Octubre de 2015

Manual del kit arfus®

M. tuberculosis RG PCR

V.
V.

Versidén 1

Diagnéstico in vitro cuantitativo

Para usar con instrumentos Rotor-Gene® Q

IVD

4555263 (24 reacciones)
4555265 (96 reacciones)

QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1
40724 Hilden
ALEMANIA

RS 1046960ES

EG:x

00000
— Sample to Insight QIAGEN —




Indice

USO PIBVISIO ..ttt ettt ettt e e ettt e e e e e as 4
ReSUMEN Y @XPlICACION ... .t 4
Principio del procedimiento ...........ooiiiiiiiiii e 4
Materiales SUMINISITAOS ..........ooiiiiiiiiiii e 6
Contenido del Kit.........oouiiiiiiie e 6
Materiales necesarios pero No suMINISIAdOS .........couviiiiiiiiiiiii e 7
AdVErtenCias Y PreCOUCIONES ..........uiiiiiiiiiie ittt ettt e et e e ee e 8
ADVEMENCIAS ettt 8
Almacenamiento y manipulacion de reactivos............ocuiiiiiiiiiiiiieieee e 8
PrOCEAIMIBNTO ... it 9
Puntos imporfantes antes de COMENZAT ...........cociiiiiiiiiieee e 9
Aislamiento de ADNL.......c..iiiiiii ettt 10
CONIOl INTEINO. ..ttt ettt ettt e e en 12
CUANKFICACION 1.ttt 12

PCR en instrumentos de Rotor-Gene Q.........cc.eeviiiiiiiiiiiieciie e 13
Interpretacion de los resulfados ............iiiiiiiiiii 20
Solucion de Problemas ..........ooiiiiiii e 22
Control de Calidad.........oooiiiiiiiii e 24
LI OICIONES ...ttt 24
Caracteristicas de rendimiento ............ooiiiiiiiiiiii e 25
Sensibilidad analitica ..........ocooiiii 25
ESPeCificidad ...t 26
Preacision ......coouiiiiii e 28
RODUSIBZ ...ttt 30
Reproducibilidad. .........oiiiiiie 30
REFEIENCIAS ...ttt 31
STMBOIOS .. 31
Informacidn para Pedidos ............ooiiiiiiiiiii e 33

Manual del kit artus® M. tuberculosis RG PCR  10/2015



Manual del kit artus® M. tuberculosis RG PCR  10/2015



Uso previsto

El kit arfus M. tuberculosis RG PCR es una prueba de amplificacién de dcidos nucleicos in vitro
para la deteccién de todos los miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis,
M. africanum, M. bovis, M. bovis BCG, M. microti, M. pinnipedii) en muestras de esputo humano,
BAL, secrecién bronquial, liquido estomacal o puncién peritoneal. Este kit para pruebas
diagnésticas utiliza la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) y se

configura para el uso con instrumentos Rotor-Gene Q.

Resumen y explicacién

La tuberculosis (TB) sigue siendo una de las enfermedades infecciosas mds importantes del mundo.
Aproximadamente dos mil millones de personas, un tercio de la poblacién mundial, estdn
infectadas con Mycobacterium tuberculosis, el agente que ocasiona la TB. La incidencia de la TB
en todo el mundo es de aproximadamente 8 millones y mueren aproximadamente 3 millones de
personas por afio. La TB es una enfermedad que ha reaparecido en los paises industrializados,
principalmente debido a la inmigracién de personas infectadas y el desarrollo de la TB resistente
a los férmacos. Llas personas sin hogar, los consumidores de drogas y las personas

inmunocomprometidas estdn afectadas de manera desproporcionada por la enfermedad.

La TB es una enfermedad crénica y ciclica, que afecta principalmente los pulmones y los nédulos
linféticos asociados. Sin embargo, segin el estado de inmunidad del paciente, la bacteria M.
tuberculosis también puede colonizar otros érganos. La TB se transmite principalmente entre
personas mediante aerosoles. Solo contagian las personas que padecen la enfermedad activa. En
especial en pacientes inmunosuprimidos, la bacteria M. tuberculosis se puede reactivar

(recrudecer) incluso afios después de la infeccién inicial.

Principio del procedimiento

El diagnéstico del patégeno mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se basa en
la amplificacién de regiones especificas del genoma patégeno. En PCR de tiempo real, el producto
amplificado se detecta mediante tintas fluorescentes. Normalmente, estén vinculadas a las sondas
de oligonucledtidos que se unen especificamente al producto amplificado. La supervisién de las
intensidades de fluorescencia durante el proceso de PCR (es decir, en tiempo real) permite la
defeccién y cuantificacién del producto acumulado sin tener que volver a abrir los tubos de

reaccién después del proceso de PCR (1).
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El kit arfus M. tuberculosis RG PCR es un sistema listo para usar para la deteccién de todos los
miembros del complejo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis BCG,
M. microti, M. pinnipedii) mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en instrumentos
Rotor-Gene Q. El kit M. tuberculosis RG Master contiene sustancias reactivas y enzimas para la
amplificacién especifica de una regién de 159 bp del genoma micobacterial y para la deteccién
directa del amplicén especifico en el canal de fluorescencia Cycling Green (canal verde) de los
instrumentos Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q o Rotor-Gene 6000 o Cycling A.FAM (canal
A.FAM) de los instrumentos Rotor-Gene 3000.

Ademds, el kit arfus M. tuberculosis RG PCR contiene un segundo sistema de amplificacion
heteréloga para identificar una posible inhibicién de la PCR. Ello se detecta como un control interno
(Cl) en el canal de fluorescencia Cycling Yellow (canal amarillo) de los instrumentos Rotor-Gene Q
MDx, Rotor-Gene Q o Rotor-Gene 6000 o Cycling A.JOE (canal A.JOE) de los instrumentos Rotor-
Gene 3000. La amplificacién y deteccién de este control interno no reducen el limite de deteccién
de la PCR andlitica del complejo M. tuberculosis (consulte “Sensibilidad analitica”, pdgina 25). Se
suministran los controles externos positivos (M. tuberculosis RG/TM QS 1-4) que permiten la
determinacién de la carga de patégenos. Para obtener mds informacién, consulte

“Cuantificacién”, pagina 12.
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Materiales suministrados

Contenido del kit

Kit arfus M. tuberculosis RG PCR

Nimero de catalogo 4555263 4555265
Nomero de reacciones 24 96
Color de la  Nombre del reactivo Simbolo  Cantidad Cantidad
tapa
Azul M. tuberculosis RG Master (mezcla 2x12 8x12
maestra M. tuberculosis RG) reacciones reacciones
Amarillo M. tuberculosis RG Mg-Sol* (solucién  pa 1 x 400 yl 1 x 400 pl
. . g-Sol
de magnesio para M. tuberculosis RG)
Rojo M. tuberculosis RG/TM QST 1 1 x 200 pl 1 x 200 pl
(QS para M. tuberculosis RG/TM) Qs
(3 x 104 copia/pl)
Rojo M. tuberculosis RG/TM QS 2 1 x 200 yl 1 x 200 pl
(QS para M. tuberculosis RG/TM) Qs
(3 x 10° copia/pl)
Rojo M. tuberculosis RG/TM QS 3 1 x 200 pl 1 x 200 pl
(@S para M. tuberculosis RG/TM) Qs
(3 x 102 copia/pl)
Rojo M. tuberculosis RG/TM QS 4 1 x 200 yl 1 x 200 pl
(@S para M. tuberculosis RG/TM) Qs
(3 x 10! copia/pl)
Verde M. tuberculosis RG IC* (Cl para M. 1x 1000 pl 2 x 1000 pl
. A
tuberculosis RG)
Blanco Agua (grado PCR) 1 x1000pl 1 x 1000 pl

