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Uso previsto

El panel RespiFast RG es una prueba de PCR mdltiple cualitativa para detectar y diferenciar
16 virus de ARN,” 2virus de ADN y 4 bacterias, todos los cuales pueden causar
infecciones respiratorias en el ser humano: adenovirus, bocavirus, coronavirus OCA43,
coronavirus 229E, coronavirus NL63/HKU1, metaneumovirus humano (MNVh), virus A de
la gripe, virusB de la gripe, virus A de la gripe subtipo HIN1pdm09, virus de
parainfluenza de tipo 1, virus de parainfluenza de tipo 2, virus de parainfluenza de tipo 3,
virus de parainfluenza de tipo 4, rinovirus/enterovirus, virus respiratorio sincicial de tipo A
(VRS-A), virus respiratorio sincicial de tipo B (VRS-B), Bordefella pertussis, Chlamydophila

pneumoniae, Legionella pneumophila y Mycoplasma pneumoniae.

El panel RespiFast RG facilita el diagnéstico de las infecciones respiratorias cuando se
utiliza junto con otros resultados clinicos y analiticos. Los resultados negativos no indican
necesariamente la ausencia de infeccién respiratoria viral o bacteriana; los resultados
negativos no deben utilizarse como Gnica base para el diagnéstico, la terapia u oftras
decisiones relacionadas con el tratamiento. Llos resultados positivos no descartan una
infeccién concomitante por otros patégenos. Los patégenos detectados pueden no ser la

causa concluyente de la enfermedad.

En el diagnéstico final deben incluirse otras pruebas andliticas y la evaluacién de la
presentacién clinica. El producto estd destinado a ser utilizado exclusivamente por

profesionales de laboratorio.

* El panel RespiFast RG detecta 16 virus de ARN pero no diferencia los rinovirus de los enterovirus, ni los coronavirus
HKU1 de los coronavirus NL63.
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Resumen y explicacién

La infeccién respiratoria aguda es el tipo de infeccién aguda més extendido en adultos y
nifios y es una causa importante de enfermedad en los pacientes inmunodeprimidos. Las
infecciones respiratorias (IR) suelen dividirse en infecciones respiratorias altas (IRA) y en
infecciones respiratorias bajas (IRB). Las IRA comprenden rinorrea, conjuntivitis, faringitis,
ofitis media y sinusitis. Las IRB comprenden neumonia, bronquiolitis y bronquitis. Tanto los
virus como las bacterias pueden causar IR, y el nimero de agentes causales es amplio y

diverso, lo cual complica enormemente el diagnéstico.

Se ha demostrado que las pruebas de amplificacién de dcidos nucleicos son alternativas
répidas, sensibles y especificas en formato simple o multiple. Los ensayos multiples permiten
la amplificacién concomitante de més de una diana, por lo que proporcionan informacién
sobre la importancia de las infecciones mixtas, y sobre el pronéstico y la reagudizacién de

las enfermedades respiratorias.

Principios del procedimiento

El panel RespiFast RG se basa en la tecnologia SmartFinder®, la cual permite un andlisis de
gran complejidad de hasta 14 dianas en una reaccién de PCR en tiempo real. El panel
RespiFast RG contiene 23 diferentes conjuntos de cebadores RespiFast combinados con
15 sondas SMART (single-tube multiplex amplification in real time, amplificacién multiple en
un Unico tubo en tiempo real), marcadas con fluorescencia, que permiten detectar
22 patégenos diferentes mds un control interno y dos controles de amplificacién. La
reaccién comienza con una preamplificacién que combina un paso de transcripcién inversa
con un paso de PCR para amplificar el ADN(c) o ADN destinatario. Posteriormente, se
transfiere una parte de la reaccién de preamplificacién a dos tubos de PCR. Se llevan a

cabo dos reacciones independientes de paso 2. la deteccién se efectda mediante un
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andlisis de la curva de disociacién (melting). En la Figura 1 se muestra una representacion

esquemdtica del flujo de trabajo del ensayo.
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Figura 1. Esquema del flujo de trabajo con el panel RespiFast RG.
El panel RespiFast RG utiliza los instrumentos Rotor-Gene Q MDx o Rotor-Gene Q para la

deteccién de los dcidos nucleicos de patégenos.

Se incluye un control interno (IC, internal control) en el ensayo para discriminar entre las

muestras negativas verdaderas y las muestras negativas falsas por degradacién de los
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dcidos nucleicos, inhibicién de la PCR o fallo de la prueba. Ademdés, RespiFast RG contiene
dos controles de amplificacién (AC) que permiten discriminar de manera contingente entre

el fallo de extraccién y el fallo de amplificacién en el ensayo.

La muestra de entrada esté constituida por dcidos nucleicos totales extraidos y purificados a
partir de muestras de hisopo nasofaringeas. La preparacién de las muestras es un proceso
independiente del dmbito del panel. Utilice métodos o productos adecuados para manipular
las muestras y para extraer y purificar los dcidos nucleicos (consulte “Manipulacién y
conservacién de las muestras”, pdgina 15, y “Extraccién y preparacién de dcidos

nucleicos”, pagina 15).

Genes diana

En la
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Tabla 1 se muestran los genes diana utilizados para el disefio de las sondas y los primers
(cebadores).
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Tabla 1. Genes diana del panel RespiFast RG.

Valor deseado Gen Cédigo del
patégeno
Control
Control interno Gen de la proteina de lisis del fago MS2 IC
Control de amplificacién 1 secuencia artificial Gnica ACI
Control de amplificacién 2 secuencia artificial Gnica AC2
Virus
Adenovirus Gen del hexén (H) Adeno
Bocavirus Gen no capsidico (NP1) Boca
Coronavirus 229E Gen de la proteina de la nucleocépside (NP) 229E
Coronavirus HKU1 Gen de la fosfoproteina de la nucleocdpside (N) HKU1
Coronavirus NL63 Gen de la proteina de la nucleocépside (NP) NL63
Coronavirus OC43 Gen de la proteina de la nucleocdpside (NP) OC43
Metaneumovirus humano Gen de la proteina de la nucleocdpside (NP) hMPV
Virus A de la gripe Gen de la proteina de la matriz (M1) InfA
Virus B de la gripe Gen de la proteina de la matriz (M1) InfB
Virus A de la gripe, subtipo Gen de la neuraminidasa HINI1
HIN1pdm09
Virus parainfluenza de tipo 1 Gen de la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) PIV1
Virus parainfluenza de tipo 2 Gen de la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) PIV2
Virus parainfluenza de tipo 3 Gen de la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) PIV3
Virus parainfluenza de tipo 4 Gen de la proteina principal de la nucleocépside (N)  PIV4

Rinovirus/Enterovirus

Virus respiratorio sincicial de tipo A
Virus respiratorio sincicial de tipo B

Bacterias

Bordetella pertussis
Chlamydophila pneumoniae *

Legionella pneumophila

Mycoplasma pneumoniae

Gen de la poliproteina de la regién no traducida 5'
(PP)

Gen de la proteina no estructural

Gen de la nucleoproteina

Secuencia de insercién 481 (IS481)
Gen principal de la membrana externa (OmpA)

Gen potenciador de la infectividad hacia los
macréfagos (Mip)

Gen de la proteina citadhesina (P1)

Rhino/Entero

RSVA
RSVB

B. pert
C. pneu
L. pneu

M. pneu
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Para cada muestra se realizan una preamplificacién (1¢ paso) y dos reacciones de 2° paso.
En la Tabla 2 se presentan los patégenos, los marcadores y el valor T, indicado de las

sondas de hibridacién SMART correspondientes en las dos reacciones RespiFast .

Tabla 2. Dianas y valores T, correspondientes de las sondas SMART.

