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RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0

1. Uso indicado

El RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 es un test diagndstico in vitro,
basado en tecnologia de PCR en tiempo real, para la deteccion y cuantificacion del
ADN especifico de Pneumocystis jirovecii.

2. Componentes del kit

Volumen [ul/vial]

Color tapa Componente Numero de viales

Master A 8 60
Violeta Master B 8 180

Internal Control 1 1000

QS1-4* 4 250
Blanco Water (PCR grade) 1 500

* El RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 contiene estandares de cuantificacion (QS)
a cuatro concentraciones diferentes (ver capitulo 6. Descriptcion del producto)

Internal Control (IC) = Control interno

Water (PCR grade) = Agua indicada para PCR

3. Almacenamiento

» El RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 se envia en hielo seco. Los
componentes del kit deben llegar congelados. Si uno o mas componentes no
estuvieran congelados en el momento de la recepcion, o si la integridad de
los tubos se ha puesto en peligro durante el envio, pdngase en contacto con
altona Diagnostics GmbH para obtener ayuda.

» Todos los componentes deben almacenarse entre -25y -15 °C tras su llegada.

» Debe evitarse la descongelaciéon y congelacion reiterada de los reactivos
Master (mas de dos veces), ya que podria repercutir en el rendimiento del
poducto. Los reactivos deben congelarse en alicuotas si se van a utilizar de
manera intermitente.
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» El almacenamiento entre +2 y +8 °C no debe superar un periodo de dos

horas.

* Proteja Master Ay Master B de la luz.

4. Material y dispositivos necesarios pero no proporcio-
nados

* Instrumento adecuado de PCR en tiempo real (ver capitulo 6.1 Instrumentos

de PCR en tiempo real)

» Sistema o kit de extraccién de acido nucleico adecuados (ver capitulo 8.2

Preparacion de las muestras)

» Centrifuga de mesa con rotor para tubos de reaccion de 2 ml

» Centrifuga con rotor para placas de microtitulacion, si se utilizan placas de

reaccion de 96 pocillos

« Agitador vortex

* Placas de reaccién de 96 pocillos adecuadas o tubos de reaccién con el

material de cierre (6ptico) correspondiente

* Pipetas (ajustables)

» Puntas de pipetas con filtro (desechables)

* Guantes sin talco (desechables)

NOTA

1

Asegurese de que todos los instrumentos utilizados se instalen,
se calibren, se comprueben y se mantengan conforme a las
instrucciones y recomendaciones del fabricante.

1

NOTA

Se recomienda encarecidamente utilizar el rotor de 72 pocillos
con los tubos de reacciéon de 0,1 ml adecuados, si se utiliza el
Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research) o el Rotor-Gene® Q 5/6 plex
(QIAGEN).
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5. Informacién general

El Pneumocystis jirovecii es el agente causante de la neumonia por pneumocistis
(PCP, por sus siglas en inglés), una de las infecciones oportunistas mas frecuentes
y graves en individuos inmunocomprometidos. Los sintomas de la PCP incluyen
disnea, tos improductiva y fiebre. Si no se trata, el aumento de la afectacion de los
pulmones puede llevar a la muerte. El pneumocistis es un patégeno extracelular
estricto que existe en formas trofica y quistica. Aunque inicialmente se clasifico
como protozoario, se reclasifico6 como hongo, en base a la gran homologia de su
secuencia de ADN con la de organismos fungicos. Los organismos pneumocistis
representan un gran grupo de especies con distribucion mundial y muestran
una fuerte especificidad para una especie dada de huéspedes mamiferos.
Histéricamente, se conocian toas las formas de pneumocistis como Pneumocystis
carinii. En reconocimiento de la especificidad de los diferentes organismos, la
forma humana se rebautizé P. jirovecii. P. carinii ahora se reserva para la forma de
pneumocistis de la rata.