* Mg-Sol: Solucién de magnesio.
T QS: Estdndar de cuantificacién
% 1C (Cl): Control interno
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Materiales necesarios pero no suministrados

Importante: Asegirese de que los instrumentos utilizados en estos procedimientos se verificaron y

calibraron segin las recomendaciones del fabricante.

e Guantes desechables sin polvo

® QlAamp® DNA Mini Kit (Mini kit de QlAamp DNA®) (QIAGEN, cat. n.° 51304)
® Mezcla de lisozima (consulte la pégina 10)

® Pipetas (ajustables)

e Puntas de pipeta estériles con filtro

e Agitador vortex

® Bloque calentador o agitador térmico capaz de calentar desde 37°C hasta 95°C
e Centrifugadora de mesa con rotor para tubos de reaccién de 2 ml

® Instrumento Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q o Rotor-Gene con canales de fluorescencia
Cycling Green (canal verde) y Cycling Yellow (canal amarillo) o con canales de fluorescencia
Cycling A.FAM (canal A.FAM) y Cycling A.JOE (canal A.JOE)

® Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q versién de software 1.7.94 o posterior (Rotor-Gene 6000
versiéon de software 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; Rotor-Gene 3000 versién de software 6.0.23)

e Strip Tubes and Caps, 0,1 ml, for use with 72-well rotor (tubos en tira de y tapas, 0,1 ml,
para usar con rotor de 72 cavidades) (cat. n.° 981103 o 98110¢)

e Alternativa: PCR Tubes, 0,2 ml, for use with 36-well rotor (tubos para PCR, 0,2 ml, para usar
con rotor de 36 cavidades) (cat. n.° 981005 o 981008)

e Bloque de enfriamiento (Loading Block 72 x 0,1 ml Tubes [bloque de carga para 72 tubos
x 0,1 ml], cat. n.° 9018901 o Loading Block 96 x 0,2 ml Tubes [bloque de carga para
96 tubos x 0,2 ml], cat. n.° 9018905)
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Advertencias y precauciones

El usuario siempre debe prestar atencién a lo siguiente:

Usar puntas de pipeta estériles con filtros.

Almacenar y extraer el material positivo (muestras, controles y amplicones) en forma
separada de los demds reactivos y agregarlos a la mezcla de reaccién en un lugar separado

a nivel espacial.

Descongelar completamente todos los componentes a temperatura ambiente antes de

comenzar un ensayo.
Una vez descongelados, mezclar los componentes y centrifugar brevemente.

Trabajar rdpidamente y mantener los componentes sobre hielo o en el bloque de enfriamiento
(bloque de carga de 72/96 cavidades).

Advertencias

Para obtener informacién sobre el kit arfus M. tuberculosis RG PCR, consulte las hojas de datos de

seguridad (SDS, por sus siglas en inglés) adecuadas. Las SDS estén disponibles en linea en formato

PDF conveniente y comprimido en www.qiagen.com/safety.

Almacenamiento y manipulacién de reactivos

Los componentes del kit artus M. tuberculosis RG PCR deben almacenarse entre a -15°C y -30°C y

permanecer estables hasta la fecha de vencimiento indicada en la etiqueta. Se debe evitar

descongelar y congelar nuevamente (>2 veces) ya que podria reducir la sensibilidad. Si los

reactivos se utilizan de manera intermitente, se deberdn congelar en partes. El almacenamiento

entre 2°C y 8°C no debe superar el periodo de 5 horas.
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Procedimiento

Puntos importantes antes de comenzar

® El uso del ARN de transferencia es de vital importancia para la extraccién eficiente y, por lo
tanto, para el rendimiento del ADN/ARN. Se recomienda especialmente la incorporacién del
ARN de transferencia (homopolimero ARN Poli[rA]; no incluido en el mini kit QlAamp DNA)
para la extraccién de dcidos nucleicos de fluidos del cuerpo libre de células y materiales con
poco contenido de ADN/ARN (por ejemplo, CSF).

® Vuelva a suspender el ARN de transferencia liofilizado (homopolimero ARN Poli[rA], no
incluido en el mini kit QlAamp DNA) mediante la solucién amortiguadora de elucién (no
utilizar la solucién amortiguadora de lisis) del kit de extraccién (solucién amortiguadora AE
del mini kit QlAamp DNA) y prepare una dilucién con una concentracién de 1 pg/pl. Divida
la solucién de este ARN de transferencia en una cantidad de partes suficientes para sus
necesidades y almacénelas entre -15°C y -30°C. Evite volver a descongelar (>2 veces) una

parte del ARN de transferencia.

e Utilice un ARN de transferencia de 1 pg por cada solucién amortiguadora de lisis de 100 pl.
Por ejemplo, si el protocolo de extraccién sugiere una solucién amortiguadora de lisis de
200 pl, agregue un ARN de transferencia de 2 pl (1 pg/pl) directamente en la solucién
amortiguadora de lisis (solucién amortiguadora de AL del mini kit QlAamp DNA). Antes de
comenzar con cada extraccién, se debe preparar, en el momento, una mezcla de la solucién
amortiguadora de lisis, el ARN de transferencia y el control interno (consulte “Control

interno”, pagina 12) segin el siguiente esquema de pipeteo:

Cantidad de muestras
Reactivo 1 12
Solucién amortiguadora AL ) ]
(solucién amortiguadora de lisis por ejemplo, 200 pl por ejemplo, 2.400 pl
ARN de transferencia (1 pg/pl) 2 pl 24 pl
Control interno 10 pl 120 pl
Volumen total 212 pl 2544 pl
Volumen por extraccién 200 pl cada 200 pl

e Utilice la mezcla de solucién amortiguadora de lisis recientemente preparada, el ARN de
transferencia y el control interno instanténeamente para extraccién. El almacenamiento de la

mezcla no es posible.

Manual del kit artus® M. tuberculosis RG PCR  10/2015



e El kit artus M. tuberculosis RG PCR no se debe utilizar con métodos de aislamiento basados

en fenol.

e Importante: El control interno del kit artus M. tuberculosis RG PCR se utiliza directamente en el

procedimiento de aislamiento (consulte “Control interno”, pagina 12).
Aislamiento de ADN

Antes del aislamiento de ADN, primero se deben concentrar o neutralizar los grandes volimenes
de muestras o las muestras muy acidas, respectivamente. Para el andlisis de esputo, recomendamos
realizar una descontaminacién de NALC-NaOH; el liquido estomacal se debe neutralizar con
solucién amortiguadora de fosfato. Después de una centrifugacién final, se puede utilizar el

sedimento de bacterias para el aislamiento posterior del ADN.