Marcador  Sonda SMART Intervalo aceptable de Cédigo del patégeno Cédigo del patégeno
Tw (°C) (mezcla 1) (mezcla 2)
Cy®5 Sonda Cy5 1 50,5-53,5* L. pneu OC43
Sonda Cy5 2a  55-58 B. pert -
Sonda Cy52b  52,5-55,5 - HKU1/NL63
Sonda Cy5 3 60,5 - 63,5 Rhino/Entero
58,5-61,5 229E
Sonda Cy5 4 66,5 - 69,5 C. pneu -
Sonda Cy5 5 70,5-73,5 M. pneu -
Sonda Cy5 6 76-79 - HINTI
ROX™ Sonda ROX 1 53,5-56,5 RSVA PIV1
Sonda ROX 2 58-61 Adeno PIV2
Sonda ROX 3 62,5-65,5 hMPV PIV3
Sonda ROX 4 66,5 - 69,5 RSVB PIV4
Sonda ROX 5 72,5-75,5 InfA Boca
Sonda ROX 6 76,5-79,5 InfB -
BHQ®1 Sonda BHQ1 1 70,5-73,5 IC IC
Sonda BHQ1 61 -64 AC1 -
ACI 55,5-58,5 - AC2
Sonda BHQ1
AC2

* Los valores maximos de la sonda Cy5 1 aparecen a veces como un valor méximo doble. El valor de T, del segundo
valor méximo es el correcto.
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Materiales suministrados

Contenido del kit

RespiFast RG Panel (25)

N.° de referencia 4693163
Nomero de reacciones 25
Contenido Color del tapén Volumen
Pre-amplification Master Mix (mezcla maestra de Morado (Purple) > 160 pl

preamplificacién)

Pre-amplification primer Mix (mezcla de cebadores de  Blanco (White) > 220yl
preamplificacién)

RespiFast buffer 1 (Tampén RespiFast 1) (contiene Rojo (Red) > 500 pl
ACI)

RespiFast buffer 2 (Tampén RespiFast 2) (contiene Azul (Blue) > 500 pl
AC2)

RespiFast enzyme (Enzima RespiFast) Naranja (Orange) > 55 pl
Internal Control (IC) (control interno) Negro (Black) > 450 pl
Positive Control (Control positivo) (PC) Verde (Green) > 50 pl
Dilution Buffer (tampén de dilucién) Transparente > 1500 pl
RespiFast RG Panel Handbook (Manual del panel 1 pc

RespiFast RG) (inglés)

Materiales necesarios pero no suministrados

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio adecuada,
guantes desechables y gafas protectoras. Si desea obtener mds informacién, consulte las
fichas de datos de seguridad (SDS) correspondientes que el proveedor del producto pone a

su disposicién.
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Reactivos

Kit de extraccién de ARN/ADN (consulte “Extraccién y preparacién de dcidos

nucleicos”, pdgina 15)

Agua sin ARNasa/ADNasa

Consumibles

® Puntas desechables con filtros hidréfobos

® Puntas desechables de baja retencién con filtros hidréfobos

® Tubos de 1,5 ml libres de ARNasa/ADNasa

® Tubos de PCR de 0,2 ml libres de ARNasa/ADNasa (tubos individuales con tapones o
tubos en tira con tapones individuales)

® Tubos en tira y tapones, 0,1 ml (n.° de referencia 981103 o 981106) para uso con
instrumentos Rotor-Gene Q

Equipo

® Pipetas ajustables*: 0,1-2 pl, 2-20 pl, 20-200 pl

e Agitador vorticial*

e Centrifugadora de mesa* con rotor para tubos de 2 ml

e Centrifugadora* para tubos de reaccién de 0,2 ml

® Bloque de refrigeracion o hielo

e Termociclador* para tubos de PCR de 0,2 ml, con una tapa calentada e indices de
rampa de 1-5 °C/s (para preamplificacién e hibridacién; p. ej., termociclador de
bloque GeneAmp® PCR System 9700)

® Instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* o Rotor-Gene Q 5plex HRM* y accesorios

* Asegurese de que los instrumentos hayan sido verificados y calibrados siguiendo las recomendaciones del

fabricante.
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Advertencias y precauciones

Para uso diagnéstico in vifro

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio adecuada,
guantes desechables y gafas protectoras. Si desea obtener mds informacién, consulte las
fichas de datos de seguridad (SDS) correspondientes. Dichas fichas estan disponibles online
en un formato PDF cémodo y compacto en www.qgiagen.com/safety, donde podrd
encontrar, ver e imprimir la ficha de datos de seguridad de cada kit de QIAGEN® y de

cada componente del kit.

Para obtener informacién sobre seguridad relativa al kit de purificacién utilizado, consulte el
manual del kit correspondiente. Para obtener informacién sobre seguridad relativa a los

instrumentos, consulte el manual del usuario del instrumento correspondiente.

Elimine los desechos de las muestras y del ensayo de conformidad con la normativa local en

materia de seguridad.
Precauciones generales
Respete siempre las siguientes instrucciones:

® Este ensayo molecular Gnicamente debe ser realizado por personal de laboratorio

cualificado.

® Almacene y extraiga los materiales positivos (muestras y controles positivos) por
separado de los demds reactivos, y afiddalos a la mezcla de reaccién en un érea

separada espacialmente.
® Use guantes desechables al realizar el ensayo.

e Utilice puntas desechables con filtros hidréfobos para evitar una contaminacién cruzada.
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e Utilice puntas desechables de baja retencién con filtros hidréfobos al manipular la

mezcla maestra de preamplificacién y la enzima RespiFast.
e Utilice viales de PCR libres de ARNasa/ADNasa.

e Descongele siempre las muestras de ARN/ADN en hielo y consérvelas en hielo o en un

bloque de refrigeracién.

e Conserve siempre las enzimas en hielo o en un bloque de refrigeracién cuando las

saque del congelador. Manipule las enzimas con cuidado y mézclelas muy suavemente.

e Una vez descongelados, centrifugue los reactivos durante 5 segundos en una

centrifugadora y mézclelos pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo.

e Todos los programas de termociclado deben introducirse en el software Rotor-Gene Q

antes de realizar el ensayo.

e Centrifugue siempre las placas y los viales de PCR brevemente y &bralos con cuidado

para evitar la formacién de aerosoles.

Nota: Para evitar la contaminacién, recomendamos encarecidamente realizar las

actividades experimentales, en cabinas para PCR, en las 3 dreas separadas siguientes:

Area 1: Prepare mezclas maestras para preamplificacion 2° paso / andlisis de
Yy

disociacion.
Area 2: afiada la muestra de ARN/ADN a la mezcla.

Area 3: Efectie el 2° paso de preamplificacién y el andlisis de la curva de disociacién en

dos pasos:

e Efectie la preamplificacién.

® Afada los productos de la preamplificacién a la mezcla del 2° paso (preferiblemente
dentro de una cabina para PCR) y efectie el 2° paso y el andlisis de la curva de

disociacion.
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Conservacién y manipulacién de los reactivos

Los componentes del panel RespiFast RG deben almacenarse en la oscuridad, a una
temperatura de =30 °C a =15 °C, y se mantienen estables hasta la fecha de caducidad
indicada en la efiqueta. Deben evitarse los ciclos repetidos de descongelacién y

congelacién (> 5), ya que pueden reducir el rendimiento del ensayo.

Manipulacién y conservacion de las muestras

La deteccién de patégenos respiratorios depende de la recogida de muestras de alta
calidad, de su rdpido transporte al laboratorio y de su correcta conservacién antes del
andlisis en el laboratorio. Las muestras de hisopo nasofaringeas son adecuadas para la

deteccién de infecciones respiratorias de etiologia viral, bacteriana o ambas.

Las muestras clinicas deben transportarse al laboratorio lo antes posible, dividirse en partes
alicuotas y procesarse. Las muestras deben conservarse a 4 °C. Si no es posible procesar
las muestras en un plazo de 48 horas, deben conservarse congeladas, a una temperatura

igual o inferior a =20 °C, preferiblemente a =70 °C.

Procedimiento

Extraccién y preparacién de dcidos nucleicos

Los kits QlAamp® MinElute® Virus Spin de QIAGEN y QlAsymphony® DSP Virus/Pathogen
Mini, mostrados en la Tabla 3, estan validados para la purificacién de ADN y ARN a partir
del tipo de muestra humana indicado para su utilizacién con el panel RespiFast RG. Efecte

la purificacién de dcidos nucleicos conforme a las instrucciones descritas en el manual del

kit.
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Tabla 3. Kit de purificacién validado para su utilizacién con el panel RespiFast RG.