Evidencias de diferentes estudios sugieren que el pneumocistis se transmite por
via aérea, y que la transmision requiere un corto periodo de exposicion y un bajo
numero de organismos. La mayoria de seres humanos se hacen seropositivos a
organismos P, jirovecii a la edad de 2 a 4 anos. P. jirovecii puede detectarse en
poblaciones con inmunosupresion subyacente. La colonizacién, el transporte, la
infeccion asintomatica y la infeccion subclinica se han utilizado para describir la
presencia de organismos pneumocistis o ADN en ausencia de PCP. Queda por
determinar los efectos de la colonizacién en el huésped y en las infecciones
respiratorias leves, enfermedades pulmonares crénicas y en la progresion a
PCP. Ademas, aun se esta debatiendo si la reactivacion de la infeccion latente
es la causa primaria de la PCP o si la trasmision de persona a persona es un
componente clave del proceso de la enfermedad. De acuerdo con la teoria de
reactivacion, el pneumocistis suele encontrarse en el ambiente durante la infancia.
El organismo no causa la enfermedad clinica, pero se almacena dentro del huésped
y puede reactivarse posteriormente para causar PCP si la funciéon inmunoldégica del
huésped decae. Por otro lado, se ha reconocido recientemente que una nueva
exposicion procedente, bien del ambiente o de individuos con PCP o colonizados

con pneumocistis, puede tener como consecuencia la transmision de la misma.
8
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Como el pneumocistis no puede cultivarse, el diagnoéstico se basa tradicionalmente
en la visualizacion del organismo en muestras respiratorias, como esputo inducido,
fluido de LBA (lavado broncoalveolar) o tejido pulmonar, o en la deteccion
especifica de ADN de pneumocistis, utilizando pruebas de valoracion diagnosticos
moleculares mas sensibles.

La seleccidon de un régimen antipneumocistis depende de la gravedad de la
enfermedad de los pacientes, otras condiciones comorbidas y la capacidad del
paciente para tolerar un agente especifico.

6. Descripcioén del producto

El RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 es un test diagndstico in vitro,
basado en tecnologia de PCR en tiempo real, para la deteccion y cuantificacion del
ADN especifico de Pneumocystis jirovecii.

El test incluye un sistema de amplificacion heterdlogo (Control interno) para
identificar una posible inhibicion de PCR y para confirmar la integridad de los
reactivos del kit.

La tecnologia de PCR utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
la amplificacion de secuencias de objetivo especificas y sondas especificas
de objetivos para la deteccién del ADN amplificado. Las sondas se marcan con
fluoréforos Reporter y Quencher.

Las sondas especificas para el ADN de P. jirovecii estan marcadas con el
fluorocromo FAM™. La sonda especifica para el Control interno esta marcada con
el fluorocromo JOE™.

El uso de sondas unidas a diferentes fluorocromos permite la deteccién paralela
del ADN especifico de P. jirovecii y del Control interno en los canales de deteccion
correspondientes del instrumento de PCR en tiempo real.
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El test consta de tres procesos en un solo tubo:

* Amplificacion de PCR del ADN diana y del Control interno

» Deteccidon simultanea de amplicones de PCR mediante sondas marcadas
con fluoréforos

El RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 se compone de:

» Dos reactivos Master (Master Ay Master B)
» Control interno
» Cuatro "Quantification Standards" (= estandares de cuantificacion) (QS1 - QS4)

* Agua indicada para PCR

Master A y Master B contienen todos los componentes (tampén de PCR, ADN
polimerasa, sal de magnesio cebadores y sondas) para permitir la amplificacion
mediante la PCR y la deteccion del ADN especifico de P. jirovecii, y el Control
interno en una configuracion de reaccion.

Los estandares de cuantificacion contienen concentraciones estandarizadas de
ADN especifico de P. jirovecii. Los estandares de cuantificacion pueden utilizarse
individualmente como controles positivos, o de manera conjunta para generar una
curva estandar, que puede utilizarse para determinar la concentracién de ADN
especifico de P, jirovecii en la muestra.

Los estandares de cuantificacion tienen las siguientes concentraciones:

Cuantificacién Concentracién
Estandar [copias/pl]
QS1 1,00E+04
QS2 1,00E+03
QS3 1,00E+02
Qs4 1,00E+01

10
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6.1 Instrumentos de PCR en tiempo real

El RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 se desarrollé y se validé para su

uso con los siguientes instrumentos de PCR en tiempo real:

Mx 3005P™ QPCR System (Stratagene)

VERSANT® kPCR Molecular System AD (Siemens Healthcare)
ABI Prism® 7500 SDS (Applied Biosystems)

ABI Prism® 7500 Fast SDS (Applied Biosystems)

Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research)

Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN)

CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

CFX96™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

7. Advertencias y precauciones

Lea las instrucciones de uso detenidamente antes de utilizar el producto.

