ampliCube STD Panel 3

Instrucciones de uso (espafiol)

1 Uso previsto

El ampliCube STD Panel 3 es un test de calidad in vitro usado para la
comprobacion especifica del ADN del virus herpes simplex (tipos 1/2)
y treponema pallidum en frotis urogenitales de origen humano.

2 Campo de aplicacién

El virus herpes simplex como también la bacteria treponema pallidum
pueden causar Ulcera genital (forinculos).

Los virus del tipo herpes simplex (HSV-1, HSV-2) pueden causar tanto
el herpes labial como el herpes genital. Debido al contacto directo de
las mucosas, estos virus se transmiten a través del liquido extre-
madamente infeccioso de las ampollas de herpes. La causa de la
mayoria de los herpes de la region bucal/labial es el HSV-1. En el 80
por ciento del herpes en la regién genital/anal se trata del virus herpes
simplex 2 (HSV-2) y en el 20 por ciento se trata del HSV-1. A nivel
mundial, los virus del herpes son la causa mas frecuente de las Ulcer-
as genitales en ambos sexos.

El treponema pallidum subesp. pallidum es el agente patégeno de la
sifilis o ltes y pertenece a la familia de las espiroquetas. La transmis-
ion tiene lugar por el contacto directo de las mucosas durante el acto
sexual. La bacteria se comprueba en gran cantidad en la sustancia
secretada por el chancro duro, la afeccién primaria de la sifilis. La
comprobacién del ADN es muy importante porque hasta ahora ha sido
imposible cultivar este agente patégeno.

3 Principio del test

El test es un sistema PCR real time (tiempo real). Utiliza primers
(iniciadores) especificos y sondas marcadas para la amplificacion y
deteccion del ADN de virus herpes simplex (tipo 1/2) y treponema
pallidum.

Para asegurar que los acidos nucleicos aislados de la prueba del
paciente no contengan sustancias inhibidoras de la PCR, se somete la
prueba a un control interno (IC) durante la aislacion del ADN. Este IC
se amplifica y detecta en la misma mezcla reactiva de PCR. De esta
manera es posible excluir resultados negativos incorrectos del test
debidos a una inhibicién de la reaccién PCR. EIl IC se usa al mismo
tiempo para la comprobacién de la extraccion del &cido nucleico de la
prueba del paciente.

Las sondas para la deteccion especifica del agente patégeno del ADN
estan marcadas con el colorante reportero FAM (virus herpes simplex)
y HEX (treponema pallidum) y las sondas para la deteccion del control
interno estan marcadas con ATTO 647N. De este modo es posible la
deteccion simultanea de todas las secuencias objetivo en una mezcla
de reaccion.

El valor Ct (cycle threshold) describe la parte de la curva, en la cual la
fluorescencia aumenta por primera vez exponencialmente superando
el valor de fondo.

4 Reactivos
4.1 Contenido del envase
Los reactivos de un envase alcanzan para 50 comprobaciones.
Cada set de reactivos contiene:
ml_l 150 pl de Primer & Mezcla de prueba para el STD
Panel 3y el control interno (tapén verde)
m 600 ul mezcla de enzimas (tapon blanco)
Contiene polimerasa de ADN. (El componente esta
coloreado de azul.)
INT] | 250 pl control interno (tapén incoloro)
CONTROL 170 pl control positivo (tapon rojo)
ICONTROL' - I 2 x 1800 pl control negativo (tapon azul)
I INSTRU I 1 Instrucciones de uso
4.2 Reactivos, materiales y aparatos requeridos adicional-
mente
MIKROGEN ampliCube Color Compensation para Light Cycler® 480
Il (Roche)
Kit comercial para aislar el acido nucleico. Recomendamos utilizar
el siguiente sistema de extraccion del acido nucleico:
MagNAPure® Compact, Total Nucleic Acid Kit | (Roche)
Termociclador en tiempo real. Recomendamos utilizar el siguiente
termociclador: Light Cycler® 480 Il (Roche)
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e Placas para PCR de 96 pocillos y laminas o recipientes de reacti-
vo (PCR-clean), en funcién del termociclador

e Micropipetas con puntas desechables y filtros de 10 pl, 20 pl,

100 pl'y 1000 pl

Mezclador tipo Vértex

Minicentrifugadora

En caso dado, centrifugadoras de placas

Guantes protectores desechables exentos de talco

Bloque de refrigeracién

Durabilidad y manejo

Almacenar los reactivos antes y después de su uso entre -25°C y

-18°C.