El mini kit QlAamp DNA (cat. n.° 51304) se valida para la purificacién de ADN micobacteriano
del esputo humano, BAL, secrecién bronquial, CSF, liquido estomacal o puncién peritoneal para

usar con el kit artus M. tuberculosis RG PCR.

Para garantizar una lisis efectiva y libre de contaminacién de micobacterias, realice el proceso de
purificacién de ADN conforme a los siguientes pasos, que difieren de los protocolos incluidos en
el manual de mini kit de sangre y mini QlAamp DNA (QlAamp DNA Mini and Blood Mini
Handbook).

Importante: Se deben seguir todos los pasos de pipeteo antes de la incubacién a 95°C en un

gabinete de seguridad de clase I, dado que las muestras son potencialmente infecciosas.

1. Transfiera entre 250 pl y 500 pl de la muestra descontaminada de NALC-NaOH a un tubo

con tapa a rosca de 1,5 ml.

® El uso de tubos con tapa a rosca es absolutamente esencial.

® los tubos con tapa a rosca siempre se deben cerrar de manera hermética.
2. Centrifugue durante 10 minutos a 17.000 x g (13.000 rpm) en una centrifugadora de mesa.
3. Deseche cuidadosamente el supernatante por pipeteo.

® No toque la parte interna de la tapa del tubo. Si lo hace, cambie el guante posiblemente

contaminado de inmediato.

4. Agregue 180 pl de mezcla de lisozima (20 mg/ml de lisozima; 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0);
2 mM de EDTA; 1,2% de Triton™) y vuelva a suspender el sedimento mediante pipeteo hacia

arriba y hacia abaijo.
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5. Incube durante al menos 1 hora a 37°C en un bloque calentador o agitador térmico.

® No se recomienda el uso de bafio de agua.

6. Centrifugue brevemente para quitar las gotas de la parte interna de la tapa.
® Después de cada paso de incubacién, centrifugue el tubo brevemente para quitar las
gotas de la parte interna de la tapa.
7. Agregue 20 pl de proteinasa K'y 200 pl de solucién amortiguadora AL con el ARN de
transferencia y Cl (consulte més arriba y “Control interno”, pdgina 12).
® No toque la parte interna de la tapa del tubo. Si lo hace, cambie el guante posiblemente
contaminado de inmediato.
8. Mezcle bien mediante el uso del vortex.
9. Incube durante al menos 30 minutos a 56°C en un bloque calentador o agitador térmico.

® No se recomienda el uso de bafio de agua.

10.Centrifugue brevemente para quitar las gotas de la parte interna de la tapa.

® Después de cada paso de incubacién, centrifugue el tubo brevemente para quitar las

gotas de la parte inferna de la tapa.

11.Incube durante 15 minutos a 95°C.

Importante: No se debe superar el tiempo de incubacién ya que podria ocasionar
degradacién del ADN.

12.Nota: Las muestras dejardn de ser infecciosas solo después de finalizar la incubacién a
95°C. Enfrie la muestra a temperatura ambiente.

® Asegirese de que las muestras se enfrien a temperatura ambiente después del paso de
calentamiento a 95 °C, de lo contrario, el riesgo de contaminacién mediada por aerosol

después de la apertura del tubo es extremadamente alto.

13.Centrifugue brevemente para quitar las gotas de la parte interna de la tapa.

Siga el “Protocol: DNA Purification from Tissues” (Protocolo: Purificacién del ADN a partir de los
tejidos) en el QlAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook (Tercera edicién, junio de 2012)
comenzando con el agregado de etanol en el paso 6, y realice la elusién final de ADN con 100 pl

de solucién amortiguadora AE.

® Asegurese de no mojar el borde de la columna de centrifugado de QlAamp.

® No toque el lado interno de la tapa de la columna de centrifugado de QlAamp. Si lo hace,
cambie el guante posiblemente contaminado de inmediato.
® No utilice la misma punta de pipeta para muestras diferentes, ni siquiera para aplicar las

soluciones amortiguadoras de lavado AW1 y AW2 o la solucién amortiguadora de elucién
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AE. Ello evita la contaminacién cruzada entre las muestras y la contaminacién de la solucién

amortiguadora.

e Utilice cada tubo de recoleccién de 2 ml solo una vez. En caso de falta de tubos de
recoleccién, puede utilizar tubos de microcentrifugado de 2 ml, cuyas tapas deberd quitar

antes de cada uso.

e Recomendamos especialmente realizar el paso 10 de centrifugado recomendado en el
protocolo para quitar los residuos de etanol. Recomendamos aumentar el tiempo de

centrifugado a 3 minutos.
Control interno

Se suministra un control interno (M. tuberculosis RG IC). Ello permite al usuario controlar el
procedimiento de aislamiento de ADN y verificarlo para determinar posible inhibicién de PCR.
Para esta aplicacién, agregue el control interno al aislamiento a una proporcién de 0,1 pl por 1 pl
de volumen de elucién. Por ejemplo, si utiliza el Mini Kit QlAamp DNA, al ADN se podrd eluir en
100 pl de solucién amortiguadora AE. Por lo tanto, inicialmente se deben agregar 10 pl del control
interno. El volumen del control interno depende del volumen de elucién. El uso de 10 pl solo es

vélido para un volumen de elucién de 100 pl (0,1 pl por volumen de elucién de 1 pl).

Nota: El control interno y ARN de transferencia (consulte “Aislamiento de ADN,” pégina 10) se
debe agregar solo a la mezcla de la solucién amortiguadora de lisis y el material de la muestra o

directamente a la solucién amortiguadora de lisis.

El control interno no se debe agregar directamente al material de muestra. Si se agrega a la
solucién amortiguadora de lisis, recuerde que la mezcla de control interno y el ARN de
transferencia/la solucién amortiguadora de lisis se deben preparar en el momento y usar
instantdneamente. El almacenamiento a temperatura ambiente o a 4°C durante unas pocas horas

puede derivar en falla de control y menor eficiencia de extraccién.
Nota: No agregue el control interno ni el ARN de transferencia directamente al material de muestra.

Cuantificacién

Para generar una curva estdndar en los instrumentos de Rotor-Gene Q, se deben usar los
4 esténdares de cuantificacién y definir en el cuadro de didlogo Edit Samples [Editar muestras]
con las concentraciones especificadas (consulte el manual del usuario de instrumentos

correspondiente).
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La curva estdndar generada tal como se describe anteriormente se puede utilizar para procesos
posteriores, en tanfo y en cuanto se utilice al menos un estdndar de una concentracién dada en el
proceso actual. Para ello, se debe importar la curva estdndar generada anteriormente (consulte el
manual del usuario de instrumentos correspondiente). Sin embargo, este método de cuantificacién

podria derivar en desviaciones de los resultados debido a la variacién entre diferentes procesos
de PCR.

Para garantizar una cuantificacién precisa, se recomienda especialmente agregar el control inferno
al M. tuberculosis RG Master y M. tuberculosis RG Mg-Sol utilizados para estédndares de
cuantificacién. Para esta aplicacién, agregue el control inferno directamente al M. tuberculosis RG
Master y M. tuberculosis RG Mg-Sol, segin se describe en el paso 2 del protocolo (pagina 14), y
utilice este mezcla maestra para cada estandar de cuantificacién (M. tuberculosis RG/TM QS 1-
4).

