,. . C€
vircell s

MICROBIOLOGISTS

AMPLIRUN® TOTAL MTB CONTROL
(SPUTUM)

Producto para diagndstico in vitro

MBTCO013: Células inactivadas de Mycobacterium tuberculosis
(MTB) formuladas para simular una muestra de esputo
humano con el propdsito de validar y controlar el
procesamiento de muestra, analisis y deteccion de ensayos
basados en la detecciéon de &cidos nucleicos utilizando el
producto como un control externo.

INTRODUCCION:

Mycobacterium tuberculosis es una bacteria extrictamente
aerdbica, no cromogénica, con crecimiento lento, acido alcohol
resistente y bacilar. EIl hombre es el Unico reservorio de M.
tuberculosis, un patégeno obligado transmitido por particulas
aéreas que puede permanecer latente durante afios antes de
causar una tuberculosis activa.

CARACTERISTICAS:

El contenido estd liofilizado. Es necesario reconstituirlo antes
de usarlo (Ver “Preparacién de los reactivos”). Los Controles
Totales estan disefiados para un solo uso, el material no
utilizado debe ser desechado. La deteccidn de acidos nucleicos
requiere de un paso de extraccion que permita la liberacidn del
ADN/ARN para la amplificacién y deteccién.

Descripcion del producto:
MTB: Crecido en medio de cultivo Middlebrook 7H9. Una vez
purificadas, las células fueron inactivadas y diluidas en una
matriz de esputo humano.

CONTENIDO DEL KIT:
VIRCELL TOTAL MTB CONTROL (SPUTUM): 10 viales con
células liofilizadas de M. tuberculosis (20000-50000
copias/vial). La concentracion del lote se indica en el
Certificado de Analisis.

La cuantificacion de M. tuberculosis fue realizada mediante
recuento de unidades formadoras de colonias en placas de
agar Middlebrook.

La validacidn de la cuantificacion fue realizada mediante PCR
en tiempo real.

Material necesario no contenido en el kit:
Agua de grado molecular.
Kit adicional de extraccion y deteccion.

CONSERVACION:

No requiere condiciones especiales de transporte. Conservar
en estado liofilizado a 2-82C. Tras reconstitucion, la suspension
debe ser utilizada en el mismo dia. El producto no utilizado
debe ser desechado.

ESTABILIDAD Y USO DE LOS REACTIVOS:

Usar todos los reactivos en condiciones asépticas para evitar
contaminaciones microbianas. Utilizar solo la cantidad de
reactivo necesaria para la realizacién de la prueba.

El producto es estable hasta la fecha de caducidad indicada en
la etiqueta siempre que se sigan las instrucciones de uso.

VIRCELL, S.L. no se responsabiliza de la inadecuada utilizacion
de los reactivos contenidos en el kit.

RECOMENDACIONES Y PRECAUCIONES:

1. Este producto es solo para diagndstico in vitro y esta
destinado al uso por personal sanitario cualificado.

2. El uso de puntas de pipeta con filtro es esencial para evitar
contaminaciones.

3. Las muestras deben ser tratadas como si fuesen infecciosas
utilizando procedimientos de seguridad del laboratorio.
Mantener limpias y desinfectadas todas las superficies de
trabajo con una solucidn recién preparada de hipoclorito
sédico 0,5% en agua desionizada o destilada.

4. Para la realizacidn del test es esencial tener areas de trabajo
independientes.

5. Todo el material no usado debe ser desechado de acuerdo a
la regulacion aplicable.

6. El componente VIRCELL TOTAL CONTROL podra contener
material genético o sustancias de origen animal y/o humano.
VIRCELL TOTAL CONTROL contiene microorganismos
inactivados, no obstante, deberia ser considerado
potencialmente infeccioso y manipulado con cuidado. Ningtn
método actual puede asegurar por completo la ausencia de
éstos u otros agentes infecciosos. Todo el material debe ser
manipulado y desechado como potencialmente infeccioso.
Observe la regulacion local en materia de residuos.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

1. Afladir 1000 pl de agua de grado molecular a cada vial (1] y
mezclar hasta una total reconstitucion. La concentracion sera
de aproximadamente 35000 copias/ml una vez reconstituido.
2. Agitar con vortex durante 30 segundos para disolver y
homogeneizar completamente.