Es preciso evitar descongelar y volver a congelar repetidas veces

los componentes (no mas de diez veces). Recomendamos llevar a

cabo un célculo alicuota de los componentes del test después de

la primera descongelacion.

¢ Durante los pasos de trabajo, los reactivos deben mantenerse
siempre refrigerados a una temperatura adecuada
(+2°C — +8°C).

¢ Proteger los componentes del kit contra la luz solar directa, duran-
te toda la ejecucién del andlisis.

¢ Antes de iniciar el test es necesario descongelar completamente
todos los reactivos, mezclarlos brevemente con el Vortex y luego
centrifugarlos.

4 Los envases llevan una fecha de caducacién. A partir de esta
fecha rechazaremos todo reclamo por garantia de calidad.

4  El andlisis debe ser llevado a cabo exclusivamente por personal
profesional autorizado.

¢  Si el usuario ha llevado a cabo modificaciones sustanciales del
producto o bien de la prescripcién de uso, es posible que la
aplicacién del producto esté en desacuerdo con el uso previsto
especificado por MIKROGEN.

4 Una contaminacién cruzada puede conducir a resultados incorrec-

tos del test. Agregar cuidadosamente las pruebas de pacientes y

los controles. Tomar cuidado de evitar que las mezclas de reac-

tivos se depositen en otras concavidades.

e 01

<=5

6 Advertencias y medidas de seguridad

¢  Utilizar el producto exclusivamente para el diagnostico in vitro.

¢ Todas las pruebas de pacientes deben manejarse como si fueran
potencialmente infecciosas.

¢ Durante todo el andlisis es necesario llevar guantes desechables

adecuados.

4 Todos los reactivos y materiales que entran en contacto con las
pruebas potencialmente infecciosas deben tratarse con desin-
fectantes adecuados o deben desecharse de acuerdo con las pre-
scripciones de higiene vigentes en el lugar de aplicacion. Es nece-
sario observar las concentraciones y tiempos de incubacion es-
pecificados por el fabricante.

¢  Nunca reemplazar ni mezclar los reactivos con reactivos de otros
lotes de kits, con otros kits de PCR de MIKROGEN ni con reac-
tivos de otros fabricantes.

4 Leer detenidamente y observar las instrucciones de uso, antes de
iniciar el andlisis. La no observancia del protocolo indicado en las
instrucciones de uso puede conducir a resultados incorrectos.

7 Tomade pruebas y preparacion de los reactivos
7.1 Material de pruebas

El material inicial para el ampliCube STD Panel 3 es el ADN extraido
de frotis urogenitales de origen humano. La calidad de la preparacion
del &cido nucleico influye en el resultado del test. Es necesario
asegurar que el método de extraccion elegido sea compatible con la
tecnologia PCR en tiempo real.

7.2 Extraccion de los acidos nucleicos

Extraiga usted los acidos nucleicos de la prueba del paciente y del
control negativo (NC). Para la extraccion recomendamos un volumen
inicial de 200 pl y para la elucién un volumen de 50 pl. Seguir las
instrucciones del fabricante del kit de extraccion.
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1. Descongelar el control interno (IC) (tapén incoloro) y el control
negativo (NC) (tapon azul).

Asegurarse que el IC y el NC estén completamente desconge-
lados. jAntes del uso, mezclar el ICy el NC brevemente con el
Vortex y luego centrifugarlos durante corto tiempo!

2. Durante la extraccion agregar a cada prueba del paciente y al NC
5 pl de IC. El IC debe agregarse a la mezcla del tampoén para lisis
de las pruebas y no directamente al material de pruebas. (Nota:
iNo es posible aplicar el IC a la PCR sin llevar a cabo la extrac-
cion!)

3. Extraer las pruebas del paciente y el NC. (Nota: jNo es posible
aplicar el NC a la PCR sin llevar a cabo la extraccion!)

4. El control positivo no se extrae.

Recomendamos utilizar el siguiente sistema de extraccion del acido
nucleico que se uso6 para evaluar la prestacion:
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8 Programacion del termociclador en tiempo real
El ampliCube STD Panel 3 se evalu6 con el LightCycler® 480 Instru-
ment Il (Roche).

