Manual de Uso

GeneProof Aspergillus PCR Kit

GeneProof’

Molecular diagnostics for your routine

Ce€ivD

Producto médico para diagnostico in vitro

Este kit ha sido fabricado de conformidad con la Directiva EC 98/79/EC como dispositivo médico para diagndéstico in vitro y ha sido disefiado para su uso

profesional en laboratorios clinicos y de investigacion especializados.

CONTENIDO DEL KIT

Versién ISIN

Cl incluido en la MasterMix

REF ASP/ISIN/025 ASP/ISIN/050 ASP/ISIN/100
25 rxn 50 rxn 100 rxn
MasterMix
Aspergillus 1x750 pl 2x750 pl 4x750 pl

Positive Control
Aspergillus 1x200 pl 1x200 pl 2x200 pl

Internal Standard

Aspergillus R - -

Version ISEX
Cl suministrado en un tubo separado

Control de extraccién y de inhibicion de la PCR

ASP/ISEX/025 ASP/ISEX/050 ASP/ISEX/100
25 rxn 50 rxn 100 rxn
1x750 pl 2x750 pl 4Ax750 pl
1x200 pl 1x200 pl 2x200 pl
1x1000 pl 1x1000 pl 2x1000 pl

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE]

Los kits deben transportarse y almacenarse a temperaturas entre -85°C y -10°C. El kit permaneceréa estable al menos hasta la fecha de caducidad impresa

en el paquete si se mantiene a la temperatura de almacenamiento. La congelacion y descongelacion repetidas de los componentes del kit pueden resultar

en una menor calidad de deteccién.

CARACTERISTICAS TECNICAS

Secuencia diana Separador intergénico ITS2/28S ADNr

Especificidad Aspergillus spp. (Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus clavatus, Aspergillus
nidulans, Aspergillus oryzae, Aspergillus ustus, Aspergillus versicolor, Aspergillus niveus, Aspergillus candidus,
Aspergillus wentii, Aspergillus foetidus) con diferenciacion de Aspergillus terreus.

Sensibilidad analitica (LoD) Alcanza hasta 48,837 genoma/ml con un 95% de probabilidad
Tipos de muestras Sangre entera, plasma, BAL (Lavado broncoalveolar), esputo
Control de Calidad Regularmente testado por los paneles de evaluacion de calidad externos QCMD e Instand e.V.
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PRINCIPIOS DEL METODO

El kit de PCR esta disefiado para la deteccion de los representantes clinicamente significativos de la especie Aspergillus que causan enfermedades
infecciosas graves, especialmente en pacientes inmunodeficientes, mediante el método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real.
La deteccion de Aspergillus se basa en la amplificacion de una secuencia especifica de ADN mitocondrial y en la medicion del crecimiento de la
concentracion del producto de amplificacion mediante un proceso de PCR y sondas marcadas con fluoréforo. El género Aspergillus se detecta en el canal
fluorescente FAM, mientras que el canal Cy5 permite la deteccién de Aspergillus terreus. Se incluye un Control interno / Internal Standard (Cl) en la
mezcla de reaccion, que controla la posible inhibicion de la reaccion de PCR (version ISIN) y también la calidad del proceso de extraccion de ADN (version
ISEX). La amplificacién positiva del Cl se detecta en el canal de fluorescencia del fluor6foro HEX. El kit de deteccion utiliza la tecnologia "hot start”,
minimizando las reacciones inespecificas y asegurando la méaxima sensibilidad. La MasterMix lista para usar contiene uracilo-ADN-glicosilasa (UDG),
eliminando la posible contaminacién de la reaccién de PCR por productos de amplificacion. El kit esté disefiado para el diagnéstico in vitro y proporciona
deteccion cualitativa.

Version ISIN

El control interno / Internal Standard se incluye en el tubo de la MasterMix. Esta version del kit de PCR permite el control de inhibicion de la PCR.

Version ISEX
El control interno / Internal Standard se proporciona como un elemento independiente dentro del paquete. Esta version del kit de PCR permite tanto el

control de la inhibicion de la PCR como el control de la eficiencia del proceso de extraccion de acidos nucleicos.

