entre dias  SD Precision
Nivel observados ejecucion , .
Ul/ml pruebas ejecucion (Sr) (Saq) total (St)
(Logto Ul/ml) SD(Sr)
(Log1o Ul/mI)
1 240 (2.38) 2.47 80 0.11 0.03 0.09 0.14
2 1000 (3.00) 3.03 80 0.07 0.01 0.08 0.1
1
3 000000 6.10 80 0.06 0.03 0.19 0.20
(6.00)
4 Negativo 80 100.0% (80/80) "No detectado"”
Tabla 13. Resultado de repetibilidad en la orina
Valores
Valores medios Dentro de la
. nominales N de . i SD Entre SD Entre dias  SD precision
Nivel observados ejecucion , .
Ul/ml pruebas ejecucion (Sr) (Saq) total (S7)
(Logro Ul/ml) SD(Sr)
(Log1o Ul/mI)
1 198 (2.30) 2.18 80 0.13 0.07 0.1 0.19
2 1000 (3.00) 2.90 80 0.09 0.03 0.1 0.14
1000000
3 6.00 80 0.06 0.02 0.06 0.09
(6.00)
4 Negativo 80 100.0% (80/80) "No detectado"
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Tabla14. Resultado de reproducibilidad en el plasma EDTA

VEleeE Valores medios
. nominales N de SD Entre SD Entre SD Entre
Nivel observados SD Entre lotes . .
ul/ml pruebas Sitios operadores instrumentos
(Logio Ul/ml)
(Log1o Ul/ml)
1 140 (2.15) 2.22 140 0.10 0.12 0.10 0.09
2 1000 (3.00) 3.00 140 0.09 0.1 0.07 0.09
3 1000000 (6.00) 6.12 140 0.09 0.08 0.04 0.04
4 Negativo 140 100.0% (140/140) "No detectado"
Tabla 17. Resultado de reproducibilidad en el suero
Valores Valores medios
. nominales N de SD Entre SD Entre SD Entre
Nivel observados SD Entre lotes - .
ul/ml pruebas Sitios operadores instrumentos
(Log1o Ul/ml)
(Logto Ul/ml)
1 190 (2.28) 2.38 140 0.14 0.12 0.12 0.12
2 1000 (3.00) 3.06 140 0.14 0.14 0.07 0.07
3 1000000 (6.00) 5.94 140 0.12 0.14 0.05 0.06
4 Negativo 140 100.0% (140/140) "No detectado”
Table16. Resultado de reproducibilidad en la sangre completa
Valores Valores medios
) nominales N de SD Entre SD Entre SD Entre
Nivel observados SD Entre lotes " .
Ul/ml pruebas Sitios operadores instrumentos
(Log1o Ul/mI)
(Log1o Ul/mI)
1 240 (2.38) 2.41 140 0.15 0.10 0.15 0.10
2 1000 (3.00) 3.01 140 0.10 0.07 0.09 0.07
3 1000000 (6.00) 6.14 140 0.21 0.06 0.25 0.09
4 Negativo 140 100.0% (140/140) "No detectado"
Tabla 17. Resultado de reproducibilidad en la orina
VElereE Valores medios
) nominales N de SD Entre SD Entre SD Entre
Nivel observados SD Entre lotes . .
Ul/ml pruebas Sitios operadores instrumentos
(Log1o Ul/ml)
(Log1o Ul/mI)
1 198 (2.30) 2.18 140 0.15 0.14 0.20 0.14
2 1000 (3.00) 2.89 140 0.14 0.12 0.16 0.14
3 1000000 (6.00) 6.09 140 0.15 0.17 0.09 0.10
4 Negativo 140 100.0% (140/140) "No detectado"
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4) Sustancias interferentes

Se realizaron pruebas de interferencia para determinar si las posibles sustancias interferentes
afectarian los resultados del ensayo ADN PCR. Las muestras clinicas conocidas por ser positivas o
negativas para el objetivo fueron dotadas con altos niveles de sustancias potencialmente interferentes
y probadas. Se probaron al menos tres réplicas por cada sustancia. No se observd ninguna
interferencia para las sustancias enumeradas en la Tabla 15.

