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Influenza A Control Interno Control | Control
(HIN1)2009 (HEX) Negativo | Positivo Interpretacion
(FAM)
Influenza A
* *- - * (H1N1)2009Positivo
) + . Influenza A (HIN1)2009
) Negativo
- - - + Invalido
+ + + - Invalido

Tabla 6. Interpretacion
+: curva de amplificacion

- sin curva de amplificacion

Una muestra se considera positiva, si el valor Ct obtenido es menor de 40 y el confrol inTeQuesfro 0 no una
gréfica de amplificacion. En ocasiones, la deteccién del control interno no es necesdrigmya que la presencia de

un alto numero inicial de copias del dcido nucleico diana puede causar una a 16n preferencial de esta

Oltima. 6

Una muestra se considera negativa, si no se detecta una curva de a n por encima del valor umbral, y

el control interno si la presenta. La inhibicidon de la reaccion de PC ser excluida por la amplificaciéon del

control interno. 0

Figura 1. Ejemplo de graficas de amplificacion del control negativo y positiv8 @ Fimento realizado en el equipo Bio-Rad CFX96™Real-Time PCR

Detection System.
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El result se considera invdlido si se observa una grdfica de amplificacién en el control negativo o ausencia

de senal en el pocillo del confrol positivo. En ese caso, se recomienda repetir el ensayo.

En caso de ausencia de la senal de conftrol inferno en los pocillos de muestra, se recomienda repetir el ensayo

diluyendo la muestra 1:10 o repetir la extraccion para descartar posibles problemas de inhibicion.

En el caso de obtener un resultado de dudosa interpretacién, se recomienda verificar la correcta realizacién de
cada uno de los pasos y revisar los pardmetros y la forma sigmoidea de la curva. Si la situacién no se resuelve, se
recomienda repetir el ensayo, preferiblemente por duplicado. El resultado de la prueba debe ser evaluado en el

contexto del historial médico, los sinfomas clinicos y otfras pruebas de diagndstico por un profesional de la salud.
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10. Limitaciones del test

e Elresultado de la prueba debe ser evaluado en el contexto del historial médico, los sintomas clinicos y ofras
pruebas de diagndstico por un profesional de la salud.

e Este ensayo se podria utilizar con diferentes tipos de muestras, aunque sdlo ha sido validado con RNA
extraido de muestras de frotis faringeo.

e El correcto funcionamiento de la prueba depende de la calidad de la muestra; el dcido nucleico deber ser
extraido de forma adecuada de las muestras clinicas. Una forma inadecuada de recoleccidn, alfnacenaje
y/o transporte de las muestras puede dar lugar a falsos negativos. \

e Se puede detectar un bagjo niUmero de copias molde diana por debajo del limite de d@ , pero los
resultados pueden no ser reproducibles. Q

e Existe la posibilidad de falsos positivos debido a la contaminacién cruzada con lpfluenzd A (H1N1)2009 ya

sea por muestras que contienen altas concentraciones de RNA molde di

2

11. Control de calidad O

r contaminacién por
arrastre a partir de productos de PCR de reacciones antferiores.

VIASURE Influenza H1N1.Real Time PCR Detection Kit con‘riene:&rgs positivo y negativo que deben ser

incluidos en cada ensayo para interpretar correctamente los résultadedos. Ademds, el control interno (Cl) en cada

pocillo confirma el correcto funcionamiento de la técnica.

12. Caracteristicas del test Q

O
12.1. Sensibilidad y especificida %a

Se evaluaron 127 muestras de frotis fdri de pacientes sinfomdticos utilizando VIASURE Influenza HIN1 Real
Time PCR Detection Kit. Estos res 0s'$e compararon con los obtenidos por métodos de deteccidén molecular

(RIDA®GENE Flu (R-Biophar, )Q T® PneumoVir (Genomical)).
nfes:

RIDA®GENE Flu (R-Biopharm)+
CLART® PneumoVir (Genomica)

K + - Total
SURE Influenza HIN1
e

al Time PCR Detection

Los resultados fueron los si

b + 57 0 57
- 0 70 70
Total 57 70 127

Tabla 7. Comparativa de resultados

Los resultados muestran una alta sensibilidad y especificidad para detectar la Influenza A (HIN1)2009 utilizando
VIASURE Influenza H1IN1 Real Time PCR Detection Kit.
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12.2. Sensibilidad analitica

VIASURE Influenza HIN1.Real Time PCR Detection Kit tiene un limite de deteccidén de =50 copias de RNA por

reaccion. (Figura 2).

