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Consentimiento Informado 

Estimados Padres y/o Tutores: 

Su hijo/a ha sido seleccionado para participar en el estudio titulado “Diagnóstico 
Molecular de RV en Niños con IRA internados en el Hospital Regional Río Gallegos 
mediante Q-RT-PCR”, dirigido por la Bioquímica Pamela Victoria Reynares, en Laboratorio 

de Biología Molecular del Hospital Regional Río Gallegos.  

El personal correspondiente hablará con usted acerca de esta información y usted es 

libre de hacer preguntas en cualquier momento. Si usted está de acuerdo en que su hijo/a 

participe de este estudio, se le pedirá que firme este formulario de consentimiento y se le dará 

una copia para que la guarde. 

El propósito de este estudio “Diagnóstico Molecular de RV en Niños con IRA 
internados en el Hospital regional Río Gallegos mediante Q-RT-PCR” es implementar el 

diagnóstico de RV por la técnica de Q-RT-PCR en pacientes pediátricos con diagnóstico 

clínico de IRA internados en el HRRG y realizar un análisis epidemiológico de los contagios a 

lo largo de las diferentes estaciones climáticas del año, agrupándolos según edad, sexo del 

paciente.  

Su participación consistirá en autorizar el uso de la muestra respiratoria oportunamente 

recolectada para la determinación de otros virus respiratorios, para la determinación de RV 

mediante métodos moleculares y la inclusión de los resultados obtenidos en el análisis 

estadístico-epidemiológico posterior. 

La participación en este estudio no conlleva riesgos para la salud del niño/a ni su 

persona. 

La participación es totalmente confidencial, ni el nombre, DNI, número de historia 

clínica o ningún tipo de información que pueda identificar el niño/a aparecerán en los registros 

del estudio, ya que se utilizarán códigos. El almacenamiento de los códigos estará a cargo del 

investigador responsable y serán resguardados en formato digital en la PC1 del Laboratorio 

de Biología Molecular del Hospital Regional Río Gallegos hasta 2 años después de culminado 

el estudio. 

Este estudio no tiene costos para usted y no se beneficiará de permitir la participación 

del niño/a en este estudio, sin embargo, la información que pueda obtenerse a partir de su 

participación será de utilidad para contribuir al conocimiento del comportamiento del virus en 

esta región y así obtener una mejora en la atención en la comunidad. Si Ud. desea, se le 

entregará un informe con los resultados de los exámenes realizados para que lo comparta 

con su médico tratante. 



 

 

S

Ud. puede negarse a participar en cualquier momento, lo cual no la perjudicará ni 

tendrá consecuencias para el niño/a, ni tampoco le afectará en su atención médica. El retirarse 

del estudio no le representará ninguna penalidad o pérdida de beneficios a los que tiene 

derecho. 

Las muestras recolectadas serán almacenadas en el Laboratorio de Biología 

Molecular, ubicado en el Hospital Regional Río Gallegos. Si usted lo autoriza, estas muestras 

podrán ser utilizadas con posterioridad en estudios científicos realizados por el mismo 

investigador y para los mismos propósitos. Para ello, el investigador le contactará nuevamente 

para solicitar su autorización y firma de un nuevo consentimiento informado para re-utilizar las 

muestras almacenadas. Si usted no desea que las muestras sean almacenadas, sus muestras 

serán destruidas al finalizar este estudio. Sin prejuicio de lo anterior, Ud. puede solicitar en el 

futuro que sus muestras almacenadas sean destruidas si cambia de parecer, para lo cual debe 

contactar al investigador responsable de este estudio.  

Si tiene dudas o consultas respecto de su participación en este estudio puede contactar 

a la investigadora responsable de este estudio, Bioq. Pamela Victoria Reynares, quien trabaja 

en el Laboratorio de Biología Molecular del Hospital Regional Río Gallegos situado en la calle 

José Ingenieros 98, teléfono 2966 422550 / 421072 / 425411 interno 2394 de 9 a 14 horas, o 

al correo electrónico: pamelareynares@gmail.com 

 

Quedando claro los objetivos del estudio, las garantías de confidencialidad y la 
aclaración de la información, acepto voluntariamente participación de mí 
hijo/a___________________________________________DNI_________________ en 
este estudio.  

 

Fecha Tipo de muestra Si No 

    

    

    

Las muestras donadas podrán ser utilizadas con posterioridad en estudios científicos:  

Investigador Responsable: Pamela Victoria Reynares/ Matricula BQ-326/Firma: 

Padre, Madre o Tutor   ___________________DNI   __________________-   Firma  



 

 

 

  

Viral RNA from any biological sample  

  

Highlights  
• Quick, spin-column purification of viral RNA from plasma, serum, urine, cell culture media, blood, 

saliva, cellular suspensions, swab, fecal and biopsy samples  
• High-quality RNA is ready for Next-Gen sequencing, RT-qPCR, hybridization, etc.  
• DNA/RNA Shield is included for sample collection, inactivation, storage and preservation. 

  

Cataloga Nombres:  

R1034, R1035  

  

Scan with your smart-phone camera to view the online protocol/video.  

 

  

 

 

 



 

 

Product Description 

 

  

The Quick-RNA™ Viral Kit is a quick, purification of viral RNA from plasma, serum, urine, cell culture 
media, blood, saliva, cellular suspensions, biopsies, swab and fecal samples stored in DNA/RNA 
Shield™ (for sample collection, nucleic acid preservation and inactivation of pathogens).  