Tipo de muestra Kit de aislamiento de dacidos nucleicos Nomero de referencia (QIAGEN)
Muestras de hisopo QIAamp MinElute Virus Spin Kit (kit 57704
nasofaringeas QIAamp MinElute Virus Spin) (50)

Kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen 937036
Mini con protocolo Complex 200

Utilice 200 pl del material de muestra y eliyalos en 40 pl de tampén de elucidn.
Recomendamos encarecidamente no intentar concentrar los écidos nucleicos, ya que esto
podria aumentar el riesgo de inhibicién de las enzimas de RT-PCR. Se afiade un control
interno a la muestra lisada (consulte “Uso de un control interno y de un ARN transportador”,

pdgina 17).

Cuando se utiliza el kit QIAamp MinElute Virus Spin, recomendamos afiadir tampén de lisis
a la muestra en una cabina de flujo laminar. El procedimiento de extraccién puede
continuarse en una mesa de trabajo una vez lisada la muestra. Se recomienda
descontaminar la cabina de flujo laminar después de su uso, con una solucién
descontaminante (p. ej., lejia 1.000 ppm)” y aplicando la luz ultravioleta durante

30 minutos.

Evite en la medida de lo posible los ciclos de congelacién-descongelacién del ADN/ARN
extraido y conserve los extractos de dcidos nucleicos a 4 °C cuando vayan a procesarse en
el plazo de un dia. Para periodos més largos, conserve el ARN/ADN extraido a =20 °C o
a-70°C.

" Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio adecuada, guantes desechables y gafas
protectoras. Si desea obtener més informacién, consulte las fichas de datos de seguridad (SDS) correspondientes que
el proveedor del producto pone a su disposicién.
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Uso de un control negativo

A Cada serie debe contener un control negativo. Un control negativo consta de
200 pl de agua de calidad para PCR mds un control interno (IC). Este control negativo se
trata como muestra regular, incluido el procedimiento de extraccién de dcidos nucleicos. En
el andlisis final, la sefial del control negativo sirve como referencia para la sefial de fondo

en los canales FAM/ROX y FAM/Cy5, y para las sefales del IC y AC positivos en el canal
verde (IC).

Uso de un control interno y de un ARN transportador

El uso del kit QlAamp MinElute Virus Spin o del kit QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini
en combinacién con el panel RespiFast RG requiere la introduccién del control interno (IC)
en el procedimiento de purificacién para vigilar la eficiencia de la preparacién de las
muestras y del ensayo anterégrado. Ademds, el kit QlAamp MinElute Virus Spin y el kit
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini requieren la preparacién del ARN transportador.

El IC es un fago MS2 y se suministra como control para la lisis, la extraccién de ARN/ADN
y el rendimiento del ensayo del panel RespiFast RG, y para comprobar la posible inhibicién
de la PCR. El IC se afiade junto con el ARN transportador al tampén de lisis antes de su
adicién a la muestra. La cantidad de IC afiadido es independiente del volumen inicial de la

muestra.

La cantidad de IC afiadido depende del volumen de elucién. Utilizando el kit QlAamp
MinElute Virus Spin, el ARN/ADN extraido se eluird en 60 pl. El volumen de IC que debe

afadirse al tampén Al es de 5,5 pl por cada muestra (consulte la Tabla 4).

En caso de infeccién intensa o de infecciones mdltiples, el valor méximo de disociacién del
IC podria no ser visible en el andlisis final. Esto se explica por el hecho de que cantidades

altas de écidos nucleicos patégenos consumen la mayor parte de los reactivos del ensayo.
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Por consiguiente, cuando falta la sefial del IC en presencia de uno o mds picos de

disociacién especificos que indican una infeccién, el ensayo sigue siendo vdlido.

Tabla 4. Volimenes de tampén AL y de mezcla de ARN transportador-tampén AVE necesarios con la extraccion del kit
QlAamp MinElute Virus Spin.

Nomero de Volumen de tampén AL Volumen de ARN transportador-  Volumen de control interno
muestras (ml) AVE (pl) (pl)
1 0,22 6,2 55
2 0,44 12,3 11
3 0,66 18,5 16,5
4 0,88 24,6 22
5 1,1 30,8 27,5
6 1,32 36,9 33
7 1,54 43,1 38,5
8 1,76 49,2 44
9 1,98 55,4 49,5
10 2,2 61,5 58
11 2,42 67,7 60,5
12 2,64 73,8 66

El uso del kit QlAsymphony DSP QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini en combinacién
con el panel RespiFast RG requiere la introduccién del control interno en el procedimiento
de purificacién para vigilar la eficiencia de la preparacién de las muestras y del ensayo

anterégrado.

Para calcular el control interno (IC), se empleard la funcién “IC Calculator” (Calculadora del

IC) del programa QlAsymphony Management Console (QMC).

El volumen de elucién garantizado de 60 pl requiere un volumen real de 90 pl de tampén

de elucién que el instrumento afiade a la muestra. La cantidad de IC afiadido por muestra
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es de 7,5 pl. Por lo tanto, ajuste un valor de 7,5 de la razén control interno/muestra en la

funcién “IC Calculator” del programa QlAsymphony Management Console (QMC).

La Tabla 5 representa la adicién del control interno a la muestra en una razén de 7,5 pl por
cada muestra. Recomendamos la preparacién de mezclas frescas para cada serie, justo

antes del uso.

Tabla 5. Preparacién del ARN fransportador y del control interno.

n = nimero de muestras y controles

n<13 n>13

Volumen (pl) Volumen (pl)
Componente (tubos Sarstedt)* (tubos de CO)*
ARN transportador de partida (CARRIER) (n+3)x3 (n+5)x3
Control inferno (n+3)x7,5 (n+5)x7,5
Tampén AVE (n+3)x109,5 (n+5)x109,5
Volumen final por muestra (excluido el volumen 120 120
muerto)
Volumen total para n muestras (n+3)x120 (n+5)x 120

* Micro tubes 2.0 ml Type H (microtubos de 2,0 ml de tipo H) y Micro tubes 2.0 ml Type | (microtubos de 2,0 ml de
tipo I) (Sarstedt, ref. 72.693 y 72.694). Si se prepara el IC como solucién de partida en un tubo mds grande,
multiplique el volumen total de cada componente por el nimero de tubos de IC utilizados. Se requiere una mezcla
de control interno correspondiente a 3 muestras adicionales (es decir, 360 pl). No debe superarse un volumen total
de llenado de 1,92 ml (que corresponde a un méximo de 13 muestras).

Si se utilizan mds de 13 reacciones en microtubos de 2,0 ml, prepare las reacciones en un tubo mds grande y
carguelas en varios tubos. Asegirese de que se afiade para cada tubo el volumen sobrante necesario de
3 reacciones adicionales.

 Tubos de poliestireno, de fondo redondeado, de 14 ml, de 17 x 100 mm (Becton Dickinson, n.° de referencia
352051). Se requiere una mezcla de control interno correspondiente a 5 muestras adicionales (es decir, 600 pl).
No debe superarse un volumen total de llenado de 13,92 ml.

Uso de un control de amplificacién

Los tampones RespiFast 1y 2 contienen un control de amplificacién (AC) especifico de ese
tampén RespiFast. El AC controla la segunda parte del protocolo RespiFast: la adicién

correcta de reactivos y la aplicacién del protocolo correcto de PCR y de andlisis de
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disociacién. Una sonda de deteccién marcada, BHQT1, detecta AC 1 y AC 2, y muestra

distintos valores de Tn, lo cual permite la deteccién de las reacciones de mezcla 1 y mezcla
2.

La reaccién de AC puede resultar desplazada en la reaccién siempre que se detecta una
infeccién intensa. Si no se defecta ninglin patégeno en la reaccién, el AC debe revelar un
valor méximo de disociacién, para validar la ausencia de las reacciones del patégeno en

esa reaccion.

Cuando hay una infeccién intensa presente en una de las mezclas de RespiFast de una
muestra, el IC puede mantenerse no detectado en esa mezcla RespiFast y en la mezcla
RespiFast correspondiente, porque el patégeno produce su desplazamiento durante la
preamplificacién. En ese caso, la presencia del AC en la mezcla RespiFast correspondiente

garantiza que se ha producido una amplificacién correcta en ambas mezclas RespiFast.
Uso del control positivo

El panel RespiFast RG contiene un control positivo que consiste en un pldsmido de ADN que
contiene las secuencias deseadas de cuatro patégenos que se pueden detectar con el
ensayo. En la Tabla 6 se presenta un esquema del contenido del control positivo. No es
necesario extraer el control positivo y se manipula posteriormente como una muestra normal
en el protocolo RespiFast RG. Se recomienda el uso del control positivo en una serie del

panel RespiFast RG, aunque no es obligatorio.
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Tabla 6. Control positivo

Valor deseado Mezcla de deteccion Canal de detecciéon T, promedio
Virus A de la Mezcla 1 FAM/ROX 74 °C
gripe
Bordetella Mezcla 1 FAM/Cy5 56,5°C
pertussis
Virus Mezcla 2 FAM/ROX 59,5°C
parainfluenza de
tipo 2
Coronavirus Mezcla 2 FAM/Cy5 60°C
229E
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Protocolo: Amplificaciéon mediante PCR y andlisis
de disociacién

Antes de comenzar

Descongele el ARN/ADN de molde (si estd congelado) y todos los reactivos, y conserve

los tubos en hielo.

