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Muestra liofilizada de PCR para la deteccion de la
infeccién de malaria

48 (6x8) tubos de 0.2 mL con mezcla liofilizada
para reconstituir con 25 pL

NOTA: lea atentamente este folleto antes del uso. Siga estrictamente las instrucciones.

USO INDICADO

STAT-NAT® Malaria Screening es una prueba de PCR multiplex
cualitativa para la identificacion de la infeccion de la malaria en ADN
extraido de sangre entera recogida en tubos EDTA. Es una prueba
diagnostica aplicable ante la presencia de un posible caso de
malaria. La prueba es capaz de identificar la presencia de especies
pertenecientes al género Plasmodium (especie Plasmodium, especie
P.) que afectan a humanos (Plasmodium falciparum, Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax). Ademas, en el
mismo ciclo, el kit identifica la presencia de especies P. falciparum
que podrian representar un riesgo inmediato para la vida del
paciente que necesita ser tratado inmediatamente con el
medicamento adecuado. El kit incluye también un juego de
cebadores para la amplificacion de un Control Interno.

PRINCIPIO
STAT-NAT® Malaria Screening es una mezcla liofilizada para
amplificacion del ADN de un ensayo/un tubo que permite la
ejecucion de un ensayo sin la preparacion manual de mezclas de
reaccion. La configuracién en alicuotas pequefias, liofilizadas,
estables a temperatura ambiente minimiza todos los p05|bles
riesgos derivados de la contaminacién y de los errores de
pipeteado. STAT-NAT® Malaria Screening estd compuesto por un
tampon optimizado de reaccion, una enzima polimerasa
cJoollmerasa Hot Start Taq), cloruro de magnesio, cebadores y
NTPs. El uso de polimerasa Hot Start reduce la formacion de
f)roductos de amplificacion no especificos debido a la inhibicion de
actividad enzimética a bajas temepraturas. Los cebadores
especificos garantizan la sensibilidad y la especificidad del ensayo.

REACTIVOS
Los reactivos, correctamente almacenados a una temperatura de 15 a
30°C, son estables hasta la fecha de caducidad impresa en el envase.
COMPONENTES DEL KIT:
6 strips de PCR para 8 tubos, que contienen una mezcla liofilizada
compuesta por:

- MgCly;
- dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP);
- Polimerasa Hot Start Taq;
- cebadores especificos;
- tampon de reaccion.
Para reconstituir con 25 pL.
INSTRUMENTOS Y MATERIALES
NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
Equipo habitual de laboratorio molecular: pipetas de volumen
variable, plasticos estériles desechables, sistema de extraccion de
ADN, ciclador térmico PCR y sistema de electroforesis en gel.
Reactivos: agua (use solo agua para PCRR plantilla ADN (los
mejores resultados se obtienen con ADN de alta calidad), controles
positivos y negativos.
NOTAS Y LIMITACIONES
Para evitar la obtencién de resultados erréneos:
- examine el producto antes de usar para verificar que el contenido
tiene un aspecto sdlido y blanco (Figura 1). Deseche el producto
gue tenga signos de contaminacion por humedad;
- el producto debe ser manejado por personal con la formacion
necesaria en técnicas de biologia molecular, tal como extraccion
de acidos nucleicos, amplificacion y detecmon
- es necesario mantener separada la zona de extraccion de la
muestra, la zona de preparacion del reactivo y la zona de
amplificamon/detecmon

INSTRUCCIONES DE USO

Corte el sobre de aluminio en el punto indicado por las muescas
laterales. Cada sobre de aluminio contiene una sola tira de 8 tubos y
un pequefio gel de silice naranja.

Saque la tira del sobre. Se recomienda utilizar toda la tira de 8 tubos
en una sola sesion. Conservar el kit a temperatura ambiente.
Asegurese de que el sobre esté siempre bien sellado y de que el gel
de silice esté aun dentro.