Los estdndares de cuantificacién se definen como copias/pl. Se debe aplicar la siguiente ecuacién
para convertir los valores determinados mediante el uso de la curva estédndar en copias/ml del

material de muestra:

Resultado (copias/pl) x Volumen de elucién (pl)

Resultados (copias/ml) =
Volumen de muestra (ml)

Como principio, el volumen de la muestra inicial se debe ingresar en la ecuacién anterior. Esto se
deberd considera cuando se ha cambiado el volumen de muestra antes de la extraccién de dcido
nucleico (por ejemplo, estrechamiento del volumen por centrifugado o aumento del volumen por

reabastecimiento al volumen necesario para el aislamiento).

PCR en instrumentos de Rotor-Gene Q

e Dedique algin tiempo para familiarizarse con el instrumento Rotor-Gene Q antes de iniciar el

protocolo. Consulte el manual del usuario de instrumentos.

e Asegirese de que se incluya al menos un estdndar de cuantificacién y un control negativo
(agua, grado PCR) por cada proceso de PCR. Para generar una curva esténdar, utilice los
4 estdndares de cuantificacién suministrados (M. tuberculosis RG/TM QS 1-4) para cada

proceso de PCR.

e Asegirese de que el bloque de enfriamiento (accesorio del instrumento Rotor-Gene Q) se

someta a enfriamiento previo de 2°C a 8°C.
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® Antes de cada uso, se deben descongelar completamente todos los reactivos, agitar

(mediante pipeteo reiterado hacia arriba y hacia abajo o mediante vortex rdpido) y

centrifugar brevemente.

1. Coloque la cantidad deseada de tubos de PCR en los adaptadores del bloque de
enfriamiento.

2. Prepare una mezcla maestra segin la siguiente tabla:

Cantidad de muestras
1 12
M. tuberculosis RG Master 13yl 156 pl
M. tuberculosis RG Mg-Sol 2yl 24 pl
Volumen total 15l 180 pl

3. Pipetee 15 pl de la mezcla maestra en cada tubo de PCR. Luego, agregue 10 pl de la
muestra eluida de ADN (consulte la tabla a continuacién).

Asimismo, se deben utilizar 10 pl de al menos uno de los estédndares de cuantificacién (M.
tuberculosis RG QS 1-4) como control positivo y 10 pl de agua (agua, grado PCR) como
control negativo.

Cantidad de muestras
1 12
Mezcla maestra 15 pl 15 pl cada una
Muestra 10 pl 10 pl cada una
Volumen total 25l 25 pl cada una

4. Cierre los tubos PCR.

5. Asegurese de que el aro de bloqueo (accesorio del instrumento Rotor-Gene) esté colocado en

la parte superior del rotor para evitar la apertura accidental de los tubos durante el proceso.

6. Para la deteccién de todos los miembros del complejo M. tuberculosis, genere un perfil de

temperatura segin los siguientes pasos.
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Configuracion de los parametros del ensayo en general Figuras 1,2y 3

Activacién inicial de la enzima de arranque en caliente Figura 4
Amplificacién del ADN Figura 5
Ajuste de la sensibilidad de los canales de fluorescencia Figura 6
Comienzo del proceso Figura 7

Todas las especificaciones corresponden a Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q versién de
software 1.7.94 o posterior, Rotor-Gene 6000 versiones de software 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94
y Rotor-Gene 3000 versién de software 6.0.23. Consulte el manual del usuario aplicable

para obtener mds informacién sobre la programacién de los instrumentos de Rotor-Gene.

En las ilustraciones, estos ajustes estdn encuadrados en negro. Se incluyen ilustraciones de los
instrumentos de Rotor-Gene Q. Donde se necesitan valores diferentes para Rotor-Gene 3000,

dichas diferencias se describen en el texto.

Primero, abra el cuadro de didlogo New Run Wizard [Asistente para nueva serie] (Figura 1).
Verifique el cuadro Locking Ring Attached [Anillo de bloqueo acoplado] y haga clic en
Next [Siguiente].

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor
72-\Well Rotor

Skip Wizard |

Figura 1. Cuadro de didlogo New Run Wizard [Asistente para nueva seriel.
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8. Seleccione 25 en el campo volumen de reaccién de PCR y haga clic en Next [Siguiente]

(Figura 2).

New Run Wizard E]

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : | your mouse over the
. item for help. You
Notes : can also click on a
combo box to display
help about its

available settings.

S Reaction % =
Yolume [pL) =4

Sample Layout : |1. Z3. LI

SkipWizadl << Back I Next >> I

Figura 2. Configuracién de los pardmetros del ensayo en general.

9. Haga clic en el botén Edit Profile [Editar Perfil] en el siguiente cuadro de didlogo New Run
Wizard [Asistente para nueva serie] (Figura 3) y programe el perfil de temperatura tal como

se muestra en las Figuras 4 y 5.

x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help

on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

r—
—

Name | Source | Detector | Gain |
Green  470nm  510nm 667 dit
Yellow  530nm  555nm 8
Orange 585nm 610nm 5
Red 625nm  660nm 5
Crimson  680nm  710hp 7

FRTSTRRTS mrerm

Figura 3. Edicién del perfil.

Edit Gain...

i
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M Edit Profile X

2 .89 W| @
New Open Save As Help
The run will take approximately 94 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

It cycle below to modify it :
1 - Insert after...

Insert before...
Remove

Hold Temperatwe: g5 | geq,
2- Hold Time : 2 |mins 0 |secs

i

Figura 4. Activacién inicial de la enzima de arranque en caliente.

™ Edit Profile @

Z ., 8 W @
New Open Save As Help
The run will take approximately 94 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
1-

Insert before...

i

2 This cycle repeat§l 45 | time(s).
-
Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step ;’
64 deg.
3 SR
Acquiring to Cycling &
on Green, Yellow 54 deg. for 30 secs

[” Long Range
[~ Touchdown

95 deg. for 15 secs

B Sl

72 deg. for 20 secs

Figura 5. Amplificacién del ADN.
Nota: En Rotor-Gene 3000, el software definird
FAM/Sybr®, JOE.

as tintas fluorescentes como
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10.El rango de deteccién de los canales de fluorescencia se debe determinar segin las

intensidades de fluorescencia de los tubos de PCR. Haga clic en Gain Optimisation

[Optimizacién de ganancia] en el cuadro de didlogo New Run Wizard [Asistente para nueva
serie] (consulte la Figura 3) para abrir el cuadro de diglogo Auto-Gain Optimisation Setup

[Configuracién automdtica de la optimizacién de ganancial].

11.Configure la temperatura de calibracién en 64 para hacer coincidir la temperatura de

recocido del programa de amplificacién (Figura 6).

Auto-Gain Optimisation Setup @

Optimisation :
& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
) : : Moy s

& different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the

chemistry you are performing.

Set termperature tf |64 illdegrees.

Optimise All | Optimise Acquiring l

I Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I™ Perform Optimisation &t 64 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings

Name | Tube Position | Min Reading l Max Reading | Min Gain | Max Gain

v Add... |

Edt.. |

Green 1 5FI 10FI -10 10
Yellow 1 5FI 10FI 10 10
< >

2 "' gtart I Manual.. | Close I Help |

Remove I
Remove All |

Figura 6. Ajuste de la sensibilidad de los canales de fluorescencia.