Prepare cantidades ligeramente mayores que las necesarias de las distintas mezclas

para compensar las pérdidas producidas durante el pipeteo.

Procedimiento

Preamplificacion

1.

Invierta la mezcla maestra de preamplificacién varias veces para garantizar la
descongelacién completa y la homogeneizacién de la mezcla maestra. Centrifugue
brevemente el tubo. Prepare la mezcla de reaccién de preamplificacién segun se indica

en la Tabla 7 y consérvela en hielo.

La mezcla de reaccién contiene generalmente todos los componentes necesarios para la

PCR excepto la muestra.

Nota: Las mezclas del 2° paso se pueden preparar simultdneamente a la mezcla de
preamplificacién y deben conservarse en la oscuridad, a 4 °C, hasta su uso. La
preparacién simulténea de las mezclas Gnicamente puede realizarse cuando se sigue el
protocolo completo sin retrasos; no se permite ninguna pausa entre los dos pasos. No se
garantiza la estabilidad de las mezclas después de un periodo de conservacién mayor

(por ejemplo, de un dia para otro).
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Tabla 7. Preparacién de la mezcla de reaccién de preamplificacion.

Nomero de muestras 1 12
(color del tapén del tubo de reactivos)

Mezcla maestra de preamplificacién (morado) 6,25 pl 75yl
Pre-amplification primer Mix (mezcla de cebadores de preamplificacién) (blanco) 8,75 pl 105 pl
Volumen total 15 pl 180 pl

2. Mezcle la mezcla de reaccién de preamplificacién, suavemente pero por completo, y
pipetee 15 pl de la mezcla en cada tubo de PCR de 0,2 ml. A continuacién, afiada
10 pl de ADN/ARN eluido de la muestra eluida, de control negativo o de control

positivo (consulte la Tabla 8).

3. Cierre los tubos de PCR. Mezcle bien. Centrifugue brevemente los tubos y coléquelos de

nuevo en hielo o en un bloque de refrigeracién.

Tabla 8. Preparacién de las reacciones de preamplificacién.

Numero de muestras 1 12

Mezcla de reaccién de preamplificacién 15 pl 15 pl (cada
una)

Muestra, control negativo o control positivo 10 pl 10 pl (cada
una)

Volumen total 25 pl 25 pl (cada
una)

4. Programe el termociclador de bloque segin se indica en la Tabla 9.
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Tabla 9. Programa del termociclador para preamplificacién.

Transcripcién inversa
Paso de activacién inicial:

Termociclado en 3 pasos:

Desnaturalizacién
Alineacién (annealing)
Elongacién

Niémero de ciclos

En espera:

10 minutos

2 minutos

20 segundos
20 segundos
35 segundos
40

50 °C
95°C

94 °C

55°C

72 °C

20 °C

5. Inicie el programa de preamplificacién mientras los tubos de PCR permanecen en hielo.

Espere a que el termociclador alcance 50 °C. A continuacién, coloque los tubos en el

bloque del termociclador y cierre la tapa calentada.

2° paso del panel RespiFast RG

6. Cree un perfil de temperatura correspondiente al instrumento Rotor-Gene Q, segin se

indica en los pasos descritos a continuacién. En la Tabla 10, se presenta un resumen del

programa del termociclador.

Configuracién de los pardmetros generales del ensayo
Creacién de nuevos canales

Edicién de la ganancia

Programacién del perfil de temperatura

Programacién del programa de disociacién

Resumen y guardado de la plantilla

Inicio de la serie

Figura 2, Figura 3
Figura 4 o Figura 7
Figura 8, Figura 9
Figura 10 a Figura 15
Figura 16, Figura 17
Figura 18, Figura 19
Figura 20

Todas las especificaciones hacen referencia al software Rotor-Gene Q, versién 2.3.

Puede encontrar mds informacién acerca de la programacién de los instrumentos Rotor-

Gene en el manual del usuario del instrumento. En las ilustraciones, estos valores de
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configuracién aparecen recuadrados en negrita. Se incluyen ilustraciones

correspondientes a los instrumentos RotorGene Q.

Tabla 10. Resumen del programa del termociclador para el termociclado en dos pasos

Comentarios
Paso de desnaturalizacién inicial: 2 minutos 95°C
PCR 1: Termociclado en 3 pasos: PCR de alta
Desnaturalizacién 15 segundos 94 °C especificidad
Alineacién (annealing) 15 segundos 55°C
Elongacién 15 segundos 72 °C
Nomero de ciclos 10
PCR 2: Termociclado en 3 pasos:
Desnaturalizacién 15 segundos 94 °C
Alineacién (annealing) 15 segundos 50°C Adquisicién*
Desnaturalizacién 15 segundos 72 °C
Nimero de ciclos 23
Desnaturalizacién: 2 minutos 95 °C
Programa de disociacién: - 40 -90°C Adquisiciént

* Canales de adquisicién: Green, ganancia 4; Red, ganancia 1; FAM™/ROX, ganancia 8; y FAM/Cy5,
ganancia 10.

 Canales de adquisicién: Green, Red, FAM/ROX y FAM/Cy5. Utilice la siguiente opcién: “Optimize gain before melt
on all tubes”. “The gain giving the highest fluorescence less than 95 will be selected”. (Optimizar la ganancia antes
de la disociacién en todos los tubos. Se seleccionard la ganancia que dé la fluorescencia mds alta inferior a 95).
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7. En primer lugar, abra el cuadro de didlogo “New Run Wizard” (Asistente para nueva
serie) (Figura 2). Marque la casilla “Locking Ring Attached” (Anillo de bloqueo
acoplado) y haga clic en “Next” (Siguiente).

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor
72-\Well Rotor
Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

[V Locking Ring Attached

Skip Wizard :

Figura 2. Cuadro de diglogo “New Run Wizard”.
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8. Seleccione 25 en el campo del volumen de reaccién y haga clic en “Next” (Figura 3).

Mew Run Wizard

Click. this button ta
move to the next
page in the wizard. If
it iz dizabled, vau
may heed to perform
an operation on thiz
page before
cantinuing.

Thiz screen displays mizcellaneous options far the mun, Complete the fislds,
clicking Mest when you are ready to move to the next page.

Operator : Qiagen

Mates

Reaction I:: 3
Yolume [pL):

Sample Layout : I'I, 2.3.

Skipwizard | << Back

Figura 3. Configuracién de los parémetros generales del ensayo.
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9. Haga clic en el botén “Create New” (Crear nuevo) en el siguiente cuadro de didlogo
“New Run Wizard” (Figura 4) y programe dos canales adicionales, como se muestra en

las Figura 5 a Figura 7.

Mew Run Wizard E

Temperature Profile : This bow displaps
help on elements in
the wizard. Far help
an at item, hover
wour mouze over the
itern far help, Yiou
can also click on a
combo box to display
help about itz
available zettings.

Edit Profile ... |

Channel Setup

M ame | Source | Detector | Gain |

Green 470nm 51 0nm 5 ;

“ellow 530nm  B55nm 5

Orange  585nm 610nm 5 E dit Giain... |

Fed G25nm  BEOnm 5

Crimzon  680nm Y10hp 7 Bemove |
Rezet Defaults |

Gain Optirmizatior... |

SkipWwizard | ¢ Back News> |

Figura 4. Creacién de canales nuevos.
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Mew Run Wizard A

Temperature Profile : The channels editor
letz you edit gains
an_EI define new

-

HE s om zignal
Edit Channel E ce/detector
~ Getlings : figurations for
.
A channel iz a source and detector combination uzed to
acquire data. Here you can modify theze parameters to create
new combinations for new chemistries.
Edit Profile ... | |
Mame : |Fam /RO '|
Channel Setup [
Nams I o Source : |4?Dnm ;I
Green 470§ Detector IE‘I Orrn ;I
ellow 530
Orange 58500 5ain - Ig =l
Ried 625N -
Crimgon  B80R| . | 2
l 0K ! Cancel I Help I |

Gain Optimization. .. |

Skipwieard | <<Back | Mews» |

Figura 5. Creacién del canal nuevo “FAM/ROX".
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New Run Wizard

Figura 6. Creacién del canal nuevo “FAM/Cy5".