3. Seguir las instrucciones del kit de diagndstico tratando el
TOTAL CONTROL del mismo modo que una muestra clinica
utilizando la cantidad recomendada para la extraccion y
deteccion.

GeneXpert® MTB/RIF:

1. Afadir 1000 pl de agua de grado molecular a cada vial 1] y
mezclar hasta una total reconstitucion. La concentracion sera
de aproximadamente 35000 copias/ml una vez reconstituido.

. Aiadir 2000 ul del buffer SR al control resuspendido.

. Mezclar por inversion 10-20 veces.

. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

. Mezclar otra vez por inversidn 10-20 veces.

. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

. Afadir 2000 pl de la solucién resultante con el control al
cartucho GeneXpert® MTB/RIF.
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CONTROL DE CALIDAD INTERNO:

Cada lote se somete a control de calidad interno antes de su
liberacidn. El control de calidad se realiza utilizando un kit de
preparacion de muestras y un ensayo de PCR en tiempo real
para la cuantificacidon. Los resultados finales del control de
calidad de cada lote estan disponibles.

INTERPRETACION DE RESULTADOS Y PROTOCOLO DE
VALIDACION PARA USUARIOS:
Seguir indicaciones de kit adicional de extraccion y deteccion.
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LIMITACIONES DEL METODO:

1. Este reactivo esta disefado para ser utilizado con métodos
de diagndstico humano. No ha sido verificado con otro tipo de
método.

2. El uso de este kit requiere la cuidadosa lectura vy
comprension del folleto de instrucciones. Es necesario seguir
estrictamente el protocolo para obtener resultados fiables.

3. Este producto esta indicado para ser usado solo por personal
formado en técnicas de biologia molecular.

4. El uso de este control externo no sustituye al de los
controles del kit de diagndstico empleado.

5. Conclusiones sobre cuantificacion no pueden ser obtenidas
mediante un Unico punto de concentracién conocida. Una
cuantificacion precisa de la muestra clinica requiere del
método de la recta estandar utilizando un calibrador como
MBC034 AmpliRun® MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS DNA
CONTROL.

6. AMPLIRUN® TOTAL no ha sido disefiado para ser utilizado
con un kit de diagndstico particular proveniente de un
determinado fabricante. Se utiliza para validar y controlar el
procesamiento de muestras, el andlisis y la deteccién de un
procedimiento funcional de laboratorio de diagndstico.

PRESTACIONES:

o TEST DE IDENTIDAD

Un analisis de PCR fue realizado después de la extraccidén con
una pareja de cebadores especificos para M. tuberculosis. La
reaccion produjo un fragmento del tamafio esperado.

o TEST DE CUANTIFICACION

La cuantificacion se realiza mediante gqPCR a tiempo real
empleando una curva de calibrado. Este método implica el uso
de multiples réplicas de diferentes diluciones seriadas tanto del
producto como del estandar de cuantificacion.

o PRECISION INTRAENSAYO

3 viales del producto fueron extraidos bajo idénticas
condiciones y 3 réplicas de cada extraccién fueron amplificadas
por el mismo operador bajo las mismas condiciones de qPCR. El
coeficiente de variacion fue menor del 15% entre todos los
ensayos.

o PRECISION INTERENSAYO

1 vial del producto fue extraido y 3 réplicas de este vial fueron
amplificadas por 2 operadores diferentes en 3 dias
consecutivos. El coeficiente de variacién fue menor del 15%
entre todos los ensayos.

SIMBOLOS UTILIZADOS EN EL PRODUCTO:

Producto para el diagndstico in vitro
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