.

o

o

o

o

Antes del primer uso, compruebe los siguientes puntos respecto al producto
y sus componentes:

Integridad

Si esta completo en cuanto a numero, tipo y volumen (ver capitulo 2.
Componentes del kit)

Etiquetaje correcto
Sl esta congelado al llegar

El uso de este producto esta limitado al personal instruido especialmente
y formado en las técnicas de PCR en tiempo real y procedimientos de
diagnéstico in vitro.

Las muestras deben tratarse siempre como si fueran infecciosas o
biopeligrosas conforme a los procedimientos de seguridad en el laboratorio.

11
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Utilice guantes protectores desechables sin talco, bata de laboratorio y
proteccién ocular cuando manipule muestras.

Evite la contaminacion microbiana y con nucleasas (DNasas/RNasas) de la
muestra y de los componentes del kit.

Utilice siempre puntas de pipetas desechables libres de DNasas/RNasas con
barreras de aerosol.

Utilice siempre guantes protectores desechables sin talco cuando manipule
los componentes del kit.

Utilice areas de trabajo separadas para (i) la preparacion de las muestras, (ii)
la configuracion de reaccion vy (iii) las actividades de amplificacién/deteccion.
El flujo de trabajo en el laboratorio debe realizarse de manera unidireccional.
Utilice siempre guantes desechables en cada area y cambieselos antes de
acceder a un area distinta.

Utilice suministros y equipamiento en cada area de trabajo separada y no los
translade de un area a otra.

Almacene el material positivo o presuntamente positivo separadamente de
todos los demas componentes del kit.

No abra los tubos o placas de reaccion después de la amplificacion, para
evitar la contaminacion con amplicones.

Pueden utilizarse controles adicionales utilizando de acuerdo con las
pautas o requisitos de las regulaciones locales, estatales y/o federales, o de
organizaciones de acreditacion.

No esterilice en el autoclave los tubos de reaccion después de la PCR, ya
que no degradara el acido nucleico amplificado y conllevara el riesgo de
contaminar la zona del laboratorio.

No utilice componentes del kit cuya fecha de caducidad.

Descarte muestras y residuos del test conforme a las regulaciones locales
de seguridad.
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8. Procedimiento

8.1 Preparacién de las muestras

El ADN extraido es el material inicial para el RealStar® Pneumocystis jirovecii
PCRKit 1.0.

La calidad del ADN extraido tiene una repercusion fundamental en el rendimiento
del test. Debe garantizarse que el sistema utilizado para la extraccion de &cido
nucleico sea compatible con la tecnologia de PCR en tiempo real. Los siguientes
kits y sistemas son adecuados para la extraccion de acido nucleico:

*  QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN)

*  QIAsymphony® (QIAGEN)

*  NucliSENS® easyMag® (bioMérieux)

*  MagNA Pure 96 System (Roche)

* m2000sp (Abbott)

*  Maxwell® 16 IVD Instrument (Promega)

*  VERSANT® kPCR Molecular System SP (Siemens Healthcare)
También pueden resultar adecuados sistemas alternativos de extraccion de acido

nucleico. La idoneidad del procedimiento de extraccién de acido nucleico para su
uso con el RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 debe validarla el usuario.

13
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Si utiliza un procedimiento de preparacion de muestras basado en centrifugacion
(spin column, en inglés) que incluya tampones de lavado que contengan etanol, se
recomienda encarecidamente seguir un paso de centrifugacion adicional durante
10 minutos a aproximadamente 17 000 x g (~13 000 rpm), utilizando un tubo de
recogida nuevo, antes de la elucién del acido nucleico.

PRECAUCION

Si su sistema de preparacion de pruebas utiliza tampones de

lavado que contengan etanol, aseglirese de eliminar cualquier
A resto de etanol antes de la elucién del acido nucleico. El etanol es
un potente ihnibidor de la PCR en tiempo real.

PRECAUCION

El uso de ARN portador es crucial para la eficiencia de la extraccién
y para la estabilidad del acido nucleico extraido.

Si necesita mas informacion o asistencia técnica en relacién con el pretratamiento y
la preparacion de muestras, pongase en contacto con nuestro Servicio técnico (ver
capitulo 14. Servicio técnico).
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8.2 Preparacion de la Master Mix

Todos los reactivos y muestras deben descongelarse completamente, mezclarse
(pipeteando o aplicando un vortex suave) y centrifugarse brevemente antes de su
uso.

El RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 contiene un Control interno
heterdlogo, que puede utilizarse como control de inhibicion de PCR o para controlar
el procedimiento de preparacion de muestras (extraccion de acido nucleico) y como
control de inhibicion de PCR.

» Si se utiliza el Control interno como control de inhibicion de PCR, pero no
como control para el procedimiento de preparacion de muestras, prepare la
Master Mix de acuerdo con el siguiente esquema de pipeteo:

Numero de reacciones (rxns)

Master A 5l 60 pl
Master B 15 pl 180 pl
Internal Control 1l 12 pl
Volumen de Master Mix 21 ul 252 pl

» Si se utiliza el Control interno como control para el procedimiento de
preparacién de muestras y como control de inhibicion de PCR, afada el
Control interno durante el procedimiento de extraccién de acido nucleico.

» Sin importar que método o sistema se utilice para la extraccion de acido
nucleico, el Control interno no debe afiadirse directamente a la muestra. El
Control interno debe afiadirse siempre a la mezcla de muestra y tampoén de
lisis. El volumen del Control interno que debe afadirse dependera siempre y
unicamente del volumen de la elucién. Representa el 10 % del volumen de
la elucion. Por ejemplo, si se va a eluir el acido nucleico en 60 pl de tampdn
de elucién o agua, deberan afiadirse 6 pyl de Control interno por muestra a la
mezcla de muestra/tampoén de lisis.

15
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» Si se afadié el Control interno durante el procedimiento de preparacion de
muestras, configure la Master Mix conforme al siguiente esquema de pipeteo:

Numero de reacciones (rxns)

Master A 5ul 60 pl
Master B 15 pl 180 pl
Volumen de Master Mix 20 pl 240 pl

PRECAUCION

Si se afnadiéo el Control interno durante el procedimiento de

A preparacion, al menos el control negativo debe incluir el Control
‘ interno.

PRECAUCION

Sin importar que método o sistema se utilice para la extracciéon de
A acido nucleico, no ainada nunca el Control interno directamente a
la muestra.

8.3 Preparacion de la reaccién
» Pipetee 20 pl de la Master Mix en cada pocillo necesario de una placa de
reaccion optica de 96 pocillos o un tubo de reaccion éptica.

» Afada 10 pl de la muestra (eluido de la extraccion de acido nucleico) o 10 pl
de los controles (estandar de cuantificacién, control positivo o negativo).

Configuracion de reaccion

Master Mix 20 pl
Muestra o control 10 pl
Volumen total 30 pl

16
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» Asegurese de que al menos se utilicen un control positivo (QS) y uno negativo
por serie.

» Para la cuantificacion, deben utilizarse todos los estandares de cuantificacion
(de QS1 a QS4).

» Mezcle a fondo las muestras y los controles con la Master Mix pipeteando
hacia arriba y hacia abajo.

» Cierre la placa de reaccion de 96 pocillos con las tapas adecuadas o una
lamina adhesiva éptica y los tubos de reaccion con las tapas adecuadas.

» Centrifugue la placa de 96 pocillos en una centrifuga con un rotor de placa
de microtitulacion durante 30 segundos a aproximadamente 1000 x g
(~3000 rpm).

9. Programacioén de los instrumentos de PCR en tiempo
real

Para obtener informacion basica sobre la preparacion y la programacion de los
diferentes instrumentos de PCR en tiempo real, consulte el manual de usuario del
instrumento en cuestion.

Para obtener instrucciones detalladas para la programaciéon en relacion con el
uso del RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 en instrumentos de PCR en
tiempo real, pongase en contacto con nuestro servicio técnico (ver capitulo 14.
Servicio técnico).

17
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9.1 Configuracion

» Defina la siguiente configuracion:

Configuracion

Volumen de reaccion 30 pl
indice de aumento Predeterminado
Referencia pasiva ROX™

9.2 Detectores de fluorescencia

» Defina los detectores de fluorescencia (colorantes):

Nombre d
Objetivo Ombre ae Reporter Quencher
detector
ADN especifico de
. . P. jirovecii FAM™ (Ninguno)
P. jirovecii
Internal Control (Control
IC JOE™ (Ninguno)

interno)

18
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9.3 Perfil de temperatura y deteccién de fluorescencia

» Defina el perfil de temperatura y la deteccion de fluorescencia:

Ciclo
Modo de Temperatura Tiempo
Repeticio-| Obtencion i P

analisis [°C] [min:s]

Desnaturaliza- »
» Retencion
cion

10. Analisis de datos

Para ver informacién basica en relacion con el analisis de datos en instrumentos
especificos de PCR en tiempo real, consulte el manual de usuario del instrumento
en cuestion.