Temperature Profile :
f “Edit Channel
[} Setings : also click on a
A channel is a source and detector combination used to box to display
acquire data. Here you can modify these parameters to create about its
new combinations for new chemistries. ilable settings
Edit Profile ... |
Name : FAM/CyS
Channel Setup :
Nams I y Source : |470nm LI
Green 47 || Detector : |880nm ;]
Yellow 53 —
Orange SE[Y Gain |10 2
Red g2 7" =
Crimson 68
il I e g
SkipWizard | <<Back |  New>> |
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Hew Run Wizard

Temperature Profile : This box displays
help an elements in
the wizard. Far help
on an item, hover
wour mouze over the
itern far help. vou
can also click on a
combo baox to display
help about itz

available settings.
Edit Profile ... |

Channel Setup

Mame | Source | Detector | Gain |
Green 470nm 510nm
ellow 530nm  B55nm
(range B85nm B10nm
Fed E25nm  BEOnm
Crimzon E80nm  ¥10hp
FaM/RD=  470nm  E10nm
Fakd /Cph 470nm  BEOnm

Fain Optimigation...

Edit Gair...

Bemove

— 00 - N

=

Fezet Defaults

Skip Wizard << Back Hext =5

Figura 7. Canales nuevos incluidos.
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10.Edite la ganancia correspondiente a cada canal, como se muestra en la Figura 8. Los
valores de configuracién finales de la ganancia correspondientes a cada canal se

indican en la Figura 9.

Los valores de configuracién de la ganancia correspondientes al instrumento Rotor-
Gene Q se seleccionan con objeto de impedir la saturacién en los canales de deteccion.
Sin embargo, si se observa saturacién en cualquiera de los canales de deteccién, deben

adaptarse los valores de configuracién de la ganancia correspondientes al canal

saturado y debe hacerse un nuevo andlisis de la curva de disociacién.

Temperature Profile : Thiz box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hower
wour mouze over the
itern far help, Yiou
can alzo click on a
combo box to dizplay

(Gain for Green 1 help abaut itz

available zettingz.

Edit Profile ... |

Channel Setup

M ame | Source | [e ...

Green A70am &1 = 2
ellow B30nm  B5Y |

Orange B85nm Rl Cancel j

Fed G28nm  BEOnm 5 —_—

Crimzon EB0nm  F10hp 7 Bemoeve

Fam/ARO  470nm  E10nm a

FAM/CYS  470nm  B60Am 10 Reset Defauls |

Gain Ophmigation... |

Skipwizard | << Back News> |

Figura 8. Edicién de la ganancia. A modo de ejemplo, la figura muestra el ajuste de la ganancia en 4 correspondiente
al canal Cycling Green.
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Hew Run Wizard

Temperature Profile : This box displays
help an elements in
the wizard. Far help
on an item, hover
wour mouze over the
itern far help. vou
can also click on a
combo baox to display
help about itz

available settings.
Edit Profile ... |

Channel Setup

Gain | Create Mew. .

Bemove

Fak /R0

‘ Fezet Defaults

FAM/CyS  470nm_ BE0nm 10
Fain Optimigation... |
SkipWizard | << Back Nests> |

Figura 9. Valores de configuracién finales de la ganancia correspondientes a todos los canales. Los canales necesarios
son: Green, ganancia 4; Red, ganancia 1; FAM/ROX, ganancia 8; y FAM/Cy5, ganancia 10.
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11.Haga clic en el botén “Edit Profile” (Edicién del perfil) en el siguiente cuadro de didlogo

“New Run Wizard” (Figura 10) y programe el perfil de temperatura, como se muestra en

las Figura 11 a Figura 16.

Hew Run Wizard

X]

Temperature Profile :

Edit Profile ...

Channel Setup

Thiz box dizplays

help on elements in
the wizard. Far help
an at item, hover
wour mouse over the
itern far help, viou
can alzo click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Figura 10. Edicién del perfil.

MHame | Source | Dretectar | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm 4 E dit |
ellow B30nm  BEBAm [} —
Orange B8Bhm B10nm [} EE i
Red E25nm  BEOnm 1
Crimzon E80nm  F10hp 7 Bemaove |
FAM/RO=  470nm  B10nm a
FAM/CyS  470rm  GEOrm 10 Fieset Defauls
Gain Optimizatiorn. .. |

Skip Wizard | << Back Newtss |
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Z .U H| e
MNew Open |SaveAs Help
The run will take approximately 3 minute(z] to complete, The graph below represents the run to be performed ;

gees cycle below to modify it ;

Hinld Ingert after.. |
Inzert befare. .. |

Remave |

Hold Temperature: g5 I!C

Hold Time : 2 Iming 0 |secs

Figura 11. Paso de desnaturalizacién inicial.
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7

New Open Save As ‘ Help
The min will take approximately 20 minute(z] to complete. The graph below represents the un to be performed ;

Click on a cycle below ta madify it :

rﬁﬁm— Ingert after... I
] H = Insertbefore...i

Remove I

Thiz cucle reneat:0 10 | timefz)
2 ‘ ‘ Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

=] =l

94°C for 15 secs I

5 a 15 seconds 4

% 728C for 15 secs
B | e |
I~ Touchdown 5EAC for 16 secs

3—m—— 000000 L= ¥

Figura 12. PCR 1.
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=
¥ H a
Tiew Cpen Save As Help

The run will take approximately 72 minute(s] to complete. The graph below reprezents the run ko be performed :

Click on a cycle below to madify it :
Holc! [Fiead-Only]

Irisert after.. |
Inzert befare... |
Femave |

odify it, or press + or - to add and remaove steps for this cycle.

B - | -
Timed Step J 94°C For 15 secs I )
|

SlIELE
15 seconds
[
720 for 15 secs I
;— 5

Aeguining o Cocling &

on FAM/CYE, FAM/RDH,
Green, Hed

I~ Long Range
I~ Touchdown

50°C for 15 secs

3 11—

Figura 13. PCR 2, incluida la adquisicién de la sefial a 50 °C. Los canales necesarios para la adquisicién se muestran
en la Figura 14.
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'8 Edit Profile
7, 8 H| e

The rn will take

Same az Previous : I[New Acquisition]

L

Acquizition Configuration :
wailable Channels Acquiing Channels :

]

Mame | LI Mame |
Crimzon Fak/Cvs
Click an a cycle t |Jl HRM LI FAM/ROR
Hald Orange Green
Cycling “rellow il Fed
Cycling 2
Hold 2
To acquire from a channel, select it from the list in the left and click ». To stop acquiing from a

channel, select it in the right-hand list and click <. Tao remove all acquisitions, click <<.
Fiamp from IE

Riizing by |1_

Don't Acquire Help

W ait for IE Dye Chart > |

Wit Fior |5_ Dye Channel Selection Chart

Acquire to

A70nm | 5100m | FAMY, SYBR Green 1+, Fluarescein, EvaGreen, Alexa Fluar 488

Gain Optimisat = = = - =
Yellow 530nm | 555nm JOE, WICY, HE, TET, CAL Fluor Gold 540, Y akima ' ellow--

¥ Optimize
585nm | 10nm RO+, CAL Fluor Red 6104, Cy3.54 Texas Red!, Alexa Fluor 5684

Orange
The gain givi - - -
e gain g B25rm |BE0nm | Cy5Y), Quasar 570, Alexa Fluor 6339
will be selecte - -

E80nm | 710hp Quazarf05+, Alexa Fluor B804

4B0nm | 510nm [SYTO 94, EvaGreen ™

Figura 14. Seleccién de todos los canales necesarios para la adquisicién.
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1,
PR 5 R | @

Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 74 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click on a cycle below to maodify it :

Hold Insert after... |
Inzert befare. |

E_l,lc:ling

2 Hold Temperature : g5 |![;
Hold Time : 2 |mins 1] |secs

Figura 15. Desnaturalizacién de los productos de la PCR.
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M Edit Profile

.8 H | e

Tew Open  Save As Help

The run will take approximately 108 minute(z) to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Haold Inzert after... |

Cycling

Cycling 2 Inzert before... |
Remove |

Ramp from |40 = degrees to |30 = degrees,
Riizing by |1 ::II degree(s] each step.
wiait for ISD zeconds of pre-melt conditioning on first step,
Wit for 5 j zeconds for each step afterwards.