Nota: En Rotor-Gene 3000, el software definird las tintas fluorescentes como

FAM/Sybr y JOE.
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12.Los valores de ganancia determinados por la calibracién del canal se guardan

automdticamente y estédn enumerados en la Gltima ventana del mend del procedimiento de

programacién (Figura 7). Haga clic en Start Run [Iniciar Proceso].

New Run Wizard

Summary :

Setting I Value |

Green Gain 667

Yellow Gain 8

Rotar 72-well Rotor

Sample Layout 1.2.3...

Reaction Yolume (in microliters) 25

Start Run e 1

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to Save Template

begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

SkipWizard | <cBack |

Figura 7. Comienzo del proceso.
Nota: En Rotor-Gene 3000, el software definird las tintas fluorescentes como

FAM/Sybr y JOE.

13.Después de finalizar el proceso, analice los datos segin “Interpretacién de los resultados,”

pdgina 20.

Manual del kit artus® M. tuberculosis RG PCR  10/2015



Interpretacién de los resultados

Los ejemplos de reacciones positivas y negativas de la PCR se proporcionan en la Figura 8 y Figura
9.

Los siguientes resultados son posibles:

® Se detecta una sefial en el canal de fluorescencia Cycling Green (ciclo verde).

El resultado del andlisis es positivo. La muestra contiene ADN de uno o més miembros del

complejo M. tuberculosis.

En este caso, es indispensable la defeccién de una sefial en el canal Cycling Yellow (ciclo
amarillo), dado que las elevadas concentraciones iniciales del ADN del complejo M.
tuberculosis (sefal positiva en el canal Cycling Green [ciclo verde]) puede conducir a sefales
de fluorescencia reducidas o ausentes del control interno en el canal Cycling Yellow (ciclo

amarillo) (competencia).

Nota: En Rotor-Gene 3000, los canales relevantes son Cycling A.FAM (ciclo A.FAM) para la
sefial positiva y Cycling A.JOE (ciclo A.JOE) para el control interno.

e En el canal de fluorescencia Cycling Green (ciclo verde), no se detecté una sefal. Al mismo
tiempo, aparece una sefal de control interno en el canal Cycling Yellow (ciclo amarillo).
En la muestra, no se detecta ADN de miembros del complejo M. fuberculosis. Se puede
considerar negativo.
En el caso de la PCR del complejo M. tuberculosis negativo, la sefial detectada de Cl excluye
la posibilidad de inhibicién de la PCR.
Nota: En Rotor-Gene 3000, los canales relevantes son Cycling A.JOE (ciclo A.JOE) para el
control inferno y falta de sefial para Cycling A.FAM (ciclo A.FAM).

® No se detecté ninguna sefial en los canales Cycling Green (ciclo verde) o Cycling Yellow
(ciclo amarillo).

No se pueden concluir resultados.

Nota: En Rotor-Gene 3000, los canales relevantes son Cycling A.FAM (ciclo A.FAM) y
Cycling A.JOE (ciclo A.JOE).

La informacién relacionada con las fuentes de error y sus soluciones se pueden encontrar en

“Solucién de problemas”, pagina 22.
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0,04 Threshold

0 ___‘!f——
0,05

5 10 15 20 ES 30 » 40 “
Cyce

Figura 8. Deteccion de estandares de cuantificacién (M. tuberculosis RG/TM QS 1-4) en el candl

de fluorescencia Cycling Green (ciclo verde). NTC (CSM): control sin molde (control negativo).

05

04

QS 3
QS 2
QS 1

MNorm. Fhaoro

1
Threshold

5 10 15 20 ES 30 » a0 s
Cyce

Figura 9. Deteccion del control interno en el canal de fluorescencia Cycling Yellow (ciclo verde) con
amplificacién simultanea de los estandares de cuantificacién (M. tuberculosis RG/TM QS 1-4).

NTC (CSM): control sin molde (control negativo).
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Solucién de problemas

Esta guia de solucidn de problemas puede resultar dtil para resolver problemas que pudieran surgir.

Comentarios y sugerencias

Sin seifial con controles positivos (M. tuberculosis RG/TM QS 1-4) en el canal de fluorescencia
Cycling Green (ciclo verde) o Cycling A.FAM (ciclo A.FAM)

a)

b)

d)

e)

El canal de fluorescencia
seleccionado para el
andlisis de datos de la PCR

no cumple con el protocolo

Programacién incorrecta del
perfil de temperatura del

instrumento Rotor-Gene

Configuracién incorrecta de

la reaccién de la PCR

Las condiciones de
almacenamiento de uno o
mds componentes del kit no
cumplieron con las

instrucciones

El kit artus M. tuberculosis
RG PCR estd vencido.

Para el andlisis de datos, seleccione el canal de
fluorescencia Cycling Green (ciclo verde) o Cycling A.FAM
(ciclo A.FAM) para la PCR del complejo andliico M.
tuberculosis y el canal de fluorescencia Cycling Yellow (ciclo
amarillo) o Cycling A.JJOE (ciclo AJOE) para la PCR de

control interno.

Compare el perfil de temperatura con el protocolo
(consulte “PCR  en  instrumentos de Rotor-Gene Q,”

pdgina 13).

Verifique los pasos de trabajo mediante el esquema de
pipeteo (consulte “PCR en instrumentos de Rotor-Gene Q”,

pdgina 13) y repita la PCR si fuera necesario.

Verifique las condiciones de almacenamiento (consulte
“Almacenamiento y manipulacién de reactivos”, pdgina 8) y
la fecha de vencimiento (consulte la etiqueta del kit) de los

reactivos y utilice un nuevo kit, si fuera necesario.

Verifique las condiciones de almacenamiento (consulte
“Almacenamiento y manipulacién de reactivos”, pdgina 8) y
la fecha de vencimiento (consulte la etiqueta del kit) de los

reactivos y utilice un nuevo kit, si fuera necesario.

Sefal débil o falta de sefial del control interno en el canal de fluorescencia Cycling Yellow (ciclo
amarillo) o Cycling A.JOE (ciclo A.JOE) y ausencia simultdnea de sefial en canal Cycling Green o
Cycling A.FAM para la PCR del complejo M. tuberculosis

a)

Las condiciones de la PCR
no cumplen con el protocolo

Verifique las condiciones de la PCR (consulte “Sin sefial con
controles positivos [M. tuberculosis RG QS 1-4] en canal de
fluorescencia Cycling Green [ciclo verde] o Cycling A.FAM
[ciclo A.FAM]" anterior) y repita la PCR con la configuracién
corregida, si fuera necesario.
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Comentarios y sugerencias

b) Se inhibié la PCR

c) Se perdié el ADN durante la

extraccién

d) Las condiciones de
almacenamiento de uno o
mds componentes del kit no
cumplieron con las

instrucciones

e) El kit artus M. tuberculosis
RG PCR estd vencido

Asegurese de utilizar el método de aislamiento recomendado
(consulte “Aislamiento de ADN”, pdgina 10) y siga

cuidadosamente las instrucciones del fabricante.