Para ver instrucciones sobre el andlisis de los datos generados con el RealStar®
Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 en diferentes instrumentos especificos de PCR
en tiempo real, pongase en contacto con nuestro Servicio técnico (ver capitulo 14.
Servicio técnico).
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10.1 Validez de las series de pruebas diagnésticas

10.1.1 Serie valida de pruebas diagnésticas (cualitativa)

Una serie de pruebas diagndsticas cualitativa es valida si se cumplen las
siguientes condiciones de control:

Canal de deteccion
Id. de control

Control positivo (QS)

Control negativo

* La presencia o ausencia de una sefial en el canal JOE™ no es relevante para la validez de
la prueba.

10.1.2 Serie no valida de pruebas diagnésticas (cualitativa)

Una serie de pruebas diagnoésticas cualitativa es no valida (i) si la serie no se
ha completado o (ii) si no se cumple cualquiera de las condiciones de control para
una serie de pruebas diagnosticas valida.

En caso de que obtenga una serie de pruebas diagndsticas no valida, repita las

pruebas utilizando el resto de acidos nucleicos purificados o empiece de nuevo con
las muestras originales.

20
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10.1.3 Serie valida de pruebas diagnésticas (cuantitativa)

Una serie de pruebas diagnoésticas cuantitativa es valida si se cumplen todas
las condiciones de control para una serie de pruebas diagnoésticas cualitativa
valida [ver capitulo 10.1.1 Serie valida de pruebas diagndsticas (cualitativa)]. Los
resultados de cuantificaciéon son validos si la curva estandar generada alcanza
el siguiente valor de parametro de control:

Parametro de control Valor valido

R al cuadrado (R?) > 0,98

* No todos los instrumentos de PCR en tiempo real muestran el

I valor R al cuadrado (R?). Para ver informacién detallada, consulte
el manual de usuario del instrumento respectivo.

10.1.4 Serie no valida de pruebas diagnésticas (cuantitativa)

Una serie de pruebas diagnosticas cuantitativa es no valida(i) si la serie no se
ha completado o (ii) si no se cumple cualquiera de las condiciones de control para
una serie de pruebas diagnodsticas cuantitativa.

En caso de que obtenga una serie de pruebas diagnosticas no valida, repita las

pruebas utilizando el resto de acidos nucleicos purificados o empiece de nuevo con
las muestras originales.
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10.2 Interpretacién de los resultados

10.2.1 Analisis cualitativo

Canal de deteccion

Interpretacion del resultado

+ + Se ha detectado ADN especifico de P, jirovecii.

No se ha detectado ADN especifico de P. jirovecii. La
- + muestra no contiene cantidades detectables de ADN

especifico de P. jirovecii.

Inhibicion de la PCR o fallo del reactivo. Repita el test
- - con la muestra original o recoja y someta a pruebas

una nueva muestra.

* La deteccion del Control interno en el canal de deteccion JOE™ no es necesaria para
resultados positivos en el canal de deteccion FAM™. Una carga alta de ADN de P. jirovecii
en la muestra puede provocar sefiales reducidas o ausentes de Control interno.

10.2.2 Analisis cuantitativo

El RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 incluye cuatro estandares de
cuantificacion (QS). Para generar una curva estandar para el analisis cuantitativo,
deben definirse como estandares con desviaciones adecuadas (ver capitulo 6.
Descripcion del producto). Utilizando estandares de concentraciones conocidas,
puede generarse una curva estandar de analisis cuantitativo.

C, = Ciclo de umbral

m = Pendiente
C,=m-log (N)+b N,= Concentracién inicial

b = Interseccion
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Partiendo de la curva estandar, pueden cuantificarse muestras positivas de
concentraciones desconocidas.