Acquire to el & | on FAM/CYE, FAMAROK, Green, Red

Gain Optimisation

|v iDptimize gain before melt on all tubes

The gain giving the highest fluorescence less than |95 ﬂ
will be zelected.

Figura 16. Programa de disociacion.

Manual del panel RespiFast RG  06/2015

40



A .8 W e

Mew
The rn will take

Same az Previous : I[New Acquisition]

(o
oo

=
Acquizition Configuration :
Awailable Channels : Acquiing Channels :
Name | LI Narne |
Crimzon Fak/Cvs
Click an a cycle t | HRM LI FAM/ROR
Hald Orange Green
Cycling “rellow il Fed
Cycling 2

Hold 2
b elt

Fiamp from IE

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click ». To stop acquining from a
channel, select it in the right-hand list and click <. Tao remove all acquisitions, click <<.

Riizing by |1_ | |

W ait for IE Dye Chart »> | Don't Acquire Help
Wit Fior |5_ Dye Channel Selection Chart
Acquire to ’:
) o A70nm | 510nm Fam SYER Green 14, Fluorescein, EvaGreen', Alexa Fluor 435
Gain Optimisat = = = -
- Yellow  [530nm [5585nm | JOEW WICE, HEX, TET, CAL Fluor Gold 5404, ' akima *ellow-’
¥ Optimize
Orange | 585nm | 610nm RO+, CAL Fluor Red 6104, Cy3.54 Texas Red!, Alexa Fluor 5684
The gain givit = = =
will be selecte E28hm | BEOnm Cy5+, Quasar 670, Alexa Fluor 6334
B30nm | 710hp Quasar?05Y, Alexa Fluor 5304
460nm | 510nm | SYTO 94, EvaGreen-!

Figura 17. Adquisicién durante el programa de disociacién.
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New Run Wizard

Temperature Profile :

Channel Setup

Create Hew... |

|

Gain Optimization...

MHame | Source | Detector | Gain | -

Green 470nm B10nm 4 Edit |
Yelow B30nm B55hm g —
Qrange A88nm  B10nm I} Edit Gain... |
Red G25nm  BEOnm 1

Crimzan B80nm  710hp 7 _ | Bemaove |
HRM 4600 B10nm K

FAM/ROX  470hm  G10nm B v| Feset Defauls |

edit the profile
zhown in the box
above

X

Click thiz button to

Skip Wizard | << Back |

Figura 18. Resumen del perfil de temperatura.
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12.Guarde la plantilla para un uso posterior (Figura 19).

New Run Wizard |

Surmmmary :
Sefting | Walue |
Fak/CTYR Gain 10
Fak RO Gain g
Green Gain 4
Red Gain 1
Fotor F2\ell Rotar
Sample Layaut 1.2.3. ..
Reaction %olume [in microliters] 25

Start Bun

Once vou've confirmed that your run setings are corect, click Start Bun to Save Template 'I
begin the run. Click Save Template to zave settings for future runz.

Skip ‘Wizard {¢ Back

Figura 19. Guarde la plantilla para un uso posterior.

13.Prepare la mezcla 1 del 2° paso segin la Tabla 11 y la mezcla 2 del 2° paso segin la

Tabla 12, y, a continuacién, mézclelas suavemente, pero por completo.

Si las mezclas del 2° paso ya se han preparado en el 1¢ paso, espere a que finalice el

programa de preamplificacién y, a continuacién, continGe en el paso n.° 14.
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Tabla 11. Preparacién de la mezcla 1 del 2° paso.

Numero de muestras 1 12

(color del tapén del tubo de reactivos)

Tampén RespiFast 1 (rojo) 19 pl 228 pl

Enzima RespiFast (naranja) 1 pl 12 pl

Volumen total de la mezcla 1 del 2° paso. 20 pl 240 pl
Tabla 12. Preparacién de la mezcla 2 del 2° paso.

Numero de muestras 1 12

(color del tapén del tubo de reactivos)

Tampén RespiFast 2 (azul) 19 pl 228 pl

Enzima RespiFast (naranja) 1yl 12 pl

Volumen total de la mezcla 2 del 2° paso. 20 pl 240 pl

14.Para cada muestra, pipetee 20 pl de la mezcla 1 del 2° paso en un tubo en tira de PCR

para Rotor-Gene, y pipetee 20 pl de la mezcla 2 del 2° paso en un tubo en tira de PCR

para Rotor-Gene.

15.Una vez finalizado el programa de preamplificacién (paso 5), saque los tubos de PCR

del termociclador y centrifdguelos brevemente. Pipetee 5 pl de cada reaccién de

preamplificacién en cada uno de los dos tubos en tira de PCR, uno, con la mezcla 1 del

2° paso, y otro, con la mezcla 2 del 2° paso (consulte la Tabla 13).
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Tabla 13. Preparacién de las reacciones del 2° paso.

Numero de muestras 1 12

Mezcla 2 del 2° paso 20 pl 20 pl (cada una)
Reaccién de preamplificacién 5l 5 pl (cada una)
Volumen total 25 pl 25 pl (cada unda)
Mezcla 2 del 2° paso 20 pl 20 pl (cada una)
Reaccién de preamplificacion 5l 5 pl (cada una)
Volumen total 25 pl 25 pl (cada unda)

16.Cierre los tubos en tira con los tapones correspondientes y coléquelos inmediatamente
en el rotor del instrumento Rotor-Gene Q.

17.Coloque el rotor en el instrumento Rotor-Gene Q. Cerciérese de que el anillo de bloqueo
(accesorio del instrumento RotorGene Q) esté colocado en la parte superior del rotor, a

fin de evitar la apertura accidental de los tubos durante la serie.

18.Empiece la serie (Figura 20) utilizando la plantilla guardada (paso 12).
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New Run Wizard x|

Summary :
S etting I Walue I
FAk/CYE Gain 10
Fakd /RO Gain g
Green Gain 4
Fed Gain 1
Fotor Fe-wfell Rator
Sample Layout 1.2.3...
Reaction Yolume [in microliters] 25

Start Run

Save Template

Once vou've confirmed that your run setlings are correct, click Start Bun to
begin the wn. Click Save Template to save settings for future rung.

SkipWizard << Back

Figura 20. Comienzo de la serie.
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Interpretacién de los resultados

Normalizacién

En los instrumentos Rotor-Gene Q, los datos brutos correspondientes al canal FAM/Cy5

deben normalizarse primero para compensar la interferencia entre los distintos canales.

Para la normalizacién de las sefales de Cy5, abra el canal bruto Melt A.FAM/Cy5 (valores
de configuracién del filiro de 470 — 660 nm). Haga clic en el botén “Option” (Opcién) y
seleccione “Normalise to Melt A.FAM/ROX” (Normalizar respecto de Melt A.FAM/ROX). El
archivo de datos brutos recién generado Melt A.FAM/Cy5/Melt A.JFAM/ROX tiene que ser
normalizado respecto del canal Red (valores de configuracién de filtro de 625/660 nm).
Para ello, abra el archivo de datos brutos nuevo Melt A.FAM/Cy5/ Melt A.FAM/ROX, haga
clic en el botén “Option” y seleccione “Normalise to Melt A.Red” (Normalizar respecto de
Melt ARed). Con esta normalizacién, se corrige la fluorescencia dependiente de la

temperatura de Cy5, lo cual da lugar a un valor méximo de disociacién mds simétrico.
7 |- .
Andlisis

Para analizar el archivo de datos brutos, abra la ventana “Analysis” (Andlisis) y seleccione
el correspondiente archivo de datos brutos normalizados para FAM/Cy5 en la ficha “Melt”
(Disociacién). No es necesario normalizar las sefiales del canal Green (IC) (valores de
configuracién de filiro de 470 — 510 nm) y del canal FAM/ROX (valores de configuracién
de filtro de 470 - 610 nm); también se seleccionan los archivos de datos brutos
correspondientes para los canales FAM/ROX y Green. las diferentes temperaturas de

disociacién de las sondas SMART se indican en la Tabla 14, pdgina 49.
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Umbral