Asegurese de que durante el aislamiento de ADN, se haya
cumplido con el paso de configuracién adicional
recomendado antes de la elucién para quitar el etanol

residual (consulte “Aislamiento de ADN”, pdgina 10).

Si se agregé el control interno a la extraccién, la falta de
sefal del control interno puede indicar la pérdida de ADN
durante la extraccién. Asegirese de utilizar el método de
aislamiento recomendado (consulte “Aislamiento de ADN”,
pdgina 10) y siga cuidadosamente las instrucciones del

fabricante.

Verifique las condiciones de almacenamiento (consulte
“Almacenamiento y manipulacién de reactivos”, pdgina 8) y
la fecha de vencimiento (consulte la etiqueta del kit) de los

reactivos y utilice un nuevo kit, si fuera necesario.

Verifique las condiciones de almacenamiento (consulte
“Almacenamiento y manipulacién de reactivos”, pdgina 8) y
la fecha de vencimiento (consulte la etiqueta del kit) de los

reactivos y utilice un nuevo kit, si fuera necesario.

Sefales con controles negativos en el canal de fluorescencia Cycling Green [ciclo verde) o
Cycling A.FAM (ciclo A.FAM) para la PCR andlitica

a) Se produjo contaminacién
durante la preparacién de
la PCR

Repitala con nuevos reactivos en réplicas.

Si fuera posible, cierre los tubos de PCR directamente
después de agregarlo a la muestra que se sometferd a

prueba.
Asegirese de pipetear los controles positivos al final.

Aseglrese de descontaminar el espacio de trabajo y los

instrumentos en intervalos regulares.
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Comentarios y sugerencias

b) Se produjo contaminacién Repita la extraccién y PCR de la muestra que se someterd a

durante la extraccién. prueba con nuevos reactivos.

Asegirese de descontaminar el espacio de trabajo y los

instrumentos en intervalos regulares.

Si tiene mds preguntas o problemas, comuniquese con el departa de Servicios Técnicos de
QIAGEN.

Control de Calidad

Conforme al sistema de gestién de calidad certificado por ISO de QIAGEN, cada lote del kit artus
M. tuberculosis RG PCR se somete a prueba contra especificaciones predeterminadas para

garantizar una calidad uniforme del producto.

Limitaciones

® Todos los reactivos se podrdn utilizar de manera exclusiva en diagnésticos in vitro.

® El producto solo debe ser utilizado por personal especialmente capacitado y entrenado en los

procedimientos de diagndsticos in vitro.
® Para obtener resultados éptimos de la PCR, cumpla estrictamente con el manual del usuario.

® Preste atencién a las fechas de vencimiento impresas en la caja y las etiquetas de todos los

componentes. No utilice los componentes vencidos.

® Si bien ocurren con muy poca frecuencia, en ocasiones se observan mutaciones dentro de las
regiones altamente conservadas del genoma bacteriano cubierto por los iniciadores y/o las
sondas del kit, que pueden derivar en escasa cuantificacién o no deteccién de la presencia
de bacterias en estos casos. La validez y el rendimiento del disefio del ensayo se evaluardn

en intervalos regulares.
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Caracteristicas de rendimiento

Sensibilidad analitica

Para determinar la sensibilidad analitica del kit artus M. tuberculosis RG PCR, se realizaron
diluciones seriadas de estdndares desde 10 hasta un valor nominal de 0,003 y desde 10 hasta
0,05 equivalentes de genoma M. tuberculosis/pl y se analizaron con Rotor-Gene 6000 y Rotor-
Gene 3000, respectivamente, en combinacién con el kit arfus M. tuberculosis RG PCR. Las pruebas
se realizaron en 3 dias diferentes por octuplicado. Los resultados se determinaron mediante un
andlisis probit. En la figura 10 se muestra una ilustracién gréfica del andlisis probit en el
instrumento Rotor-Gene 6000. El limite de deteccién analitica del kit arfus M. tuberculosis RG PCR
en combinacién con Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 y Rotor-Gene 3000 es de 0,23 copias/pl
(p =0,05) y 0,9 copias/pl (p = 0,05), respectivamente. Esto significa que existe una probabilidad
del 95% de que se detecten 0,23 copias/pl o0 0,9 copias/pl.

’ -0,64194 ~ 0,23 copias/ pl (95%)
: 0.8 {0,13-0,55 copias/ pl)

06

Proporciones

0.4

0.2

T T T l".h T 1
-4 3 -2 -1 0 1 2
registro (dosis)

Figura 10. Andlisis probit: M. tuberculosis (Rotor-Gene 6000). Sensibilidad analitica del kit artus
M. tuberculosis RG PCR en Rotor-Gene 6000.
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Especificidad

La especificidad del kit artus M. tuberculosis RG PCR se asegura ante todo mediante la seleccién
de los iniciadores y las sondas, asi como mediante la seleccién de condiciones estrictas de la
reaccién. Los iniciadores y las sondas se comprobaron con respecto a posibles homologias con
todas las secuencias publicadas en los bancos de genes por medio de un andlisis de comparacién
de secuencias. De este modo, se ha asegurado la capacidad de deteccién del complejo M.

tuberculosis.

Ademds, la especificidad se validé con 90 muestras negativas diferentes del complejo-de
M. tuberculosis (30 secreciones de esputo, 30 BAL y 30 bronquiales). Estas no generaron sefiales
con los iniciadores y las sondas especificas del complejo M. tuberculosis, que se incluyen en el kit
M. tuberculosis RG Master.

Para determinar la especificidad del kit artus M. tuberculosis RG PCR, se sometié a prueba el grupo
de control de la Tabla 1 para determinar la reactividad cruzada. Ninguno de los patégenos

sometidos a prueba fue reactivo.

Tabla 1. Prueba de la especificidad del kit con patégenos con potencial reactividad cruzada

M. tuberculosis Control interno
(Cycling Green (Cycling Yellow
[ciclo verde] o [ciclo amarillo] o
Cycling AFAM  Cycling A.JOE [ciclo
Grupo de control [ciclo A FAM]) A JOE])
Actinomyces israelii - +
Aeromonas hydrophila - +
Bordetella pertussis - +
Candida albicans - +
Chlamydia trachomatis - +
Chlamydia pneumoniae - +
Citrobacter freundii - +
Corynebacterium diphtheriae - +
Corynebacterium jeikeium - +
Cryptococcus neoformans - +
Eikenella corrodens - +
Enterobacter aerogenes = +