(C,-b)/m
N, =10
A B
2 E
: g
2 =
o @
5 °
3 o
[ =]
I 13
,,,,,,, //
Numero de ciclos Concentracion logaritmica

Figura 1: Estandares de cuantificacién (negro), una muestra positiva (rojo) y una
negativa (azul) se muestran en el grafico de amplificacion (Amplification Plot) [A] y un
analisis de curva estandar [B]

1 La concentracion de la muestra («Sample») se muestra en

copias/ul y hace referencia a la concentracion en el eluido.

Para determinar la carga fungica de la muestra original, debe aplicarse la
siguiente formula:

Volume (Eluido) [pl] - Carga fungica (Eluido) [copias/pl]

Carga fungica (Muestra) [copias/ml] =
Entrada de muestra [ml]
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11. Evaluacion de rendimiento

11.1 Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica del RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 se define
como la concentracion (copias/ul del eluido) de moléculas de ADN especifico de
P. jirovecii que pueden detectarse con un indice positivo del 95 %. La sensibilidad
analitica se determin6 mediante el andlisis de la serie de diluciones de ADN de
P. jirovecii cuantificado.

Tabla 1: Resultados de PCR utilizados para el calculo de la sensibilidad analitica con
respecto a la deteccion especifica del ADN de P, jirovecii

Conc. [copias/ul] Numero de Numero de indice de éxito
| eoREE replicados positivos [%]
31,622
3,162

0,100

0,010

La sensibilidad analitica del RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 se

determiné mediante analisis Probit:

» Parala deteccidon de ADN especifico de P, jirovecii., la sensibilidad analitica es
de 0,29 copias/ul [95 % de intervalo de confianza (ClI): 0,19 - 0,55 copias/pl]
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11.2 Especificidad analitica

La especificidad analitica del RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 se
garantiza mediante la seleccion exhaustiva de los oligonucleétidos (cebadores y
sondas). Los oligonucledétidos se comprobaron mediante un analisis de comparacion
con secuencias disponibles publicamente para asegurar que se detectaran todos
los genotipos relevantes de P, jirovecii.

La especificidad analitica del RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 se
evalué probando un panel de ADN/ARN gendmico extraido de patégenos que
causan sintomas similares a de Pneumocystis jirovecii.

El RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 no mostré reacciones cruzadas
con ninguno de los siguientes patdgenos:

» Citomegalovirus

* Virus de Epstein-Barr

* Virus de la hepatitis E

* Virus del herpes simple 1
* Virus del herpes simple 2
e Herpesvirus humano 6A
e Herpesvirus humano 6B

¢ Virus de la inmunodeficiencia
humana 1

» Parvovirus humano B19
* Virus de la gripe HIN1 |
* Virus de la gripe A H3N2

11.3 Rango lineal

Virus de la gripe B

Virus varicela-zoster
Chlamydophila pneumoniae
Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis
Mycobacterium tuberculosis
Mycoplasma pneumoniae
Neisseria meningitidis
Pneumocystis carinii
Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

Elrango lineal del RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 se evalué analizando
una serie de diluciones logaritmicas de ADN especifico de Pneumocystis jirovecii
utilizando concentraciones que van de 108 a 10" copias/ul. Se analizaron al menos

ocho replicados por dilucién.
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Fluorescencia

Numero de ciclos

1.0133x + 0.1091
0.9988

Barras de error (desviacion estandar)

Log,, de la concentracion estimada
[copias/pl]
~z
1 n

Log,, de la concentracion nominal [copias/ul]

Figure 2: Curvas de amplificacién [A] y regresion lineal [B] de una
serie de diluciones analizadas de ADN del P. jirovecii

Se determiné que el rango lineal del RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0
iba de 10" a 108 copias/pl.
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11.4 Precisiéon

La precision para el RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 se determiné
como variabilidad de intratest (variabilidad dentro de un experimento), variabilidad
de intertest (variabilidad entre diferentes experimentos) y variabilidad interlote
(variabilidad entre diferentes lotes de produccion). La variabilidad total se calculd
combinando los tres analisis.

Los datos de variabilidad se expresan en términos de desviacion estandar y
coeficiente de variacion. Los datos se basan en el analisis de cuantificacion de
concentraciones definidas de ADN especifico de P. jirovecii y en valores del ciclo
de umbral de (C,) en términos del Control interno. Se analizaron al menos seis
replicados por muestra para variabilidad intratest, intertest e interlote.