Con el uso de la optimizacién de la ganancia en la aplicacién informdtica Rotor-Gene Q en
el programa de disociacién de la reaccién del 2° paso del panel RespiFast, como se
describe en la Tabla 10 (pdgina 25) y en la Figura 16 (pdgina 40), deben configurarse los
siguientes valores de umbral en los grédficos del andlisis de la curva de disociacién para

analizar los resultados de las muestras.

o Canal FAM/ROX: Umbral = 1
e Canal FAM/Cy5 (normalizado): Umbral = 0

e Canal Green (IC): Invierta el signo de dF/dT y seleccione todas las muestras que no
hayan revelado un valor méximo de disociacién positivo en los canales FAM/ROX y
FAM/Cy5 con ambas mezclas. Configure manualmente el umbral en el valor méximo de
fluorescencia a 40 y 45 °C obtenido con estas muestras negativas. Ahora, las muestras
que revelen valores méximos de disociacién con ambas mezclas dentro de los intervalos
aceptables de Tn del control interno y los controles de amplificacién pueden
considerarse muestras negativas verdaderas (véase un ejemplo en la Figura 21). Las

muestras que no revelen ningin resultado positivo de control interno o uno solo deben

considerarse no vdlidas. Deben reanalizarse las muestras no vélidas.
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Figura 21. Ejemplo de una muestra negativa detectada en el canal Green: En la reaccién de mezcla 1 verde, en la
reaccién de mezcla 2 rosada. Configure manualmente el umbral en el valor maximo de fluorescencia entre 40 y 45

°C.

Tabla 14. Dianas y valores T., correspondientes de las sondas SMART.

Cédigo del
Intervalo aceptable  patégeno Cédigo del patégeno
Marcador Sonda SMART de T.. (°C) (mezcla 1) (mezcla 2)
Cy5 Sonda Cy5 1 50,5-53,5* L. pneu 0OC43
Sonda Cy5 2a 55-58 B. pert -
Sonda Cy5 2b 52,5-55 - HKU1/NL63
Sonda Cy5 3 60,5 - 63,5 Rhino/Entero
58,5-61,5 229E
Sonda Cy5 4 66,5 - 69,5 C. pneu =
Sonda Cy5 5 70,5-73,5 M. pneu -
Sonda Cy5 6 76-79 - HINI1
ROX Sonda ROX 1 53,5-56,5 RSVA PIV1
Sonda ROX 2 58 - 61 Adeno PIV2
Sonda ROX 3 62,5-65,5 hMPV PIV3
Sonda ROX 4 66,5 - 69,5 RSVB PIvV4
Sonda ROX 5 72,5-755 InfA Boca
Sonda ROX 6 76,5-79,5 InfB -
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Codigo del

Intervalo aceptable  patégeno Cédigo del patégeno
Marcador Sonda SMART de T.. (°C) (mezcla 1) (mezcla 2)
BHQ1 Sonda BHQ1 1 70,5-73,5 IC IC
Sonda BHQ1 AC1 61 -64 ACI1 -
Sonda BHQ1 AC 55,5-58,5 - AC2

* Los valores méximos de la sonda Cy5 1 aparecen a veces como un valor méximo doble. El valor de T, del segundo

valor méximo es el correcto.
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En la Tabla 15 se presenta un resumen de los resultados de la curva de disociacion.

Tabla 15. Resultados de la curva de disociacion del panel RespiFast RG

Reaccién de las muestras de RespiFast

Mezcla 1 Mezcla 2
FAM FAM

ROX Cy5 IC ACI |[ROX Cy5 IC AC2 | Resultados de las muestras
+ — /= /[ - +/- + | Valor deseado positivo ROX 1*
- + 4/ +/-| - - +/- + | Valor deseado positivo Cy5 1*
= = w= + - +/- +/- | Valor deseado positivo ROX 2*
- - +/- o+ - + +/- +/- | Valor deseado positivo Cy5 2*
- - + + - - + + | Negativo
+ + /- o+~ - - +/- + | Valores deseados positivos ROX 1y Cy5 1*
- - 4/~ o+ + + +/- +/- | Valores deseados positivos ROX 2 y Cy5 2*
+ - /- o+~ o+ - +/- +/-| Valores deseados positivos ROX 1y ROX 2*t
- + /- +/-| - + +/- +/- | Valores deseados positivos Cy5 1y Cy5 2*T
+ - +/- 4/~ - + +/- +/- | Valores deseados positivos ROX 1y Cy5 2*
- +  +/- +/-| + - +/- +/- | Valores deseados positivos Cy5 1y ROX 2*1
+ -+~ /- - - - - | No vélido a causa de ausencia de reaccién de mezcla 2
= + o+~ +/-| - - - - | No vélido a causa de ausencia de reaccién de mezcla 2
- - - - + - +/- +/- | No vdlido a causa de ausencia de reaccién de mezcla 1
— — - - - + +/- +/- | No vdlido a causa de ausencia de reaccién de mezcla 1
- - - - - - - - | No vélido
_ _ _ . _ _ _ . Extraccién incorrecta no vdlida o ausencia de muestra

afadida en la reaccién 2SMART

* Los patégenos correspondientes se pueden encontrar en la Tabla 14.

* Cualquier combinacién de estos resultados es posible, lo que se traduce en un resultado positivo de varios valores
deseados, detectados con la mezcla 1y la mezcla 2, en ambos canales de deteccién ROX y Cy5.
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Nota: Una reaccién de mezcla del panel RespiFast RG resulta validada por la presencia de

uno de los siguientes elementos:

® un valor maximo positivo de disociacién del patégeno;
® un valor maximo positivo de disociacién de AC y un valor méximo positivo de IC;

® un valor maximo positivo de disociacién de AC (IC es desplazado a causa de una
infeccién intensa por un patégeno, detectada con la mezcla de 2° paso correspondiente

de RespiFast).

Las reacciones no vdlidas deben repetirse. Cuando solamente una de las dos reacciones de
2° paso de RespiFast de una muestra revela un resultado no vélido, se debe repetir la
reaccién no vdlida del panel RespiFast RG, empezando por la reaccién de preamplificacion

(con el uso del extracto disponible de dcido nucleico).

Cuando una muestra revela un resultado no vdlido de una muestra a causa de un patégeno,
IC y AC, o a causa de la ausencia de un patégeno e IC, se debe repetir la reaccién del
panel RespiFast RG, empezando a partir de la extraccién de dcido nucleico de la muestra

original.
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Guia para la resolucién de problemas

Esta guia para la resolucién de problemas le serd de utilidad para resolver los problemas
que puedan surgir. Si desea obtener mds informacién, consulte también la pdgina de
preguntas frecuentes de nuestro Centro de asistencia técnica:

www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. los cientificos del servicio técnico de QIAGEN

estardn siempre encantados de responder a cualquier pregunta que fenga sobre la
informacién y los protocolos de este manual, asi como sobre las tecnologias para el
tratamiento de muestras y ensayos de biologia molecular (encontrard la informacién de

contacto en la contracubierta o en www.qiagen.com).

Comentarios y sugerencias

Ausencia de valores maximos de disociacién especificos visibles y valor maximo de disociacion del IC no visible
a) Errores de programacién en  Programe el termociclador segin se indica en “Protocolo: Amplificacién
el programa de mediante PCR y andlisis de disociacién”, pdgina 22, y repita el ensayo.

termociclado

b)  Error de pipeteo o reactivo  Repita el ensayo RespiFast segin se indica en “Protocolo: Amplificacién

ausente mediante PCR y andlisis de disociacién”, pdgina 22.
¢) No se ha afiadido el IC o Es importante afadir el IC y el ARN transportador al tampén de lisis,
este se ha afiadido antes de  preferiblemente después de que se haya afiadido este a la muestra,
la adicién del tampén de independientemente del protocolo de extraccién utilizado (consulte “Uso de
lisis a la muestra un control interno y de un ARN transportador”, pagina 17). De lo contrario,

el IC podria degradarse debido a las nucleasas presentes en la muestra.
Repita la extraccién de 4cidos nucleicos y el ensayo RespiFast.

d) Presencia de inhibidores de  Repita el ensayo utilizando una dilucién quintuple del ARN/ADN aislado.
la PCR en la muestra

Ausencia de un pico de disociacién del IC visible en presencia de picos de disociacién especificos de patégenos

Infeccién intensa o infeccién  El IC ha resultado desplazado en el ensayo. El resultado aun asi es vélido.
mltiple
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Comentarios y sugerencias

Se ven picos de disociacion falsos
Contaminacién cruzada Asegurese de que los pasos de reaccién se realicen en habitaciones
diferentes para evitar la contaminacién cruzada.
Repita el ensayo RespiFast.