Elimine el sobre de aluminio y su contenido si el gel de silice cambia
de naranja a verde.

PROCEDIMIENTO:

1. Extraiga el ADN de las muestras para que sea examinado
(sistema de extraccion no incluido en el kit);

2. prepare los controles positivos y negativos (control negativo
especie Plasmodium y control sin plantilla, NTC), controles no
suministrados;

3. saque del kit el nimero de tubos de ensayo necesario;

4. afada los componentes enumerados en la Tabla A a la mezcla
liofilizada en cada tubo de ensayo. La mezcla liofilizada se
disolvera en pocos segundos;

Componentes Volumen por tubo/reaccién
ADN extraido (=100 ng/uL) 1-5 L

Agua para PCR Hasta un volumen final de 25 pL
Volumen final de reaccién 25 pL

Tabla A

5. asegurese de que no hay burbujas de aire; si fuera asi,
eliminelas por aspiracion con la punta de la pipeta;
6. lleve a cabo el PCR usando el perfil térmico mostrado en la

Tabla B.

Segmento Numero de ciclos Temperatura | Tiempo

1 1 94 °C 2 min

94 °C 30 seg

2 40 55 °C 30 seg

72 °C 45 seg

3 1 72 °C 5 min

Tabla B

El perfil térmico sugerido fue probado con cicladores térmicos
Applied Biosystems.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El tamafio de los fragmentos ampliados, analizados en gel de
agarosa del 3%, corresponde a:

Control Interno: 268 pares de bases (pb)

Especie Plasmodium: de 215 a 221 pb dependiendo de la especie
Plasmodium falciparum: 168 pb

También puede amplificarse una banda extra de 240 bp en
presencia de Plasmodium vivax, esta condicion no afecta a la
sensibilidad del ensayo.

La Figura 2 muestra los resultados posibles en gel de agarosa del
3%.

P.spp P.spp P. falciparum
negativa positiva positiva

- Control interno - Control interno - Control interno

(268 bp) - 215-221 bp -P.spp
- 168 bp
Figura 2
Figura 1
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La reaccion NO se considera valida y debe repetirse si:

- las muestras negativas de la especie Plasmodium muestran una
amplificacion que no corresponde con el Control Interno;

- NTC presenta amplificacion.

Para muestras que se demuestran correctamente negativas, no
debe excluirse que haya una concentracion de ADN Plasmodium
mas baja del limite de deteccién del sistema.

El producto de amplificacion puede usarse para otras técnicas,
como la secuenciacion, la clonacion, etc.

CONTROL DE CALIDAD

El Control Interno del ensayo da indicaciones sobre el
funcionamiento del sistema y sobre la ausencia de inhibidores de
polimerasa que podrian causar falsos negativos. Se recomienda
encarecidamente validar cada ciclo de andlisis introduciendo un
control positivo y otro negativo.

Como control negativo se puede utilizar una muestra
diagnosticada previamente como negativa.

Como control positivo, se puede utlizar una muestra
diagnosticada previamente como positiva.

Como NTC, puede usarse agua para PCR.

Se recomienda utilizar una muestra positivo de nivel medio para
validar el ciclo de anlisis.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

- SENSIBILIDAD ANALITICA

Limite de deteccion

La sensibilidad analitica del ensayo, como limite de deteccién, se
determine utilizando un panel de dilucion de ADN Plasmodium
falciparum en el rango de concentracion limitante. Los valores se
asignaron utilizando el siguiente procedimiento experimental
(Tabla C):

Sesiones Ensayo por sesion

5 5 niveles x 10 duplicados

Tabla C

La sensibilidad analitica de este ensayo identifica la presencia de
100 copias de objetivos por reaccion.

Los limites de deteccion se calcularon con una probabilidad entre
el 95% y el 50% de tener un resultado positivo (Tabla D).