8.1 Ajuste de los canales de deteccion

Virus herpes Treponema Control
simplex pallidum interno
(tipo 1/2) (1)
Colorante reportero FAM HEX ATTO 647N
Color verde amarillo rojo
Emisién 510 nm 580 nm 660 nm
Extintor [ninguno] [ninguno] [ninguno]

Sistema de extraccién Volumen de pruebas | Volumen de elucién

MagNAPure Compact (Roche)

Total Nucleic Acid Kit | 200 5o

Las especificaciones respecto a las longitudes de onda de los canales
de deteccion se refieren al LightCycler® 480 II.

Para el LightCycler® 480 Il es necesario utilizar previamente una
compensacion de color provista por Mikrogen.

8.2 Programa PCR

Si usted desea utilizar otros métodos de extraccién, consulte previa-
mente al fabricante para aclarar la compatibilidad.

7.3 Hacer la mezcla maestra

1. Descongelar el Primer & Mezcla de prueba (tapén verde) y la
mezcla de enzimas (tapon blanco). Proteger los reactivos contra la
luz.
Asegurarse que los reactivos estén completamente descon-
gelados. jAntes del uso, mezclar los reactivos con el Vortex y
luego centrifugarlos durante un breve tiempo!

2. Preparar la mezcla maestra de acuerdo con el siguiente esquema
de pipeteo:

Transcripcién inversa 50°C [ 8 min.
Desnaturalizacién 95°C | 3 min.
Amplificacién 45 ciclos

. Desnaturalizacién 95°C 10 seg.
. Recocido/Elongacion 60°C 45 seg.

Componente Mezcla maest_r’a para 1 reac-
cién

Primer & Mezcla de prueba 3ul

Mezcla de enzimas 12 ul

Volumen total 15 pl

3. Mezclar con el Vortex la mezcla maestra y luego centrifugarla
durante un breve tiempo.
4. Preparar 15 pl de mezcla maestra para cada reaccion de PCR.

7.4 Preparar lareaccion de PCR

1. Descongelar el control positivo (PC) (tap6n rojo).
Asegurarse que los reactivos estén completamente descon-
gelados. jAntes del uso, mezclar los reactivos con el Vortex y
luego centrifugarlos durante un breve tiempo!

Componente 1 Reaccién
Mezcla maestra de 7.3 15 pl
Eluato de prueba o eluato de NC o bien PC 10 pl

Para informaciones basicas sobre la programacion de los diferentes
termocicladores en tiempo real véase el manual de instrucciones del
respectivo termociclador. Para informaciones especificas sobre la
programacion del termociclador PCR en tiempo real utilizando el
ampliCube STD Panel 3 sirvase contactar al fabricante.

9 Resultados
La evaluacién de los datos en el LightCycler® 480 Il tuvo lugar con el
método Abs Quant/2nd Derivative Max.

9.1 Validacién

1. El control negativo debe encontrarse bajo el limite. Si estos con-
troles se contaminan (curva positiva) el test no sera evaluable.

2. El control positivo debe presentar una curva positiva. El valor Ct
del control positivo debe ser < 33. Si el control positivo se encuen-
tra fuera de esta tolerancia, significa que hay un problema con la
amplificacion.

3. Lacurva debe ser positiva en el control interno de pruebas negati-
vas y en el control negativo. Si hay desviaciones en la curva del IC
en una prueba negativa en comparacion con el control negativo,
significa que hay un problema en la extraccion o inhibicion de la
PCR.

9.2 Evaluacién
Las sefiales mayores que el limite se evalian como resultados posi-
tivos. Los campos vacios se evallan como resultado negativo.

2. Pipetear 10 pl del eluato de prueba en la mezcla maestra.

3. Pipetear 10 pl del control positivo (no preparado) en la mezcla
maestra.

4. Pipetear 10 pl del eluato de control negativo en la mezcla maestra.

jCada protocolo debe contener un control positivo y un control negati-
vo!

Cerrar la placa PCR con un folio 6ptico adhesivo y los recipientes de
reactivo con los tapones previstos.

Virus herpes simp- | Treponema palli- | Control interno (IC)
lex dum
(tipo 1/2)
Color
verde positivo
amarillo positivo
rojo positivo*

A Las placas de RCP o los tubos de reaccion se deben
agitar en vortice a maxima velocidad durante al me-
nos 10 sequndos y luego se deben centrifugar breve-
mente.
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*Si los canales de deteccién presentan sefiales positivas, no se requiere la sefial
del control interno para interpretar el test. Si la prueba del paciente presenta una
gran carga de agente patégeno, puede que se reduzca o que falte la sefial para
el control interno.