Compruebe el programa de termociclado y asegirese de que todos los pasos
que requieran manipulacién se realicen como se explica en “Protocolo:
Amplificacién mediante PCR y andlisis de disociacién”, pdgina 22.
Asegurese de trabajar en hielo cuando lo indique el protocolo.

Repita el ensayo RespiFast.
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Control de calidad

El panel RespiFast RG es fabricado por PathoFinder BV en Maastricht (Paises Bajos), en
sistemas de calidad acreditados conforme a la norma EN ISO 13485:2012.

Limitaciones

El panel RespiFast RG facilita el diagnéstico de las infecciones respiratorias cuando se
utiliza junto con ofros resultados clinicos y analiticos. Los resultados negativos no indican
necesariamente la ausencia de infeccién respiratoria viral o bacteriana. Los resultados
negativos no deben utilizarse como Gnica base para el diagnéstico, la terapia u ofras
decisiones relacionadas con el tratamiento. Los resultados positivos no descartan una
infeccién concomitante por ofros patégenos. Los patégenos detectados pueden no ser la

causa concluyente de la enfermedad.

En el diagnéstico final deben incluirse otras pruebas andliticas y la evaluacién de la

presentacién clinica.

El producto estd destinado a ser utilizado exclusivamente por profesionales de laboratorio.

Caracteristicas del rendimiento

Visite www.giagen.com/p/RespiFast-RG-Panel-CE para ver las caracteristicas de

rendimiento del panel RespiFast RG.
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Simbolos

En el envasado y en el etiquetado pueden aparecer los siguientes simbolos:

Definicién del simbolo

Contiene reactivos suficientes para <N> reacciones

Fecha de caducidad

3
o
]
o

A

z

v

>R

V Dispositivo médico de diagnéstico in vitro
Nomero de referencia

Niémero de lote

@]

Némero de material

GTIN Nomero mundial de articulo comercial (Global Trade Item Number)
Limitacién de temperatura

Fabricante

Consultar instrucciones de uso

Precaucién

/
)

N
Z

Proteger de la luz solar
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Informacién de contacto

Para recibir asistencia técnica y solicitar mds informacién, consulte nuestro Centro de

Asistencia Técnica, en www.qgiagen.com/Support, llame al 00800-22-44-6000 o péngase

en contacto con uno de los departamentos de servicio técnico de QIAGEN o con los

distribuidores locales (consulte la contracubierta o visite www.giagen.com).
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Informacién para pedidos

Producto Contenido N.° ref.
RespiFast RG Panel Diagnéstico in vitro CE para 25 4693163
reacciones: Mezcla maestra  de
preamplificacién,  control interno,
mezcla de primers de
preamplificacién, tampones RespiFast,
enzima RespiFast, control positivo
Kit QlAamp MinElute Virus Spin: para la purificacién simultanea de ADN y
ARN viral de muestras de hisopo nasofaringeas
QIAamp MinElute Virus Spin Kit ~ Para 50 minipreparaciones: 50 57704
(50) columnas QlAamp MinElute,
proteinasa de QIAGEN, ARN
transportador, tampones, tubos de
recogida (2 ml)
Kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini: para la purificacién
automdtica simultdanea de ADN y ARN viral de muestras de hisopo
nasofaringeas, en combinacién con el instrumento QlAsymphony SP
QlAsymphony DSP Para 192 preparaciones (200 pl cada 937036
Virus/Pathogen Mini Kit una): contiene 2 cartuchos de reactivos
y gradillas de enzimas y accesorios
QlAsymphony SP
Médulo de preparacién de muestras QlAsymphony, garantia de 1 afio 9001297
para piezas y mano de obra
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Rotor-Gene Q MDx: para andlisis de PCR en tiempo real validado para
diagnéstico in vitro en aplicaciones clinicas

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Termociclador para PCR en tiempo real 9002032

Platform y analizador de disociacién de alta
resolucién con 5 canales (verde,
amarillo, naranja, rojo y carmesi) mdas
un canal HRM, ordenador portdtil,
software y accesorios: incluye una
garantia de 1 afio para piezas y mano
de obra; no se incluye la instalacién y

la formacién

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Termociclador para PCR en tiempo real 9002033

y analizador de disociacién de alta
resolucién con 5 canales (verde,
amarillo, naranja, rojo y carmesi) mds
un canal HRM, ordenador portétil,

System

software, accesorios: incluye una
garantia de 1 afio para piezas y mano
de obra, instalacién y formacién

Rotor-Gene Q: para un rendimiento sobresaliente en la PCR en tiempo real

Rotor-Gene Q 5plex HRM Termociclador para PCR en tiempo real 9001580

Platform y analizador de disociacién de alta
resolucién con 5 canales (verde,
amarillo, naranija, rojo y carmesi) mds
un canal HRM, ordenador portdtil,
software, accesorios: incluye una
garantia de 1 afo para piezas y mano
de obra, no incluye instalacién y

formacion
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Rotor-Gene Q 5plex HRM
System

Accesorios de Rotor-Gene Q

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(250)

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(2500)

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

250 tiras de 4 tubos y tapones para
1.000 reacciones de 10 - 50 pl

10 x 250 tiras de 4 tubos y tapones
para 10.000 reacciones de 10 — 50 pl

9001650

981103

981106

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 pueden

consultarse en www.qiagen.com o pueden solicitarse al servicio técnico de QIAGEN o dl

distribuidor local.
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Marcas comerciales: QIAGEN®, QlAamp®, MinElute®, QIAsymphony®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); BHQ® (Biosearch Technologies, Inc.); Cy® (GE Healthcare);
FAM™, GeneAmp®, ROX™ (Life Technologies Corporation); SmartFinder (PathoFinder B.V.).

Acuerdo de licencia limitada para el panel RespiFast RG

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 Gnicamente conforme a los protocolos suministrados con el producto y a este manual y para su uso exclusivo con los componentes
incluidos en el panel. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes contenidos en este
panel con componentes no incluidos en el mismo, excepto segin se describe en los protocolos suministrados con el producto, en este manual y en protocolos
adicionales disponibles en www.giagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales han sido suministrados por usuarios de QIAGEN para usuarios de QIAGEN.
Estos protocolos no han sido rigurosamente comprobados ni optimizados por QIAGEN. QIAGEN no los garantiza ni ofrece garantias de que no infrinjan los
derechos de terceros.

2. Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este panel ni su(s) uso(s) no infrinja(n) los derechos de ferceros.

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

4. QIAGEN niega especificamente cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expr

5. El comprador y el usuario del panel aceptan no realizar ni permitir a ofros realizar ningin paso que pueda conducir a acciones que hayan sido prohibidas en las
especificaciones anteriores o que pueda facilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier fribunal para el cumplimiento de
las prohibiciones especificadas en este Acuerdo de licencia limitada, y recuperard todos los gastos derivados de la investigacién y de los costes del juicio, incluidos
los honorarios de abogacia, en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier ofro derecho de propiedad intelectual
en relacién con este panel y con sus componentes.

Para obtener los términos actualizados de la licencia, visite www.qiagen.com.

Aviso al comprador

Este producto es fabricado por PathoFinder BV en Maastricht (Paises Bajos), en sistemas de calidad acreditados conforme a las normas EN 1ISO 13485:2012. Estos
productos se venden para su uso exclusivamente por el usuario final y no pueden revenderse, distribuirse ni reacondicionarse.

© 2015 QIAGEN, reservados todos los derechos.
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Esta pdgina se ha dejado deliberadamente en blanco.
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Esta pdgina se ha dejado deliberadamente en blanco.
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Pedidos www.qiagen.com/contact | Asistencia técnica support.giagen.com | Sitio web www.qiagen.com

1090425 145021934