Manual del kit artus® M. tuberculosis RG PCR  10/2015

26



M. tuberculosis Control interno
(Cycling Green (Cycling Yellow
[ciclo verde] o [ciclo amarillo] o
Cycling AFAM  Cycling A.JOE [ciclo
Grupo de control [ciclo A FAM]) A JOE])
Enterobacter cloacae - +
Enterococcus faecalis - +
Enterococcus faecium - +
Escherichia coli - +
Fusobacterium nucleatum ssp. polymorphum - +
Haemophilus inflvenzae - +
Haemophilus parainfluenzae - +
Klebsiella pneumoniae - +
Lactobacillus acidophilus - +
Mycobacterium avium ssp. avium - +
Mycobacterium celatum - +
Mycobacterium chelonae - +
Mycobacterium fortuitum - +
Mycobacterium gordonae - +
Mycobacterium intracellulare - +
Mycobacterium kansasii - +
Mycobacterium lentiflavum - +
Mycobacterium malmoense - +
Mycobacterium marinum - +
Mycobacterium scrofulaceum - +
Mycobacterium szulgai - +
Mycobacterium ulcerans - +
Mycobacterium xenopi - +
Neisseria gonorrhoeae = +
Neisseria meningitidis - +
Nocardia asteroides - +
Nocardia brasiliensis - +
Nocardia farcinia - +
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M. tuberculosis Control interno
(Cycling Green (Cycling Yellow
[ciclo verde] o [ciclo amarillo] o
Cycling AFAM  Cycling A.JOE [ciclo
Grupo de control [ciclo A FAM]) A JOE])
Nocardia ofitidiscaviarum - +
Peptostreptococcus productus = +
Porphyromonas gingivalis - +
Prevotella denticola - +
Propionibacterium acnes - +
Pseudomonas aeruginosa - +
Salmonella enteritidis - +
Salmonella typhi - +
Staphylococcus aureus - +
Staphylococcus epidermidis - +
Streptococcus agalactiae - +
Streptococcus pyogenes = +
Streptococcus mutans - +
Streptococcus pneumoniae = +
Streptomyces venezuelae - +
Veillonella parvula - +
Xanthomonas maltophilia - +

Precisién

Los datos de precisién del kit arfus M. tuberculosis RG PCR se recopilaron mediante instrumentos
Rotor-Gene y permiten determinar la varianza total del ensayo. La varianza total consta de la
variabilidad intraensayo (variabilidad de mdltiples resultados de muestras de la misma
concentracién en un Unico experimento), la variabilidad interensayo (variabilidad de multiples
resultados del ensayo generados en diferentes instrumentos del mismo tfipo por diferentes
operadores en un mismo laboratorio) y la variabilidad interlote (variabilidad de mdltiples resultados
del ensayo con diferentes lotes). Los datos obtenidos se utilizaron para determinar la desviacién
esténdar, la varianza y el coeficiente de variacién de la PCR especifica del patégeno y del control

inferno.
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Se obtuvieron datos de precisién del kit artus M. tuberculosis RG PCR mediante el estdndar de
cuantificacién de menor concentracién (QS 4; 30 copias/pl). El andlisis se realizé por octuplicado.
Los datos de precisién se calcularon segin los valores Cr de las curvas de amplificacién (Cr: umbral
del ciclo, consulte la Tabla 2). Ademds, se determinaron los datos de precisién para resultados
cuantitativos en copias/pl mediante los valores Cr correspondientes (consulte la Tabla 3). En
funcién de estos resultados, la dispersién estadistica total de cualquier muestra existente con la
concentracién mencionada es del 1,26% (Cr) o 14,64% (copias/pl) y del 1,57% (Ci) para la
deteccién del control interno. Estos valores se basan en la totalidad de todos los valores individuales

de las variabilidades determinadas.

Tabla 2. Datos de precisién en funcién de los valores Cr

Desviacion Coeficiente de
estandar Varianza variacién (%)

Variabilidad intraensayo: )
M. tuberculosis RG/TM QS 4 0,10 0,01 0.3
Variabilidad intraensayo:

. 0,13 0,02 0,45
Control interno
Variabilidad interensayo: o4
M. tuberculosis RG/TM QS 4 O, 0,06 0,78
Variabilidad inferensayo:

. 0,29 0,08 0,95
Control interno
Variabilidad interlote: ° )
M. tuberculosis RG/TM QS 4 0.3 0,15 1,28
Variabilidad interlote:

. 0,66 0,43 2,16
Control interno
Varianza total: )
M. tuberculosis RG/TM QS 4 0,38 0,15 1.26
Varianza total:

. 0,48 0,23 1,57
Control interno
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Tabla 3. Datos de precisién en funcién de los resultados cuantitativos (en copias/pl)

Desviacion Coeficiente de
estandar Varianza variacién (%)
Variabilidad intraensayo: ° °
M. tuberculosis RG/TM QS 4 1.97 3,90 6,56
Variabilidad inferensayo: ° 4
M. tuberculosis RG/TM QS 4 S 579 L5219
Variabilidad interlote: 4 °
M. tuberculosis RG/TM QS 4 3.5 30,41 18,0
Varianza total: 4 44 5 69 464
M. tuberculosis RG/TM QS 4 ! 19 e

Robustez

La verificacién de la robustez permite determinar la tasa de fracaso total del kit artus M. tuberculosis
RG PCR. En total, se tomaron 30 muestras complejas negativas de M. tuberculosis de cada
secrecion de esputo, BAL y bronquial y se combinaron con 3 copias/pl de volumen de elucién de
ADN del control de M. tuberculosis (concentracién de aproximadamente el triple del limite de
sensibilidad analitica). Después de la extraccién con el mini Kit para QlAamp DNA (consulte
“Aislamiento de ADN", pagina 10), se analizaron las muestras con el kit artus M. tuberculosis RG
PCR. Para todas las muestras de M. tuberculosis, la tasa de fracaso total fue del 0%. Ademds, se
evalué la solidez del Cl mediante la verificacién y el andlisis de las muestras negativas de la
secrecién de esputo, BAL y bronquial del complejo M. tuberculosis (30 cada una). La tasa de
fracaso total fue del 0%. No se observaron inhibiciones. Por lo tanto, la robustez del kit artus M.
tuberculosis RG PCR es 299%.

Reproducibilidad

Los datos de reproducibilidad permiten evaluar de forma regular el rendimiento del kit arfus M.
tuberculosis RG PCR y comparar su eficiencia con la de ofros productos. Estos datos se obtienen

por medio de la participacién en programas de competencia establecidos.
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Simbolos

Definicién del simbolo

Fecha de caducidad

LO Cédigo de lote

Fabricante

Niémero de catdlogo

NiUmero de material

Marcado CE de conformidad europea

SR RS

O

\

Dispositivo médico para diagnéstico In vitro

Contiene reactivos suficientes para <N> pruebas

N

N>
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Simbolo

Definicién del simbolo

~gE 88

2]
7

Cc

Mg-Sol

Componentes

Contiene

Ndmero

Nomero de articulo de comercio global

Limitacién de temperatura

Estdndar de cuantificacion

Control interno

Solucién de magnesio
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Informacién para pedidos

Producto

Contenido

Cat. n.°

artus M. tuberculosis RG PCR Kit (24)

artus M. tuberculosis RG PCR Kit (96)

Para 24 reacciones: Maestro, solucién de magnesio,
4 estdndares de cuantificacién, control interno, agua
(grado PCR)

Para 96 reacciones: Maestro, solucién de magnesio,
4 estdndares de cuantificacién, control interno, agua
(grado PCR)

Mini Kit QlAamp DNA, para el aislamiento de ADN genémico, mitocondrial, bacteriano, parasitario o

viral

QlAamp DNA Mini Kit (50)

Rotor-Gene Q MDx y accesorios

Rotor-Gene Q MDx 5plex Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex System

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM System

Rotor-Gene Q MDx 6plex Platform

Para preparaciones de 50 ADN: Mini columnas de
centrifugado de 50 QlAamp, proteinasa K de QIAGEN,
reactivos, solucién amortiguadora, tubos de recoleccién
(2 ml)