  

The kit also features a buffer system that facilitates complete viral particle lysis for efficient nucleic acid 
isolation.  Small (> 50 nt) and large (> 200 kb) DNA and RNA are bound to the column, washed and 
eluted.  

  

The isolated high-quality, total RNA is ready for all downstream applications such as Next-Gen 
sequencing, hybridization-based and RTqPCR detection.  

  

 

  

The Quick-RNA™ Viral Kit from Zymo Research ensures high sensitivity viral detection compared to that of Supplier Q.  Viral RNA was isolated from 
plasma samples.  Data shows the mean (+/- SD) of triplicate RT-qPCR measurements.   

  

  

 

 



 

 

Protocol 

The protocol consists of: (I) Buffer Preparation, (II) Sample Preparation and (III) RNA Purification.  

(I) Buffer Preparation  

� Add beta-mercaptoethanol (user provided) to 0.5% (v/v) i.e., add 250 μl or 500 μl β-Me per 50 ml 
or 100 ml Viral RNA Buffer.  

� Add 24 ml of 100% ethanol (26 ml of 95% ethanol) to the 6 ml Viral Wash Buffer concentrate 
(R1034) or 192 ml of 100% ethanol (204 ml of 95% ethanol) to the 48 ml Viral Wash Buffer 
concentrate (R1035).  

 (II) Sample Preparation  

� Perform all steps at room temperature (20-30°C).  
� Depending on sample type, up to 400 μl can be processed per prep (see below).  

  

Samples in DNA/RNA Shield™1,2 collection devices (swabs, saliva, etc.) Transfer up to 400 μl and 
proceed directly with purification, page 6.  

  

Swabs (UTM®/VTM®, PBS, saline, etc.)  

Transfer up to 400 μl and proceed directly with purification, page 6.  

Optional - To inactivate, store and preserve samples at room temperature prior to further processing, add DNA/RNA Shield™.  
See Liquids, below.  

Liquids (plasma2, serum2, CSF, blood, saliva, urine, cell suspension, cell culture media) Add 200 μl of DNA/RNA 
Shield™ (2X concentrate) to 200 μl liquid sample (1:1) and mix well. Transfer up to 400 μl of the 
mixture and proceed with purification, page 6.  

Tissue2 (LCM, needle biopsy)  

Add 400 μl DNA/RNA Shield™ (1X) to a tissue sample (up to 5 mg) and mix well.  Proceed with 
purification, page 6.  

  

  

Optional - Proteinase K treatment3 (protein-rich samples e.g., plasma, serum, saliva, sputum, tissue, can be treated).  Materials 

sold separately   

Add 1% Proteinase K (v/v) at 20 mg/ml directly to a liquid sample.  Mix well and incubate at room temperature for 15 minutes.  
Note:  Up to 5% Proteinase K can be added (e.g., tissue).  For example:  Add 4-20 μl Proteinase K to each 400 μl sample.  

  

 



 

 

(III) RNA Purification  

  
� Perform all steps at room temperature and centrifugation at 10,000-16,000 x g.  
� The sample input can be scaled up or down, proportionally.  

1. Add 800 μl Viral RNA Buffer to each 400 μl sample1 (2:1) and mix well.  

2. Transfer the mixture into a Zymo-Spin™ IC Column2 in a Collection Tube and centrifuge for 2 
minutes.  Transfer the column into a new collection tube.  

Optional:  At this point, DNase I treatment can be performed (see Appendices, page 7).  

3. Add 500 μl Viral Wash Buffer to the column, centrifuge for 30 seconds and discard the flow-
through.  Repeat this step.  

4. Add 500 μl ethanol (95-100%) to the column and centrifuge for 1 minute to ensure complete 
removal of the wash buffer.  Carefully, transfer the column into a nuclease-free tube (not provided).  

5. To elute RNA, add 15 μl DNase/RNase-Free Water directly to the column matrix and centrifuge 
for 30 seconds.  

Alternatively, for highly concentrated RNA use ≥ 6 μl elution.  

The eluted RNA3 can be used immediately or stored frozen.  

  

  

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 



 

 

Secuencia de Oligonucleótidos utilizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Preparación de la mezcla de reacción. 

 

Volumen total: 25 μl 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 Amplificación de Ácidos Nucleicos 

La amplificación se realizó en el equipo CFX 96TM Real-Time System de la marca 

BIORAD. 

Ciclado de Q-RT-PCR 

Detector: FAM 



 

 

Vircell MICROBIOLOGISTS 

AMPLIRUN@ RHINOVIRUS RNA CONTROL 
For in vitro diagnostic use 
MBG091: Purified RNA of rhinovirus to be used to control 
in vitro diagnosis techniques based in nucleic acids 
amplification. 
INTRODUCTION: 
Rhinoviruses are nonenveloped, icosahedral, single 
stranded RNA (+) virus of small size (30 nm) belonging to 
the Picornaviridae family. There are more than 100 
serotypes explaining why protective immunity has proved 
so elusive. It is estimated that about two thirds of common 
colds are caused by rhinovirus infections. 
CHARACTERISTICS:  
The lyophilized nucleic acid is included in a thermo-sealed 
foil pouch containing a silica gel bag. It is necessary to 
reconstitute it before use (refer to "Preparation of 
reagents").  
Preparation: Grown in MRC-5 infected cells  
Extract preparation: Commercial genomic RNA 
extraction method. 
KIT CONTENTS: 
[1] VIRCELL RHI RNA CONTROL: 1 vial with lyophilized 
RNA of rhinovirus, (1059 strain), (12500-20000 copies/μl 
once reconstituted (see Table 1)). RNA quantification has 
been performed by real-time PCR. 
 [2] VIRCELL CONTROL RECONSTITUTION SOLUTION: 
500 gl of molecular biology grade water, DNase, RNase 
free. 