Figura 2. Diluciones seriadas de un estandar de Influenza A (HIN1)2009. (107-102 copias/reaccion). Experimento realizado en el equipo Bio-Rad

CFX96™ Real-Time PCR Detection System (canal FAM).
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12.3. Especificidad analitica Q

.
La especificidad del ensayo de Influenza x 2009 fue confirmada probando un panel compuesto por
diferentes microorganismos que repres s patdgenos respiratorios mds comunes. No se detectaron
reacciones cruzadas con ninguno delos$igBientes microorganismos testados, excepto con los patégenos diana

que detecta cada ensayo. K
’ Q&
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Prueba de reaccion cruzada

Bordetella pertussis _ | Adenovirus humano 2 cepa Adenoid 6 ) Virus Influenza i

A/Mallard/Netherlands/2/2009 (H7N7)

Legionella bozemanii . Adenovirus humano 5 B Virus Influenza A/turkey/Virginia/2002 x )
PR8-IBCDC-5 (H7N2)
Legionella micdadei - Virus Influenza A/New - Virus Influenza A/chicken/Hong -
Caledonia/20/99(HINT) Kong/G9/1997 x PR8-IBCDC-2 (H?N2)
i i Virus Influenza Virus Influenza
regionela dumot | AsCalifornia/7/2009(HINT)pdmog-ke | | A/mallard/Netheriands/12/2000 (H7N7) - ) -
IBCDC-1
Legionella longbeachae _ | Virus Influenza A/Netherlands/1250/2016 -+ Virus Influenza A/ph ew _
pdmO09 (clade 6B. ersey. - -
HINT)pdmO09 (clade 6B.1 J /1355/1998 (HS IBEDC-4
Legionella pneumophila _ Virus Influenza A/Michigan/45/2015 -+ Virus Influenza A/Sin INFIMH-16- _
(HINT)pdmO09 0019/
) Virus Influenza
Mycoplasma pneumoniae - A/Singapore/GP1908/2015, IVR-180 -/*+ | Virus Influe A/South Australia/55/2014 | -
(HINT)pdmO09 &
Streptococcus pneumoniae - ‘ - Viry o A/Uruguay/716/2007 _
Virus Influenza A/Perth/16/2009 (H3N2) P N2)(NYMC-175C)

Staphylococcus aureus subsp.

- | Virus Influenza A/Thiringen/5/17 (H3N2) fluenza B/Brisbane/60/2008-like -

aureus

Methicillin-resistant

Virus Influenza

staphylococcus aureus A/Switzerland/9715293/2013 (H3N2) Virus Influenza B/Netheriands/207/06 | -

Haemobhilus influenzae _ | Virus Influenza A/Hong Kong/4801/ ' . -
p NYMC X-263B (H3N2) Virus Influenza B/Florida/04/06
Moraxella catarrhalis _ | VirusInfluenza A/Netherlands/ 14 _ ) _
(H3N2) (clade 3 Virus Influenza B/Phuket/3073/2013
Virus parainfluenza humano 1.2, | | i influenza A/Net dsf2393/2015 | _ | Virus Influenza B/Netherlands/2518/2016 | _
3y4 (H3N2), (cl@de3CT (clade 1A)

Virus Respiratorio Sincitial (RSV) Virus Influenz g Kong/213/2003 | Virus Influenza B/Netherlands/365/2016 |

1) (clade 3)

Metapneumovirus humano Ay B A/Turkey/Germany

+86/2014 (H5N8)

- Virus Influenza B/Colorado/6/2017 -

Coronavirus humano 229E

irus Influenza A/DE-
inerente/AR8444/ 2013 (H5N8)

- Virus Influenza B/Maryland/15/2016 -

Rhinovirus humano
irus Influenza A/Anhui/1/2013 (H7N9) -

*
Tabla 8. Mx anismos patégenos de referencia utilizados en este estudio.

12.4. Re idad analitica

La reactiidad de VIASURE Influenza HIN1 Real Time PCR Detection Kit se evalud frente a las cepas derivada de
A/Netherlands/1250/2016 (HIN1)pdmO09? (clade 6B.1), A/California/7/2009 (H1N1)pdm09-like, A/Michigian/45/2015
(HINT)pdmO09 y A/Singapore/GP1908/2015, IVR-180 (HINT)pdm09?, mostrando un resultado positivo.
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14. Symbols for IVD components and reagents/Simbolos para reactivos y

productos para diagnostico in vitro

In vitro diagnostic
device Keep dry Use by

- :

Manufacturer \ de

Almacenar Fecha de . .
Producto para . Fabricante Umero de lote
. PSS en lugar seco caducidad
diagndstico in vitro
Contains Sam Catalogue
Consult instructions sufficient for . 9
number