Termociclador para PCR en tiempo real con 5 canales
(verde, amarillo, naranja, rojo, carmesi), ordenador
portdtil, software, accesorios: incluye garantia de 1 afio
para piezas y mano de obra, no incluye instalacién ni
formacién

Termociclador para PCR en tiempo real con 5 canales
(verde, amarillo, naranja, rojo, carmesi), ordenador
portdtil, software, accesorios: incluye garantia de 1 afio
para piezas y mano de obra, instalacién y formacién

Termociclador para PCR en tiempo real y analizador de
fusién de alta resolucién con 5 canales (verde, amarillo,
naranja, rojo, carmesi) mds un canal de fusién de alta
resolucién, ordenador portdtil, software, accesorios:
incluye garantia de 1 afio para piezas y mano de obra,
no incluye instalacién ni formacién

Termociclador para PCR en tiempo real y analizador de
fusién de alta resolucién con 5 canales (verde, amarillo,
naranja, rojo, carmesi) mds un canal de fusién de alta
resolucién, ordenador portdtil, software, accesorios:
incluye garantia de 1 afo para piezas y mano de obra,
instalacién y formacién

Instrumento para PCR en tiempo real con é canales
(verde, amarillo, naranja, rojo, carmesi), que incluye
ordenador portétil, software, accesorios: incluye
garantia de 1 afio para piezas y mano de obra, no
incluye instalacién ni formacién

4555263

4555265

51304

9002022

9002023

9002032

9002033

9002042
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Rotor-Gene Q MDx éplex System

Rotor-Gene Q MDx 2plex Platform

Rotor-Gene Q MDx 2plex System

Rotor-Gene Q MDx 2plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx 2plex HRM System

Loading Block 72 x 0,1 ml Tubes

Loading Block 96 x 0,2 ml Tubes

Strip Tubes and Caps, 0,1 ml (250)
Strip Tubes and Caps, 0,1 ml (2.500)

PCR Tubes, 0,2 ml (1.000)
PCR Tubes, 0,2 ml (10.000)

Instrumento para PCR en tiempo real con 6 canales
(verde, amarillo, naranja, rojo, carmesi), que incluye
ordenador portétil, software, accesorios: incluye
garantia de 1 afo para piezas y mano de obra,
instalacién y formacién

Termociclador para PCR en tiempo real con 2 canales
(verde, amarillo), ordenador portdtil, software,
accesorios: incluye garantia de 1 afio para piezas y
mano de obra, no incluye instalacién ni formacién

Termociclador para PCR en tiempo real con 2 canales
(verde, amarillo), ordenador portdtil, software,
accesorios: incluye garantia de 1 afo para piezas y
mano de obra, instalacién y formacién

Termociclador para PCR en tiempo real y analizador de
fusién de alta resolucién con 2 canales (verde, amarillo)
mds un canal de fusién de alta resolucién, ordenador
portdtil, software, accesorios: incluye garantia de 1 afio
para piezas y mano de obra, no incluye instalacién ni
formacién

Termociclador para PCR en tiempo real y analizador de
fusién de alta resolucién con 2 canales (verde, amarillo)
mds un canal de fusién de alta resolucién, ordenador
portdtil, software, accesorios: incluye garantia de 1 afio
para piezas y mano de obra, instalacién y formacién

Blogque de aluminio para preparacién manual de

reacciones con una pipeta monocanal en 72 tubos de
0,1 ml

Blogque de aluminio para preparacién manual de

reacciones en una matriz estdndar de 8 x 12 con
96 tubos de 0,2 ml

250 tiras de 4 tubos y tapas para 1.000 reacciones

10 x 250 tiras de 4 tubos y tapas para
10.000 reacciones

1.000 tubos de pared fina para 1.000 reacciones
10 x 1.000 tubos de pared fina para 1.000 reacciones

Para obtener informacién actualizada sobre la licencia y las exenciones de responsabilidad

especificas del producto, consulte el manual o la guia del usuario del kit de QIAGEN

correspondiente. Los manuales y las guias del usuario de los kits de QIAGEN estén disponibles en

www.giagen.com o pueden solicitarse al servicio técnico de QIAGEN o al distribuidor local.
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Marcas comerciales: QIAGEN®, QlAamp®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); FAM™, JOE™, SYBR® (Life Technologies); Triton™ (The Dow Chemical Company).

Aunque las marcas registradas, las marcas comerciales, etc. utilizadas en este documento no tuvieran la marca correspondiente, no se considerarén que carecen de proteccién
ante la ley.

El kit artus M. tuberculosis RG PCR es un kit de diagnéstico marcado por CE conforme a la Directiva europea 98/79/CE para diagnésticos in vitro. No estd disponible en
todos los paises.

Para obtener informacién actualizada sobre la licencia y las exenciones de responsabilidad especificas del producto, consulte el manual o la guia del usuario del kit de
QIAGEN correspondiente. Los manuales y las guias del usuario de los kits de QIAGEN estan disponibles en www.qiagen.com o pueden solicitarse al servicio técnico de
QIAGEN o dl distribuidor local.

La compra de este producto permite al comprador utilizarlo para la realizacién de servicios de diagndstico in vitro en seres humanos. Por la presente, no se otorga ninguna
patente general ni ninguna ofra licencia de ningin tipo distinta de este derecho especifico de compra.

Acuerdo de licencia limitada para artus M. tuberculosis RG PCR Kit
La utilizacién de este producto implica, por parte de cualquier comprador o usuario del producto, la aceptacién de los siguientes términos:

1. El producto puede utilizarse exclusivamente de acuerdo con los protocolos proporcionados con el producto y este manual y Gnicamente con los componentes que se
encuentran en el kit. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes contenidos en este kit
con componentes no incluidos en el mismo, excepto segin se describe en los protocolos de este producto y en protocolos adicionales disponibles en www.qgiagen.com.
Algunos de estos protocolos adicionales fueron proporcionados por usuarios de QIAGEN para usuarios de QIAGEN. Dichos protocolos no han sido sometidos a
pruebas exhaustivas ni optimizados por QIAGEN. QIAGEN no los garantiza ni garantiza que estos no infrinjan los derechos de terceros.

Ademds de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este kit ni su(s) uso(s) no infrinjan los derechos de terceros.

Este kit y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no pueden ser reutilizados, reacondicionados ni revendidos.

QIAGEN renuncia especificamente a cualquier ofra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

oA 0N

El comprador y el usuario del kit aceptan no realizar ni permitir a ofros realizar ningin paso que pueda conducir a o facilitar acciones que hayan sido prohibidas
anteriormente. QIAGEN puede hacer cumplir ante cualquier tribunal las prohibiciones especificadas en este Acuerdo de licencia limitada y recuperard todos los gastos
derivados de la investigacién y los costes del juicio, incluidos los honorarios de los abogados, en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de
licencia limitada o cualquier ofro derecho de propiedad intelectual en relacién con este kit y sus componentes.

Para conocer los términos actualizados de la licencia, consulte www.qiagen.com.

HB-0058-007 151031225 © 2007-2015 QIAGEN, todos los derechos reservados.
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