 
Table 1. 

Materials required but not supplied: Additional diagnosis 
kit. 
STORAGE REQUIREMENTS: 
Special transport conditions not required. Store the 
lyophilized vial at 2-89C inside the foil pouch. Once the 
pouch is opened, reconstitute the lyophilized vial 
immediately and store between -709C and -909C after 
reconstitution (temperature indicated on the label). 
STABILITY AND HANDLING OF REAGENTS: 
Handle reagents in aseptic conditions to avoid microbial 
contaminations. 
Use only the amount of reagent required for the test. 
After control resuspension RNA solution should be 
aliquoted in order to avoid multiple freeze-thaw cycles. The 
product is stable until the expiry date indicated in the label, 
if the instructions for use are followed. 
VIRCELL, S.L. does not accept responsibility for the 
mishandling of the reagents included in the kit. 
RECOMMENDATIONS AND PRECAUTION 
1)This product is for in vitro diagnosis use only and for 
professional qualified staff. 
2)Sterile tips with aerosol barrier are essential to prevent 
contamination. 
3) Specimens should be handled as in the case of 
infectious samples using safety laboratory procedures. 

Thoroughly clean and disinfect all work surfaces with a 
freshly prepared solution of 0.5% sodium hypochlorite in 
deionized or distilled water. 
4)In order to perform the test it is essential to have separate 
working areas. 
5)Dispose of unused reagents and waste in accordance 
with all applicable regulations. 
6)The component VIRCELL RNA CONTROL could include 
genetic material or substances of animal and/or human 
origin. VIRCELL RNA CONTROL contains rhinovirus 
nucleic acids. VIRCELL RNA CONTROL contains purified 
nucleic acids obtained from inactivated microorganism, 
nevertheless, it should be considered potentially infectious 
and handled with care. No present method can offer 
complete assurance that these or other infectious agents 
are absent. All materials should be handled and disposed 
as of potentially infectious. Observe the local regulations 
for clinical waste disposal. 
7)Dilutions below 1000 copies/gl should be made 
immediately before use. Freezing of product dilutions 
containing less than 1000 copies/gl is not recommended as 
partial RNA degradation might occur. 
PREPARATION OF THE REAGENTS: 
1.Tear the foil pouch containing VIRCELL RNA CONTROL 
[1]. 
2.Centrifuge VIRCELL RNA CONTROL) 1 minute at 1000 
g. 
3.Add 50 gl of VIRCELL CONTROL RECONSTITUTION 
SOLUTION and mix until completely reconstituted. The 
concentration will be 12500-20000 copies/gl once 
reconstituted (see Table 1). 
4. Shake with vortex for 30 seconds to dissolve and 
homogenize completely. 
5. It is recommended to prepare VIRCELL RNA CONTROL 
aliquots. In case dilutions were to be prepared use 
VIRCELL CONTROL RECONSTITUTION SOLUTION [2  
for this purpose. 
TEST PROCEDURE: Once nucleic acid is reconstituted, 
use it according to indications of additional diagnosis kit. 
Use resuspended VIRCELL CONTROL as an 
extracted clinical sample adding it directly to amplification 
reagents. 
INTERNAL QUALITY CONTROL: 
Each batch is subjected to internal quality control testing 
before releasing. Quality control analysis is performed by 
realtime PCR. Final quality control results for each 
particular lot are available. 
INTERPRETATION OF RESULTS AND VALIDATION 
PROTOCOL FOR USERS: 
Refer to indications of additional diagnosis kit. 
LIMITATIONS OF METHOD: 
This reagent is intended to be used with methods of 
human diagnosis. This test has not been verified with 
other methods. 
The user of this kit is advised to read carefully and 
understand the package insert. Strict adherence to 
the protocol is necessary to obtain reliable test 
results. 
 
 



 

 



 

 

 

 



 

 



 

 

Rhinovirus + Enterovirus Real Time PCR Detection Kit 

Patógeno. Descripción  
Los rinovirus humanos (RVH) y los enterovirus 
infecciones en personas de todo el mundo. Son 
miembros del género Enterovirus de la familia de 
virus Picornaviridae. Son virus pequeños (30 nm 
de diámetro) con un genoma de RNA 
monocatenario de 7.000 a 7.500 nucleótidos 
encerrados en una cápside icosaédrica. Los RVH 
incluyen 153 tipos conocidos actualmente divididos 
en tres especies (A, B y C), mientras que los EVH 
consisten en 104 tipos que pertenecen a cuatro 
especies (A, B, C y D). Tradicionalmente, los 
enterovirus humanos se clasifican en poliovirus y 
no enterovirus (coxsackievirues, echovirus y 
enterovirus numerados).  
Los RVH son la causa habitual del resfriado 
común, pero también se encuentran con 
frecuencia en infecciones de otitis media, sinusitis, 
bronquitis, neumonía y en las exacerbaciones del 
asma. Por lo tanto, debido a que están muy 
localizados en el tracto respiratorio, el modo de 
transmisión es principalmente a través de 
aerosoles de gotitas respiratorias y de fómites 
(superficies contaminadas), incluido el contacto 
directo de persona a persona. Actualmente no 
existe un tratamiento antiviral específico para la 
infección por rinovirus.  
A diferencia de los RVH, la replicación de EVH no 
está restringida al tracto respiratorio, sino que 
también puede tener lugar en el intestino delgado 
y diseminarse a varios órganos diana. Se 
transmiten fácilmente de persona a persona a 
través del aire y / o vía fecal-oral, o incluso a través 
de objetos contaminados. La mayoría de las 
infecciones por EVH son asintomáticas o 
manifiestan síntomas comunes similares a los del 
resfriado. Sin embargo, las infecciones por EVH  
 