/R/ Temperature

[Ty foruse limitation \»/ <n>ftest DIL : [ReF

. yente de NUmero de
Consultar las Limitacion de Contiene <n>

. . estra referencia
instrucciones de test
Uso temperatura K
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COMPATIBILIDAD DE LOS EQUIPOS A TIEMPO REAL MAS COMUNES

Las tiras de bajo perfil pueden usarse en todos los termocicladores equipados con un bloque de perfil bajo,

como los sistemas listados en la tabla A.1. Las tiras de perfil alto pueden usarse en todos los termocicladores PCR

equipados con blogue de perfil alto o normal (high profile), como los sistemas listados en la tabla A.2. Si no

encuentra su termociclador en la siguiente lista, por favor pdngase en contacto con su proveedor.

Tabla A.1 TERMOCICLADORES CON BLOQUE DE BAJO PERFIL

Fabricante

Modelo

Fabricante

Agilent Technologies

AriaMx/AriaDx Real-Time PCR System

Abbott

Applied Biosystems

7500 Fast Real-Time PCR System (1)

Applied Biosystems

Real-Time PCR System (9)

Applied Biosystems

7500 Fast Dx Real-Time PCR System (1)

Applied Biosystems

9560 Real-Time PCR System

Applied Biosystems

QuantStudio™ 12K Flex 96-well Fast

Applied Biosystems

900 HT Real-Time PCR System (8

Applied Biosystems

QuantStudio™ 6 Flex 96-well Fast

Applied Biosyste

~

ABI PRISM 7000 (4]

Applied Biosystems

QuantStudio™ 7 Flex 96-well Fast

Applied Bios

ABI PRISM 7700 ()

Applied Biosystems

QuantStudio™ 3 Fast Real-Time PCR
System ()

Applie YA S

QuantStudio™ 12K Flex 96-well

Applied Biosystems

QuantStudio™ 5 Fast Real-Time PCR
System

2 g

8@ Biosystems

QuantStudio™ 6 Flex 96-well

Applied Biosystems

StepOne Plus™ Real-Time PCR System ()

ied Biosystems

QuantStudio™ 7 Flex 96-well

Applied Biosystems

StepOne™ Real-Time PCR System (5

Applied Biosystems

QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (9)

Applied Biosystems

ViiA™ 7 Fast Real-Time PCR stfe

Applied Biosystems

QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System

(1)Seleccionar Ramp Speed “Standard”.
(2)Ver Anexo 3 para la configuracion de los valores de

exposicion.

(3)El producto se debe reconstituir siguiendo el procedimiento
adecuado (ver Procedimiento del test) y transvasar a los tubos
especificos Rotor-Gene® Q o SmartCycler®.

(4)Se necesita un soporte especial que ajuste con estos equipos
Roche de PCR a tiempo real.

(5)No lectura en canal Cy5.

(6)Lectura solo en canales FAM y HEX.

Tabla A1/A2. Equipos compatibles de PCR a tiempo real mas comunes.

IU-HNVO12enes0319 rev.04

BIONEER Exicycler™ 96 x‘ e Applied Biosystems ViiA™ 7 Real-Time PCR System
Bio-Rad . Analytik Jena Biometra TOptical
Bio-Rad Analytik Jena Biometra qTOWER 2.0
Cepheid BIONEER Exicycler™ 96
) . CFX96™ / CFX96™ VD Real-Time PCR Detection
Qiagen Bio-Rad
System
Roche Light N8O Real-Time PCR System (4) Bio-Rad iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System
&
Roche Li% ler ®96 Real-Time PCR System (4) Bio-Rad iCycler iQ™S5 Real-Time PCR Detection System
Roche & g Cobas z480 Analyzer (4) Bio-Rad MyiQ™ Real-Time PCR Detection System (¢)
O Bio-Rad MyiQ™?2 Real-Time PCR Detection System (!
Cepheid SmartCycler®
DNA-Technology DTprime Real-time Detection Thermal Cycler (2)

DNA-Technology

DTlite Real-Time PCR System (2)

Eppendorf

Mastercycler™ep realplex

Qiagen

Rotor-Gene® Q)

Stratagene / Agilent

Mx3000P™ Real Time PCR System

Technologies
STrO;:Sf}QZ é ;glem Mx3005P™ Real Time PCR Systern
VIASURE VIASURE 48 Real Time PCR System 2
VIASURE VIASURE 96 Redl Time PCR System 2
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ANEXO 2

CANALES DE DETECCION DE LOS EQUIPOS A TIEMPO REAL MAS COMUNES

Los canales de fluorescencia de algunos de los termocicladores a tiempo real mds comunes se especifican en la
Tabla A3.