TECNOLOGIA DE DETECCION DE ADN MICROBIANO
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PROCEDIMIENTO DE TRABAJO

TOMA Y CONSERVACION DE MUESTRAS

El muestreo de al menos 1 ml debe realizarse en un vial estéril sin ningln medio de transporte y enviarse al laboratorio en un rango de temperatura de

+2°C a +8°C dentro de las 24 horas. Para el almacenamiento a largo plazo, las muestras deben mantenerse entre -85°C y -10°C.

PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La extraccion de acidos nucleicos debe realizarse mediante kits de extraccion disponibles en el mercado, de acuerdo con los protocolos para la

extraccion de material clinico en particular. El fabricante recomienda el protocolo de aislamiento de hongos y los siguientes kits de aislamiento:

GeneProof PathogenFree DNA Isolation Kit
croBEENA16 NucleicAcid ExtractionSystem
Cuando se utilizan las versiones ISEX de los kits de PCR, el Cl debe agregarse directamente a la muestra al comienzo del proceso de aislamiento de

modo que al final 1 yl del volumen de elucidn resultante contenga 0.1 pl del Cl:

Volumen de Elucion 25 pl 50 pl 100 pl 200 pl

Internal Standard 2.5 ul 5l 10 pl 20 pl

PREPARACION DE LA PCR

1. Agregue 30 pl de MasterMix en los tubos de PCR.

2. Agregue 10 pl de la muestra de acido nucleico aislada o 10 pl de control positivo / positive control en los tubos de PCR individuales. El volumen final
de la mezcla de reaccion sera de 40 pl.

Es necesario mantener todos los componentes a +2°C hasta +8°C durante la preparacion de la PCR.

3. Cierre los tubos, centrifugue brevemente, insértelos en el dispositivo y deje que amplifiquen de acuerdo con el siguiente perfil de PCR.
iTenga mucho cuidado al manipular el control positivo / positive control o el material clinico, un manejo incorrecto podria provocar la contaminacion y el

consiguiente deterioro de los componentes del kit o de la MasterMix! El fabricante no es responsable por el deterioro del kit debido a un manejo incorrecto.

PROGRAMA DE AMPLIFICACION

Paso Temperatura Tiempo Dato recopilado Ciclos
Hold 37°C 2 min 1
Hold 95°C 10 min 1
95 °C 5s
PCR 60°c 40s FAM + HEX + Cy5 45
72 °C 20s
INSTRUMENTOS

Los kits de PCR GeneProof estan disefiados para su uso con dispositivos en tiempo real de varios fabricantes. Este kit de PCR ha sido
validado con los siguientes dispositivos:

Rotor-Gene 3000*

CFX96™/Dx Real-Time PCR Detection System
SLAN® Real Time PCR System

Applied Biosystems 7500 RealTime PCR System
LineGene 9600*

* La validacién se aplica a un modelo de dispositivo que proporciona deteccion en los siguientes canales: FAM, HEX y Cy5.
Los kits de diagndstico GeneProof se validan continuamente con varios tipos de dispositivos. Solicite la lista actualizada en support@geneproof.com.
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EVALUACION DE ANALISIS DE LAS MUESTRAS CLINICAS

Canal FAM Canal Cy5 Canal HEX Resultado Interpretacion

— V&lid0 Aspergillus spp. Positivo

0 Aspergillus spp./Aspergillus
—Valido terreus Positivo

Aspergillus terreus

"R RRRR
\

Vélido Positivo
Ct<38
Vélido Negativo
Ct>38 Invalido
Invalido
EVALUACION DEL ANALISIS DEL CONTROL
Canal FAM+Cy5 Canal HEX Resultado
VALIDO
Control Positivo -/_ o]
VALIDO
Control Negativo _/_ 0 |l——
Control Positivo -/_ o INVALIDO
Control Negativo
_/_ o INVALIDO

ADVERTENCIA

Se incluye en el paquete un inserto de paquete véalido Unico para un kit especifico o se debe solicitar al fabricante en particular para el lote en
particular. El kit debe desecharse después de su uso de acuerdo con la normativa legal vigente, teniendo en cuenta el hecho de que el kit no contiene
componentes peligrosos, infecciosos o toxicos que estén sujetos a normas de seguridad especiales, y los materiales de embalaje estan hechos de papel
y polipropileno. Si tiene alguna pregunta, comuniquese con nuestro Servicio al Cliente.

Atencion al cliente y soporte técnico Pedidos
Tel.: +420543211679 Tel.: +420543211679
Email: support@geneproof.com Email: sales@geneproof.com
GeneProof a.s.
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