Tabla 18. Sustancias interferentes

Fase de interfase ex6geno Fase de interfase ex6bgeno
Sustancia interferente . Sustancia interferente .
potencial Concentracion potencial Concentracion
Heparina 3 KU/dL Azatioprina 4 mg/L
Hemoglobina 200 mg/dL Ciclosporina 1.125 g/L
Citrato 0.327M Micofelonato sodico 80m g/L
Albumina 5 g/dL Prednisona 0.5 mg/L
K2 EDTA 540 mg/dL Ganciclovir 32 mg/L
Colesterol 500 mg/dL Valganciclovir 113 M/ml
Bilirrubina 25 mg/dL Cidofovir 81 mg/L
Glucosa Foscarnet 700 mg/L
Condicion acida Sulfamehozazole 200 mg/L
Condicion basica Timetropin 138 umol/L
Cefotetan(Cefotaxim) 673 umol/L
Piperacilina 1g/L
Tazobactam sodico 125 mg/L
Clavulanata potéasico 25 mg/L
Clorhidrato de vancomicina 22 mg/L
Fluconazol 1 mg/L
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5) Reactividad cruzada

Se probaron un total de 46 especies de bacterias y virus para detectar una posible reactividad cruzada
en el uso del Kit AccuPowe® CMV de PCR en tiempo real. Se evaluaron tres réplicas de cada ADN.
Ninguno de los organismos probados interfirio con el Kit de AccuPower® CMV de PCR Cuantitativa.
En general, los resultados no mostraron reactividad cruzada de los respectivos patdogenos con la
deteccion especifica de CMV en términos de sensibilidad.

Tabla 19. Lista de cruce de posibles organismos de reactividad cruzada

No. Patégenos No. Patégenos
1 Virus del herpes simple tipo 1 24 parainfluenza 1
2 Virus del herpes simple tipo 2 25 parainfluenza 2
3 Virus varicela—zoster 26 parainfluenza 3
4 Virus de Epstein—Barr 27 parainfluenza 4
5 Virus del herpes humano tipo 6 28 Coxsackievirus tipos B1
6 Virus del herpes humano tipo 8 29 Coxsackievirus tipos B2
7 Virus BK 30 Coxsackievirus tipos B3
8 Virus Hepatitis A 31 Coxsackievirus tipos B4
9 Virus Hepatitis B 32 Coxsackievirus tipos B5
10 Virus Hepatitis C 33 Coxsackievirus tipos B6
11 HIV-1 34 WNV (Virus del Nilo Occidental)
12 Adenovirus tipo 1 35 Mycoplasma pneumoniae
13 Adenovirus tipo 2 36 Staphylococcus aureus
14 Adenovirus tipo 3 37 Streptococcus pneumoniae
15 Adenerovirus tipo 5 38 Bordetella pertussis
16 Adenovirus (Ad. 71) 39 Klebsiella pneumoniae
17 Enterovirus tipo 71 40 Legionella pneumophila
18 HTLV 41 Proteus mirabilis
19 INfA(HINT) 42 Bacillus cereus
20 InfA(H3N2) 43 Enterococcus faecalis
21 InfB 44 Escherichia coli
22 Virus sincitial respiratorio A 45 Candida albicans
23 Virus sincitial respiratorio B 46 ADN gendémico humano
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6) Falla total del sistema

Se probaron 128 réplicas de muestra de baja positividad (concentracion de 3 x LoD) para determinar
el indice de falla del todo el sistema. Todas las pruebas fueron 100% positivas, indicando que el
ensayo CMV es firmemente estable.

Tabla 20. indice de falla de todo el sistema

Promedio
) Nominal con. Numero de positivos . Indice de deteccion
Matriz Medida Con. SD
(Logio Ul/ml) detectados (%)
(Logio Ul/ml)

Plasma EDTA 2.15 128 2.23 0.10 100%

Suero 2.28 128 2.35 0.1 100%

Sangre 2.38 128 2.46 0.19 100%

completa
Orina 2.30 128 2.22 0.19 100%

11.2. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO

1) Sensibilidad y especificidad del diagnéstico
Se confirmaron un total de 226 pruebas clinicas con otro ensayo cuantitativo de CMV, se utilizaron
para la prueba de sensibilidad y especificidad del diagnostico.
El porcentaje de acuerdo entre el dispositivo de prueba evaluado y el dispositivo de comparacion se

calcul6 de la siguiente manera:

Tabla 21. Sensibilidad y especificidad del diagnéstico

Sistema de referencia

Detectado No detectado Total
Detectado 12 0 12
Kit AccuPower® CMV de
. No detectado 1 113 114
PCR Cuantitativa
Total 118 113 226

Sensibilidad diagnostica (Porcentaje de acuerdo positivo) =99.1% [95% Cl 95.2, 99.8%]
Especificidad diagnostica (Porcentaje de acuerdo negativo) =100% [95% Cl 96.7, 100%]
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2) Equivalencia de sangre completa y suero

Un total de ventiocho (28) muestras emparejadas (muestras de sangre completa y suero), las cuales
se recogieron de los pacientes positivos de CMV y del ADN del CMV, se utilizaron para la equivalencia
de matriz con el Kit AccuPower® CMV de PCR Cuantitativa. La pendiente de la regresion deming fue
0,8481 (Intervalo de confianza del 95% [0,7627 a 0,9336]) con una intercepcion de 0,7209
(Intervalo de confianza del 95% [0,3647 a 1,077]).

| Minimum | Maximum

Whole Blood: Log10]
/|
Serum: Log10 1U/mL |

2.217] 7312
2425 6.365

Serum: LogLo I/t

3 Parameter | Estimate 95% C1
Intercept| 0.7209 03647 to 1.077
Slope] 0.8481 0.7627 100.9336
z Correlation - | 0.983

4 s
Whole Blaod: Logi0 1u/mt.