10 Limites del método, restricciones

e Los resultados del test deben contemplarse siempre en relacion
con los hallazgos clinicos. Las consecuencias terapéuticas del
hallazgo deben contemplarse en relacion con los datos clinicos.

e Un resultado negativo del test del virus herpes simplex y/o trepo-
nema pallidum no significa que puede excluirse una infeccién con
los respectivos agentes patégenos.
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11 Caracteristicas de la prestacion

11.1  Sensibilidad y especificidad diagndsticas

La sensibilidad y la especificidad se determinaron mediante pruebas
definidas como positivas y pruebas definidas como negativas.

Tabla 1: Define pruebas positivas

ampliCube Virus herpes simplex Treponema
STD (tipo 1/2) pallidum
Panel 3 (n=19) (n=10)
Negativo 0 0
Positivo 19 10
Sensibilidad 100% 100%
Tabla 2: Define pruebas negativas
ampliCube Virus herpes simplex Treponema
STD (tipo 1/2) pallidum
Panel 3 (n=10) (n=10)
Negativo 10 10
Positivo 0 0
Especificidad 100% 100%

11.2  Sensibilidad analitica

El limite de comprobacion (LoD) del ampliCube STD Panel 3 se deter-
min6 mediante una serie de diluciones de ADN de plasmidio de con-
centracién conocida en un sistema LightCycler® 480 Il (Roche). El
limite de comprobacion de 95% se determind mediante un analisis
Probit con el software CombiStats™ Version 5.0 (Council of Europe).

Tabla 3: Limite de comprobacién (LoD)
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13 Explicacién de los simbolos

Virus herpes simplex Treponema
(tipo 1/2) pallidum
LoD
Limite de deteccion de 11,92 7,16
95% (6,26 — 32,33) (4,23 -16,51)
Genomio/PCR

El contenido es suficiente para <n> analisis
Cantidad de analisis

11.3 Especificidad analitica

La bisqueda BLAST (www.nchi.nim.nih.gov/blast/) indica que los
primers y sondas seleccionados del ampliCube STD Panel 3 detectan
especificamente los patégenos seleccionados.

La especificidad se determiné ademéas mediante el estudio de los
ADN/ARN genémicos de otras bacterias y virus y patégenos humanos.

Tabla 4: Bacterias y virus analizados para indicar la especificidad analitica del
ampliCube STD Panel 3.

Bacterias Virus

Aeromonas hydrophilia Adenovirus A

Bordetella pertussis

Adenovirus serotipo 1( C)

Camplyobacter jejuni

Adenovirus serotipo 3 (B)

Campylobacter coli

Astrovirus

| P&P MIX | | Primer & Mezcla de prueba
[EnzymE ] Mezcla de enzimas
CONTROLJINT Control interno
Control positivo
CONTROL| - | Control negativo
[(NSTRU] Instrucciones de uso
[j:i.] Observar las instrucciones de uso
CONT Contenido, contiene

Medio de diagndstico in vitro
[toT] Numero de lote/version
Nimero de pedido

Utilizable hasta

Fecha de vencimiento

Chlamydia trachomatis

Coronavirus 229E

Citrobacter freundii

Coronavirus NL63

Clostridium difficile

Coronavirus OC43

Almacenamiento desde x°C hasta y°C

-

°C

x

Clostridium perfringens

Cytomegalovirus

EHEC stx+

Enterovirus 68

M Fabricante

EIEC/Shigella Virus Epstein-Barr
Enterococcus faecalis Metapneumovirus A humano
ETEC Virus influenza A

14 Datos del fabricante y de la versién

Haemophilus influenzae

Virus influenza B

ampliCube STD Panel 3 N° de articulo 50303

Klebsiella oxytoca

Virus Measles

Klebsiella pneumoniae

Virus de paperas

Legionella pneumophila

Norovirus G1
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Moraxella catarrhalis

Norovirus G2

Morganella morganii

Parainfluenza 1

Mycoplasma genitalium

Parvovirus B19

Mycoplasma pneumoniae

Virus respiratorio sincitial A

Neisseria cinerea

Virus respiratorio syncitial B

Neisseria gonorrhoe

Rotavirus

Proteus mirabilis

Virus de la varicella-zoster

Proteus vulgaris

Salmonella typhimurium

Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae

Yersinia enterocolitica
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Ninguna de estas pruebas presenté una sefial positiva. Los primers y
sondas utilizados en el ampliCube STD Panel 3 no mostraron reaccién
cruzada alguna con los agentes patégenos indicados en la tabla 4. El
control interno (IC) era valido en todos los analisis.
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