pueden ser más graves, causando poliomielitis, 
meningitis, encefalitis, miocarditis, exantema 
conjuntivitis hemorrágica aguda e infecciones 
generalizadas graves en recién nacidos. Por lo 
tanto, la recolección de muestras para el 
diagnóstico de EVH debe realizarse de 
disponibilidad de medicamentos antivirales 
específicos. Las técnicas de amplificación de 
ácidos nucleicos han reemplazado el aislamiento 
de virus en cultivos celulares como el método de 
elección para la detección de picornavirus, en parte 
debido a la notable sensibilidad, especificidad y 
rapidez de tales técnicas. Los RVH de la especie 
C, recientemente identificados, no se pueden 
cultivar en líneas celulares estándar, pero se 
pueden amplificar mediante PCR de transcripción 
reversa (RT). Tanto los RVH como los EVH 
conservan regiones 5 ‘no codificantes (NCR) y 
algunos motivos de secuencia casi idénticos, lo 
que permite el diseño de cebadores universales 
para su amplificación en RT-qPCR. Se ha 
demostrado que la RT-PCR es mucho más 
sensible que el cultivo celular para la detección de 
estos virus. 
VIASURE Rhinovirus + Enterovirus Real Time 
PCR  
Detection Kit está diseñado para el diagnóstico de  
Rinovirus y/o Enterovirus en muestras clínicas. La 
detección se realiza a través de la 
retrotranscripción en un solo paso y posterior 
amplificación a tiempo real de la secuencia diana, 
produciéndose ambas reacciones en el mismo 
pocillo. Tras el aislamiento del RNA, se sintetiza el 
DNA complementario a la secuencia diana gracias 
a la retrotranscriptasa o transcriptasa inversa. 
Posteriormente la identificación de Rinovirus y 
Enterovirus se lleva a cabo mediante la reacción en 
cadena de la polimerasa utilizando 
oligonucleótidos específicos y una sonda marcada 
con fluorescencia que hibridan con una región 
diana conservada del gen 5’UTR. 
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RealStar® 

Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 

Para utilizar con 

Mx 3005P™ QPCR System (Stratagene) 

VERSANT® kPCR Molecular System AD (Siemens Healthcare) 

ABI Prism® 7500 SDS (Applied Biosystems) 

ABI Prism® 7500 Fast SDS (Applied Biosystems) 

Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research) 

Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN) 

CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) 

CFX96™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) 

LightCycler® 480 Instrument II (Roche) 
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Uso indicado 

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 es un test diagnóstico in vitro, basado en tecnología de 

PCR en tiempo real, para la detección cualitativa del ARN específico de enterovirus y rhinovirus. 

 Componentes del kit 

Color tapa Componente Número de 
viales

Volumen 
[μl/vial]

Azul Master A 8 60

Violeta Master B

Internal Control

8

1

180

1000
Verde

Rojo Positive Control 1 250

Blanco Water (PCR grade) 1 500

 Internal Control (IC) = Control interno  

 Positive Control = Control positivo 

 Water (PCR grade) = Agua indicada para PCR 

  Almacenamiento 

• El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se envía en hielo seco. Los componentes del kit deben 
llegar congelados. Si uno o más componentes no estuvieran congelados en el momento de la 
recepción, o si la integridad de los tubos se ha puesto en peligro durante el envío, póngase en 
contacto con altona Diagnostics GmbH para obtener ayuda. 

• Todos los componentes deben almacenarse entre -25 y -15 °C tras su llegada. 

• Debe evitarse la descongelación y congelación reiterada de los reactivos Master (más de dos 
veces), ya que podría repercutir en el rendimiento del producto. Los reactivos deben congelarse en 
alícuotas si se van a utilizar de manera intermitente. 

• El almacenamiento entre +2 y +8 °C no debe superar un período de dos horas. 

• Proteja Master A y Master B de la luz. 

 Material y dispositivos necesarios, pero no proporcionados 



 

 

• Instrumento adecuado de PCR en tiempo real (ver capítulo 6.1. Instrumentos de PCR en tiempo 
real) 

• Sistema o kit de extracción de ácido nucleico adecuados (ver capítulo 8.1 Preparación de la Master 
Mix) 

• Centrífuga de mesa con rotor para tubos de reacción de 2 ml 

• Centrífuga con rotor para placas de micro titulación, si se utilizan placas de reacción de 96 pocillos 

• Agitador vortex 

• Placas de reacción de 96 pocillos adecuadas o tubos de reacción con el material de cierre (óptico) 
correspondiente 

• Pipetas (ajustables) 

• Puntas de pipetas con filtro (desechables) 

• Guantes sin talco (desechables) 

NOTA

Asegúrese de que todos los instrumentos utilizados 
se instalen, se calibren, se comprueben y se 
mantengan conforme a las instrucciones y 
recomendaciones del fabricante.