TERMOCICLADORES A CANAL CANAL DE
TIEMPO REAL VIASURE DETECCION OBSERVACIONES
FAM FAM Algunos pocillos pueden tener una deriva anormal de la fluofeéscencia durante
Bio-Rad CFXO6™ HEX HEX . los c.iclos ir?icioles de la carreraq, dond? Iuggr a unai g endgfﬁe no
ROX ROX sigmoidea. Si ve este efecto, en el menu Setting, se Idfopcion Apply
Cy5 Cy5 Fluorescence Drift Correction dentro de Bosel ettings para corregirlo.
FAM FAM Opciodn del control pasivo ROX desactivada. Al @ pocillos pueden tener una
deriva anormal de la fluorescencia dur los ciclos iniciales de la carrera,
ABI 7500 HEX vIC dando lugar a una linea ascendente no %deo. Si ve este efecto, por favor
Applied Biosystems modifique la linea base (Baseline): S los valores para Start Cycle y End
ROX ROX Cycle de forma que la linea bas antes de comienzo la deteccién de
Cy5 Cy5 un aumento sighi ivo de la fluorescencia.
FAM 465/510
Roche HEX 533/580 e @ ere compensacion de color
Lightcycler®480Il ROX 533/610
Cy5 618/660
FAM Channel 1
Smartcycler® HEX Channel 2
Cepheid ROX Channel 3
Cy5 Channel 4 e
FAM FAM
HEX VIC <
Abbott m2000rt ROX ROX x\O
Cy5 Cy5 V
Mx3000P™ FAM 7
Mx 3005P™ HEX | Opcidn del control pasivo ROX desactivada
Stratagene ROX (
AriaMx
Agilent
AM Green
Durante la configuracién de los canales (Channel Setup), presione el botdon
Rotor-Gepé® HEX Yellow "Gain Optimisation" y después vaya a "Optimise Acquaring". La fluorescencia del
Qiagen apartado Target Sample Range tiene que estar enfre 5y 10 Fl para cada canal.
ROX Orange Ademds, marque la opcién "Perform Optimisation Before 1st Acquisition”.
Cy5 Red
FAM Green En el meny “Run Profile”, infroduzca los pardmetros correctos para “Temperature
Mic Real Time PCR HEX Yellow Control” (Standard TAQ (v3)), Volume (20 ul) y el protocolo térmico apropiado.
Cycler ROX Orange En la ventana “Cycling”, seleccione la opcién *Acquire on” para todos los
bms canales haciendo click sobre ellos. Utilice los valores de “Gain” que aparecen
Cys Red por defecto para cada canal (Green = 3, Yellow = 10, Orange = 10, Red = 10).
FAM FAM
Exicycler™ 96 HEX JOE
BIONEER ROX ROX
Cy5 Cy5
Tabla A3: Canales de deteccion de fluorescencia de diferentes equipos de PCR a Tiempo Real

B
-
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ANEXO 3

CONFIGURACION DE LOS VALORES DE EXPOSICION

Los pardmetros de exposicion de algunos termocicladores deben ajustarse para su adecuacidén y correcto
funcionamiento con los test “VIASURE Real Time PCR Detection Kits". Este ensayo ha sido validado con los

siguientes valores de exposicién:

- DTprime Real-time Detection Thermal Cycler (DNA-Technology) y VIASURE 96 Real Time PCR (CerTest
Biotec S.L.): canal FAM -500*, canal HEX - 1000, canal ROX - 1000 y canal Cy5 -1000.

- DTlite Real-Time PCR System (DNA-Technology) y VIASURE 48 Real Time PCR System (Cer@ofec S.L.): canal
FAM -500, canal HEX - 500, canal ROX - 500 y canal Cy5 - 500. 6

*Si el resulfado en el canal FAM no es el esperado, no hay amplificaciones o se o@: elevado ruido de fondo,

por favor, baje los valores de exposicidén indicados anteriormente hasta 150.

IU-HNVO12enes0319 rev.04
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e CFX™ and IQ5™ are registered trademarks of Bio-Rad Laboratories.

e ABI®, QuantStudio™, StepOnePlus™ and ViiA™ are registered tfrademarks of Thermo Fisher Scientfific Inc.
e LightCycler®is a registered trademark of Roche.

e Mx3000P™, Mx3005™ and AriaMx are registered tfrademarks of Agilent Technologies.

e Mastercycler™is a registered frademark of Eppendorf.

e Rotor-Gene®Q is a registered trademark of Qiagen.

e SmartCycler® is a registered frademark of Cepheid.

Revision: March 2019 @
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