Fig. 72 Comparacion de métodos; Sangre completa y suero

11.3. Estabilidad
1) Estabilidad en tiempo real

Se evaluo la estabilidad del Kit AccuPowe® CMV de PCR Cuantitativa desde los resultados, se
determiné que el periodo de validacion del Kit AccuPower® CMV de PCR Cuantitativa es de 1 afio
a—-20°C (=25 a -15°C).

2) Estabilidad del ejemplar

Se evaluo6 la estabilidad del ADN del CMV en la sangre completa (plasma, suero), en el plasma
EDTA, en el suero, en la orina, en la sangre completa y en la descongelacion de congelados al
utilizar el Kit Accupowe’® CMV de PCR Cuantitativa con el panel estandar internacional del CMV de
la OMS.

La estabilidad de la sangre, plasma y suero se prob6 a cada punto de tiempo de cada condicion
de temperatura. Los resultados son resumidos en la tabla 19.

El resultado de la estabilidad del ejemplar encontr6 que el TAE es inferior a 0,42 y el valor
cuantitativo de la muestra cumple los criterios de aprobacion.

Como resultado, se confirm6 que el espéicmen de sangre completa (plasma, suero) era estable a
2-8C por 72 horas, y 25-30C por 24 horas.
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Se confirmo6 que los ejemplares de plasma, suero y orina eran estables en la siguiente condicion.
A temperatura ambiente (25C-30°C) por un maximo de 24 horas, entre 2°C a 8°C por un maximo
de 6 dias, y entre —=15°C y —25°C durante 6 meses.

Se confirm6 que la congelacion/descongelacion repetida hasta cinco veces de los ejemplares de
plasma EDTA, suero y orina no afecta su estabilidad, y como resultado esta garantizada su
estabilidad contra la congelacion/descongelacion un maximo de cuatro veces.

Se confirmd que el ejemplar de sangre completa era estable en las siguientes condiciones: A

temperatura ambiente (25C-30C) por un maximo de 24 horas, y entre 2°C a 8'C por un maximo

de 6 dias.

Tabla 19. Estabilidad del ejemplar

Temperatura de
Tipo de ejemplar i : Duracién
almacenamiento
Sangre 2-8°C 72 horas
(Plasma EDTA/Suero) 25-30°C 24 horas
25-30°C 24 horas
Plasma EDTA 2-8°C 6 dias
Suero -15a-25C 6 meses
Orina —
Descongelacion de .
5 ciclos
congelados
25-30°C 24 horas
Sangre completa
2-8°C 6 dias

3) Estudio de simulacion de transporte

El estudio de simulacion de transporte fue realizado para evaluar si la estabilidad del kit es afectada
por el entorno del envio o no. De acuerdo al proceso de envio, tres lotes de los productos finales
fueron enviados a una region nacional y devuelto al sitio (BIONEER) para el estudio. Tardé 2 o 3 dias
para ser devueltos al lugar desde el dia en que fueron enviados los productos. Los productos
devueltos fueron probados para evaluar su rendimiento contra los productos en el almacén (de -15
a —25°C, dia 0). El estudio de simulacion de transporte fue realizado utilizando una serie de dilucion
de ADN del panel CMV de la OMS o del Control Positivo (LODx3, 1000 Ul/ml, 1x10 ¢ Ul/ml) incluido
en el kit. El Error Analitico Total (TAE) se calculd basado en los valores logio Ul/ml de cada dilucion.
En base a estos resultados, la estabilidad del transporte del Kit AccuPower® STI8A-Plex de PCR en
tiempo real fue verificado en condiciones locales de envio.
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13. SIMBOLOS

REF Nmero de catalogo

Limites de temperatura

Contiene suficiente para la
prueba

IVD Dispositivo médico de
diagnostico /n Vitro

u Fabricante

LOT Codigo del lote

Cuidado, consulte los
documentos acompanantes

Fecha de vencimiento

Consulte las instrucciones de
uso

No reutilizar

B KB s

Advertencias por peligro Representante autorizado en la

m
H

e irritacion Comunidad Europea
-
C € Marca de Conformidad —’7‘?*- Mantener alejado de la luz
Europea /i“ solar
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