NOTA

Se recomienda encarecidamente utilizar el rotor de 72 
pocillos con los tubos de reacción de 0,1 ml 
adecuados, si se utiliza el Rotor-Gene® 6000 (Corbett 
Research) o el Rotor-Gene® Q 5/6 plex (QIAGEN).

  

  Información general 

El género Enterovirus pertenece a la familia picornaviridae con genomas de ARN monocatenario 

positivo de entre 7000 y 8500 nucleótidos. Este género incluye 12 especies distintas (9 especies de 

enterovirus [EV] y 3 de rhinovirus [RV]), entre ellas las especies de enterovirus patógenos humanos A-

D y las especies de rhinovirus A-C. Las 9 especies de enterovirus incluyen 68 subtipos mientras que las 

3 especies de rhinovirus cuentan con 100 subtipos conocidos. [1].  

En función del tipo de virus, los enterovirus se transmiten por vía fecal-oral (directamente de un 

humano a otro o indirectamente a través de objetos cotidianos, agua o comida). La transmisión vírica, 

especialmente en el caso de los rhinovirus, también es posible por medio de secreciones respiratorias 

[2, 3]. Las personas pueden contraer infecciones causadas por especies de enterovirus y de rhinovirus 



 

 

en todo el mundo y en cualquier época del año. No existe un patrón para predecir cuándo van a circular 

estos virus y provocar infecciones y brotes. Los síntomas clínicos dependen del tipo de virus. Las 

infecciones por rhinovirus suelen limitarse al tracto respiratorio, con síntomas similares a los de un 

resfriado común, pero pueden conllevar enfermedades más graves como neumonía. Las infecciones por 

enterovirus no polio a menudo son estacionales y suelen asociarse con síntomas respiratorios y 

cardíacos, con infecciones cutáneas y de la mucosa, con sepsis neonatal o con meningitis vírica y 

encefalitis. El grupo poliovirus se suele asociar más con poliomielitis, una enfermedad infecciosa que 

causa parálisis y que puede llevar a la invalidez permanente y, generalmente, a la muerte. Los síntomas 

clínicos suelen ser vagos, lo que conlleva que las infecciones causadas por enterovirus resulten difíciles 

de distinguir de aquellas causadas por otros agentes infecciosos [2, 3]. 

[1] Lauber C, Gorbalenya AE. 2012. Toward genetics-based virus taxonomy: comparative analysis of a genetics-based classification and the 

taxonomy of picornaviruses. Journal of Virology, vol. 86 no. 7, 3905-3915. doi:10.1128/JVI.07174-11. 
[2] https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/E/Enteroviren/Enteroviren_node.html  (access:  

18.12.2017) 
[3] https://www.cdc.gov/non-polio-enterovirus/about/index.html (access: 18.12.2017) 

NOTA

Debido a la evolución molecular relativamente rápida 
de los virus de ARN, hay un riesgo inherente para 
cualquier sistema de análisis basado en RT-PCR de 
que la acumulación de mutaciones con el tiempo 
pueda provocar resultados de falsos negativos.

Descripción del producto 

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 es un test diagnóstico in vitro, basado en tecnología de 

PCR en tiempo real, para la detección cualitativa del ARN específico de enterovirus y rhinovirus. 

El test incluye un sistema de amplificación heterólogo (Control interno) para identificar una posible 

inhibición de RT-PCR y para confirmar la integridad de los reactivos del kit. 

La tecnología de RT-PCR utiliza la transcriptasa inversa (RT) para convertir el ARN en ADN 

complementario (ADNc), la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificación de 

secuencias diana específicas y sondas específicas para detectar el ADN amplificado. Las sondas están 

marcadas con fluorocromos (reporter) y captores de fluorescencia (quencher). 

Las sondas específicas para el ARN de EV y/o RV están marcadas con el fluorocromo FAM™. 

La sonda específica para el Control interno está marcada con el fluorocromo JOE™. 



 

 

El uso de sondas unidas a diferentes fluorocromos permite la detección paralela del ARN 

específico de EV y/o RV y del Control interno en los canales de detección correspondientes del 

instrumento de PCR en tiempo real. 

El test consta de tres procesos en un solo tubo: 

• Transcripción inversa del ARN diana y del Control interno en ADNc 

• Amplificación de PCR de objetivo y Control interno en ADNc 

• Detección simultánea de amplicones de PCR mediante sondas marcadas con fluoróforos 

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se compone de: 

• Dos reactivos Master (Master A y Master B) 

• Control interno (IC) 

• Control positivo  

• Agua indicada para PCR 

Master A y Master B contienen todos los componentes (tampón de PCR, transcriptasa inversa, 

ADN polimerasa, sal de magnesio, cebadores y sondas) para permitir transcriptasa inversa, la 

amplificación mediante la PCR y la detección del ARN específico do EV y/o RV, y el Control interno en 

una configuración de reacción. 