Limite de detecciéon

95% 100 gEg/prueba

50% 10 gEg/prueba

Tabla D

- SENSIBILIDAD DIAGNOSTICA Y ESPECIFICIDAD
Muestras Fosmvas con parasistemia diferente
La sensibilidad diagnéstica del ensayo, como positividad de la
muestra clinica, se evalu6 con el analisis de muestras
previamente diagnosticadas en el centro de referencia con la
prueba de referencia estandar (microscopia).
Muestras negativas
La sensibilidad diagnostica del ensayo, como negatividad clinica
de la muestra, se evalud con el analisis de un panel de muestras
negativas. Los resultados se muestran en la Tabla E.

Encontrados
Muestras Esperados — -
Positivos | Negativos
Muestras positivas 133 132 1
Muestras negativas 50 0 50
Tabla E

La sensibilidad del ensayo y su especificidad corresponden
respectivamente al 99% y 100%.

CONSISTENCIA

Contaminacién cruzada

La consistencia del ensayo, como ausencia de contaminacion
cruzada, se evalud utilizando un panel de positivos fuertes y
negativos. El panel contenia 10 muestras, cinco negativas y cinco
positivas fuertes, que se analizaron en posiciones alternas. No se
obtuvo evidencia de contaminacion cruzada y todos los negativos
se confirmaron como se muestra en la Tabla F.

Panel de muestras Encontrados
alternadas positivas | Esperados — -
negativas Positivo Negativo
Muestras positivas 5 5 0
Muestras negativas 5 0 5
Tabla F

PRECAUCIONES DE USO

Este ensayo es exclusivamente para uso diagndéstico in vitro.
Las muestras de sangre periférica se deben recoger en EDTA
segun lo indicado en los procedimientos de [aboratorio y
almacenarlos a 2-8 °C durante tres dias como maximo. Se puede
almacenar durante un maximo de 30 dias a -20 °C.

El ADN extraido debe ser puro y evitar la contaminacién con
heparina. La hef)arlna es un inhibidor fuerte de la polimerasa y
podria causar falsos negativos.

Ademas de los posibles riesgos relacionados con los
componentes reactivos, los productos pueden contener
componentes no reactivos como los conservantes (azida sédica
u otros) y detergentes. La concentracion total de estos
componentes es inferior a los limites indicados en las directivas
67/548/CEE, 1999/45/CE y la Norma EC 1272/2008 (CLP) y las
modificaciones subsiguientes sobre la clasificacion, el etiquetado
y el embalaje de preparaciones peligrosas se han llevado a cabo
consecuentemente.

No obstante, se recomienda manejar los reactivos con cuidado y
evitar la ingestion y el contacto con los ojos, la piel y las
mucosas, y utilizar los reactivos segun las buenas practicas de
laboratorio. Controle y elimine todas las muestras biologicas
como si fueran potencialmente infecciosas. Todo el material que
entre en contacto con la muestra biolégica se debe tratar con
hipoclorito de sodio al 0.5% durante al menos 30 minutos o
esterilizar en autoclave a 121°C durante 30 minutos y después
desechar. Siempre use dpi para proteccion individual. Lea todas
las instrucciones incluidas en el folleto del kit antes de realizar la
prueba. Siga estrictamente las indicaciones del folleto del kit. No
coma, fume ni beba en la zona de trabajo. Cumpla con la vida en
almacenamiento del kit. Use solamente los reactivos incluidos en
el kit. No use reactivos de otros kits comerciales para la prueba.

TRATAMIENTO DE RESIDUOS
:.oslreactivos se deben eliminar de acuerdo con la normativa
ocal.
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Fabricante

STAT-NAT® es una marca registrada en varias jurisdicciones que esta
exclusivamente autorizada a SENTINEL CH. SpA. La tecnologia STAT-NAT®
esta protegida mediante la patente n°® W02010133628 A1l.

Nota: Una barra vertical en el margen del texto indica los cambios en
comparacion con la version anterior.
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