Tabla 2: Datos de precision para la deteccion especifica del ADN de P, jirovecii

Desviacion | Coeficiente de
estandar variacion [%]

P. jirovecii Conc. media [copias/ul]

Variabilidad intratest

Variabilidad interlote

Tabla 3: Datos de precision para la deteccion del Control interno

Ciclo de umbral medio | Desviaciéon | Coeficiente de

Control interno
(C) estandar variacion [%]

Variabilidad intratest

Variabilidad interlote
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12.

28

Limitaciones

Se requiere el cumplimiento estricto de las instrucciones de uso para obtener
unos resultados optimos.

El uso de este producto se limita a personal instruido especialmente y formado
en las técnicas de PCR en tiempo real y procedimientos de diagndstico in
vitro.

Unas buenas practicas de laboratorio son esenciales para que esta test tenga
un rendimiento adecuado. Deben extremarse las precauciones para preservar
la pureza de los componentes del kit y las configuraciones de reaccion. Todos
los reactivos deben supervisarse atentamente para saber si tienen impurezas
y contaminacion. Los reactivos sospechosos deben descartarse.

Es necesario realizar procedimientos correctos de recoleccion, transporte,
almacenamiento y procesamiento para que esta prueba tenga un rendimiento
Optimo.

Esta el test no debe utilizarse directamente en la muestra. Deben llevarse a
cabo métodos adecuados de extraccidon de acido nucleico antes de utilizar
esta prueba de valoracion.

La presencia de inhibidores de la PCR (p.ej. heparina) puede provocar
subcuantificacion, falsos negativos o resultados no validos.

Las posibles mutaciones dentro de las regiones objetivo del genoma de P.
Jirovecii cubiertas por los cebadores o las sondas utilizados en el kit pueden
provocar subcuantificacion o fallos al detectar la presencia del patégeno.

Como con cualquier prueba diagnostica, los resultados del RealStar®
Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 deben interpretarse teniendo en
consideracion todos los hallazgos clinicos y de laboratorio.
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13. Control de calidad

De acuerdo con el sistema de control de calidad con certificacion EN ISO 13485
de altona Diagnostics GmbH, cada lote del RealStar® Pneumocystis jirovecii
PCR Kit 1.0 se somete a pruebas con especificaciones predeterminadas para
asegurar la calidad consistente del producto.

14. Servicio técnico

Si necesita asesoramiento técnico, pongase en contacto con nuestro Servicio
técnico:

E-mail: support@altona-diagnostics.com

Teléfono: +49-(0)40-5480676-0
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16. Marcas comerciales e informacion legal

RealStar® (altona Diagnostics); ABI Prism® (Applied Biosystems); ATCC® (American
Type Culture Collection); CFX96™ (Bio-Rad); Cy® (GE Healthcare); FAM™, JOE™,
ROX™ (Life Technologies); LightCycler® (Roche); SmartCycler® (Cepheid); Maxwell®
(Promega); Mx 3005P™ (Stratagene); NucliSENS®, easyMag® (bioMérieux); Rotor-
Gene®, QlAamp®, MinElute®, QlAsymphony® (QIAGEN); VERSANT® (Siemens
Healthcare).

No debe considerarse que los nombres registrados, las marcas comerciales, etc.
utilizados en este documento, incluso aunque no se marquen especificamente

como tales, carecen de proteccion legal.

El RealStar® Pneumocystis jirovecii PCR Kit 1.0 es un kit de diagnostico con
marcado CE conforme a la directiva europea de diagnostico in vitro 98/79/EC.

Producto sin autorizacién ni aprobacién de la FDA.
No disponible en todos los paises.

© 2022 altona Diagnostics GmbH; reservados todos los derechos.
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17. Explicacién de los simbolos

Symbolo Explicacion

IVD Dispositivo médico de diagndstico in vitro
LOT Codigo de lote
CAP Color de tapon
E Numero de producto
Contenido
Numero
Componente

Nudmero mundial de articulo comercial

Consultar instrucciones de uso

Contiene suficiente para «n» pruebas/

reacciones (rxns)

Limite de temperatura

Fecha de vencimiento

Fabricante

Precaucion

Version

Herw~ <9 JEEEEEEE
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Notas:
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Notas:
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Notas:
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altona Diagnostics GmbH
Morkenstr. 12
22767 Hamburg, Germany

phone +49 40548 06760
fax +49 40 548 0676 10
e-mail info@altona-diagnostics.com

www.altona-diagnostics.com
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