Instrumentos de PCR en tiempo real 

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se desarrolló y se validó para su uso con los siguientes 

instrumentos de PCR en tiempo real: 

• Mx 3005P™ QPCR System (Stratagene) 

• VERSANT® kPCR Molecular System AD (Siemens Healthcare) 

• ABI Prism® 7500 SDS (Applied Biosystems) 

• ABI Prism® 7500 Fast SDS (Applied Biosystems) 

• Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research) 

• Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN) 

• CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) 

• CFX96™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) 

• LightCycler® 480 Instrument II (Roche) 

 Advertencias y precauciones 

Lea las instrucciones de uso detenidamente antes de utilizar el producto.  



 

 

• Antes del primer uso, compruebe los siguientes puntos respecto al producto y sus componentes: 

 ◦  Integridad 

◦ Si está completo en cuanto a número, tipo y volumen (ver capítulo 2. Componentes del kit) 

 ◦ Etiquetaje correcto 

 ◦ Si está congelado al llegar 

• El uso de este producto se limita a personal instruido especialmente y formado en las técnicas de 
PCR en tiempo real y procedimientos de diagnóstico in vitro. 

• Las muestras deben tratarse siempre como si fueran infecciosas o biopeligrosas conforme a los 
procedimientos de seguridad en el laboratorio. 

• Utilice guantes protectores desechables sin talco, bata de laboratorio y protección ocular cuando 
manipule muestras. 

• Evite la contaminación microbiana y con nucleasas (ADNasas/ARNasas) de la muestra y de los 
componentes del kit. 

• Utilice siempre puntas de pipetas desechables libres de ADNasas/ARNasas con barreras de 
aerosol. 

• Utilice siempre guantes protectores desechables sin talco cuando manipule los componentes del 
kit. 

• Utilice áreas de trabajo separadas para (i) la preparación de las muestras, (ii) la configuración de 
reacción y (iii) las actividades de amplificación/detección. El flujo de trabajo en el laboratorio debe 
realizarse de manera unidireccional. Utilice siempre guantes desechables en cada área y 
cámbieselos antes de acceder a un área distinta. 

• Utilice suministros y equipamiento en cada área de trabajo separada y no los traslade de un área a 
otra. 

• Almacene el material positivo o presuntamente positivo separadamente de todos los demás 
componentes del kit. 

• No abra los tubos o placas de reacción después de la amplificación, para evitar la contaminación 
con amplicones. 

• Pueden utilizarse controles adicionales utilizando de acuerdo con las pautas o requisitos de las 
regulaciones locales, estatales y/o federales, o de organizaciones de acreditación. 

• No esterilice en la autoclave los tubos de reacción después de la PCR, ya que no degradará el ácido 
nucleico amplificado y conllevará el riesgo de contaminar la zona del laboratorio. 

• No utilice componentes del kit cuya fecha de caducidad. 

• Descarte muestras y residuos del test conforme a las regulaciones locales de seguridad. 

  Procedimiento 



 

 

  Preparación de las muestras 

El ARN extraído es el material inicial para el RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0. 

La calidad del ARN extraído tiene una repercusión fundamental en el rendimiento del test. Debe 

garantizarse que el sistema utilizado para la extracción de ácido nucleico sea compatible con la 

tecnología de PCR en tiempo real. Los siguientes kits y sistemas son adecuados para la extracción de 

ácido nucleico: 

• QIAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN) 

• QIAsymphony® (QIAGEN) 

• NucliSENS® easyMag® (bioMérieux) 

• MagNA Pure 96 System (Roche) 

• m2000sp (Abbott) 

• Maxwell® 16 IVD Instrument (Promega) 

• VERSANT® kPCR Molecular System SP (Siemens Healthcare) 

También pueden resultar adecuados sistemas alternativos de extracción de ácido nucleico. La 

idoneidad del procedimiento de extracción de ácido nucleico para su uso con el RealStar® Enterovirus 

RT-PCR Kit 1.0 debe validarla el usuario. 

Si utiliza un procedimiento de preparación de muestras basado en centrifugación (spin column, 
en inglés) que incluya tampones de lavado que contengan etanol, se recomienda encarecidamente 
seguir un paso de centrifugación adicional durante 10 minutos a aproximadamente 17 000 x g (~13 000 
rpm), utilizando un tubo de recogida nuevo, antes de la elución del ácido nucleico. 

PRECAUCIÓN

Si su sistema de preparación de pruebas utiliza 
tampones de lavado que contengan etanol, asegúrese 
de eliminar cualquier resto de etanol antes de la 
elución del ácido nucleico. El etanol es un potente 
ihnibidor de la PCR en tiempo real.

PRECAUCIÓN

El uso de ARN portador es crucial para la eficiencia de 
la extracción y para la estabilidad del ácido nucleico 
extraído.

Si necesita más información o asistencia técnica en relación con el pretratamiento y la 

preparación de muestras, póngase en contacto con nuestro Servicio técnico (ver capítulo 14. Servicio 

técnico). 



 

 

Preparación de la Master Mix 

Todos los reactivos y muestras deben descongelarse completamente, mezclarse (pipeteando o 
aplicando un vortex suave) y centrifugarse brevemente antes de su uso. 

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 contiene un Control interno heterólogo, que puede 

utilizarse como control de inhibición de RT-PCR o para controlar el procedimiento de preparación de 

muestras (extracción de ácido nucleico) y como control de inhibición de RT-PCR. 

► Si se utiliza el Control interno como control de inhibición de RT-PCR, pero no como control para el 
procedimiento de preparación de muestras, prepare la Master Mix de acuerdo con el siguiente 
esquema de pipeteo: 

Número de reacciones 

(rxns)
1 12

Master A   5 μl   60 μl

Master B   15 μl   180 μl

Internal Control (Control 
interno)   1 μl   12 μl

Volumen de Master Mix   21 μl   252 μl

► Si se utiliza el Control interno como control para el procedimiento de preparación de muestras y 

como control de inhibición de RT-PCR, añada el Control interno durante el procedimiento de 

extracción de ácido nucleico. 

► Sin importar que método o sistema se utilice para la extracción de ácido nucleico, el Control interno 

no debe añadirse directamente a la muestra. El Control interno debe añadirse siempre a la mezcla 

de muestra y tampón de lisis. El volumen del Control interno que debe añadirse dependerá siempre 

y únicamente del volumen de la elución. Representa el 10 % del volumen de la elución. Por ejemplo, 

si se va a eluir el ácido nucleico en 60 μl de tampón de elución o agua, deberán añadirse 6 μl de 

Control interno por muestra a la mezcla de muestra/tampón de lisis. 

► Si se añadió el Control interno durante el procedimiento de preparación de muestras, configure la 

Master Mix conforme al siguiente esquema de pipeteo: 

Número de 
reacciones 

(rxns)

1 12



 

 

Master A   5 μl   60 μl

Master B   15 μl   180 μl

Volumen de Master 
Mix

  20 μl   240 μl

PRECAUCIÓN

Si se añadió el Control interno 
durante el procedimiento de 
preparación, al menos el control 
negativo debe incluir el Control 
interno.

PRECAUCIÓN

Sin importar que método o sistema 
se utilice para la extracción de 
ácido nucleico, no añada nunca el 
Control interno directamente a la 
muestra.

Preparación de la reacción 

► Pipetee 20 μl de la Master Mix en cada pocillo necesario de una placa de reacción óptica de 96 
pocillos o un tubo de reacción óptica. 

► Añada 10 μl de la muestra (eluido de la extracción de ácido nucleico) o 10 μl de los controles (control 
positivo o negativo).  

Configuración de reacción

Master Mix   20 μl

Muestra o control   10 μl

Volumen total   30 μl

 

► Asegúrese de que al menos un Positivo y al menos uno negativo por serie.  

► Mezcle a fondo las muestras y los controles con la Master Mix pipeteando hacia arriba y hacia abajo. 

► Cierre la placa de reacción de 96 pocillos con las tapas adecuadas o una lámina adhesiva óptica y 

los tubos de reacción con las tapas adecuadas. 



 

 

► Centrifugue la placa de 96 pocillos en una centrífuga con un rotor de placa de microtitulación durante 

30 segundos a aproximadamente 1000 x g (~3000 rpm). 

  Programación de los instrumentos de PCR en tiempo real 

Para obtener información básica sobre la preparación y la programación de los diferentes 

instrumentos de PCR en tiempo real, consulte el manual de usuario del instrumento en cuestión. 

Para obtener instrucciones detalladas para la programación en relación con el uso del RealStar® 

Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 en instrumentos de PCR en tiempo real, póngase en contacto con nuestro 

servicio técnico (ver capítulo 14. Servicio técnico). 

 

Configuración 

► Defina la siguiente configuración: 

Configuraciones

30 μl

Ramp Rate Predeterminado

Referencia pasiva Ninguno

  Detectores de fluorescencia 

► Defina los detectores de fluorescencia (colorantes): 

Objetivo Nombre de 
detector Reporter Quencher

EV y/o RV FAM™ (Ninguno)

Internal Control (Control interno) IC (Ninguno)

  Perfil de temperatura y detección de fluorescencia 

► Defina el perfil de temperatura y la detección de fluorescencia: 

Fase
Repeticiones 

de ciclo Obtención
Temperatura

[°C]

Tiempo

[min:sec]



 

 

inversa 1 - 55

Desnaturaliza 1 - 95

Ciclo 45

- 95

55

- 72

  Análisis de datos 

Para ver información básica en relación con el análisis de datos en instrumentos específicos de 

PCR en tiempo real, consulte el manual de usuario del instrumento en cuestión. 

Para ver instrucciones sobre el análisis de los datos generados con el RealStar® Enterovirus RT-

PCR Kit 1.0 en diferentes instrumentos específicos de PCR en tiempo real, póngase en contacto con 

nuestro Servicio técnico (ver capítulo 14.  

Servicio técnico). 

 Validez de las series de pruebas diagnósticas 

Serie válida de pruebas diagnósticas (cualitativa) 

Una serie de pruebas diagnósticas cualitativa es válida si se cumplen las siguientes condiciones 
de control: 

Id. de control

Canal de detección

FAM™ JOE™ 

Control positivo + +/-*

Control negativo - +

* La presencia o ausencia de una señal en el canal JOE™ no es relevante para la validez de la prueba. 

Serie no válida de pruebas diagnósticas (cualitativa) 



 

 

Una serie de pruebas diagnósticas cualitativa es no válida (i) si la serie no se ha completado o 

(ii) si no se cumple cualquiera de las condiciones de control para una serie de pruebas diagnósticas 

válida. 

En caso de que obtenga una serie de pruebas diagnósticas no válida, repita las pruebas 

utilizando el resto de ácidos nucleicos purificados o empiece de nuevo con las muestras originales. 

  Interpretación de los resultados 

 Análisis cualitativo 

Canal de detección

Interpretación del resultado

FAM™ JOE™

+ +*

- +
muestra 

no contiene cantidades detectables de ARN 

- -
test con 

la muestra original o recoja y someta a pruebas 

* La detección del Control interno en el canal de detección JOE™ no es necesaria para resultados positivos en el canal de detección FAM™. 
Una carga alta de ARN de EV y/o RV en la muestra puede provocar señales reducidas o ausentes de Control interno. 

  Evaluación de rendimiento 

La evaluación de rendimiento del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se realizó utilizando ARN 

cuantificado transcripciones in vitro (IVT) bem como ARN genômico de enterovírus e rinovírus. 

 Sensibilidad analítica 

La sensibildad analiítica del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se define como la 

concentración (copias/μl del eluido) de moléculas de ARN específico de enterovirus A71 y rhinovírus 72 

que pueden detectarse con un índice positivo del 95 %. La sensibilidad analítica se determinó mediante 

el análisis de la serie de diluciones de transcripciones in vitro (IVT) específicas de enterovirus A71 y 

rhinovirus 72 de una concentración conocida. 

Tabla   1: Resultados de RT-PCR utilizados para el cálculo de la sensibilidad analítica con respecto a la detección específica del 
ARN de enterovirus A71 



 

 

Conc. de entrada

[copias/μl]

Número de 
replicados

Número de 
positivos

Índice de éxito

[%]

31,622 24 24 100,0

10,000 24 24 100,0

3,162 24 23 95,8

1,000 24 17 70,8

0,316 24 7 29,2

0,100 24 4 16,7

0,032 24 0 0,0

0,010 24 0 0,0

0,003 24 1 4,2

Tabla   2: Resultados de RT-PCR utilizados para el cálculo de la sensibilidad analítica con respecto a la detección específica del 
ARN de rhinovirus 72 

Conc. de entrada

[copias/μl]

Número de 
replicados

Número de 
positivos

Índice de éxito

[%]

31,622 24 24 100,0

10,000 24 24 100,0

3,162 24 24 100,0

1,000 24 21 87,5

0,316 24 18 75,0

0,100 24 13 54,2

0,032 24 1 4,2

0,010 24 1 4,2

0,003 24 1 4,2

La sensibilidad analítica del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se determinó mediante análisis 

Probit: 



 

 

• Para la detección de ARN específico de enterovirus A71, la sensibilidad analítica es 3,40 copias/μl 
[95% de intervalo de confianza (CI): 2,03 - 7,68 copias/μl] 

• Para la detección de ARN específico de rhinovirus 72, la sensibilidad analítica es 1,25 copias/μl 
[95% de intervalo de confianza (CI): 0,71 - 3,01 copias/μl] 

 Especificidad analítica 

La especificidad analítica del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se garantiza mediante la 

selección exhaustiva de los oligonucleótidos (cebadores y sondas). Los oligonucleótidos se comprobaron 

mediante un análisis de comparación con secuencias disponibles públicamente para asegurar que se 

detectarán todos los genotipos relevantes de EV y RV. 

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 no mostró reacciones cruzadas con ninguno de los 

siguientes patógenos: 

• Astrovirus  

• Coronavirus 229E 

• Herpes simplex virus 1  

• Herpes simplex virus 2  

• Adenovirus humano 

• Virus parainfluenza humano 

• Virus sincitial respiratorio humano 

• Virus de la influenza A 

• Virus de la influenza B 

• Virus del sarampión 

• Norovirus  

• Parechovirus   

• Rotavirus  

• Virus de la encefalitis transmitida por garrapatas 

• Virus de la varicela zoster 

La especificidad analítica del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0, con respeto a la detección 

de las diferentes cepas de enterovirus y rhinovirus fue evaluada, analizando el ARN genómico extraído 

de diferentes patógenos humanos de las cepas de enterovirus y rhinovirus.  

La especificidad del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 fue testada usando los siguientes 

patógenos humanos de las especies (serotipos) de enterovirus y rhinovirus: 



 

 

• Enterovirus A (Enterovirus A71)   

• Enterovirus B (Echovirus 11)  

• Enterovirus C (Coxsackie virus A24, Poliovirus Sabin 1, 2, 3)  

• Enterovirus D (Enterovirus D68)  

• Rhinovirus A (Rhinovirus A16)  

• Rhinovirus B (Rhinovirus 72)  

• Rhinovirus C (serotypo desconocido)  

 Precisión 

La precisión para el RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se determinó como variabilidad de 
intratest (variabilidad dentro de un experimento), variabilidad de intertest (variabilidad entre diferentes 
experimentos) y variabilidad interlote (variabilidad entre diferentes lotes de producción). La variabilidad 
total se calculó combinando los tres análisis. 

Tabla   3: Datos de precisión para la detección específica del ARN de enterovirus A71 and rhinovirus 72  

Enterovirus A71 y rhinovirus 72 Ciclo de umbral 
medio (Ct)

Desviación 
estándar

Coeficiente de 
variación [%]

Variabilidad 
intratest

Enterovirus 

A71
31,68 0,18 0,57

Rhinovirus 72 32,59 0,15 0,45

Variabilidad 
intertest

Enterovirus 

A71
31,24 0,08 0,26

Rhinovirus 72 32,76 0,08 0,23

Variabilidad 
interlote

Enterovirus 

A71
31,44 0,29 0,91

Rhinovirus 72 32,66 0,13 0,41

Variabilidad total

Enterovirus 

A71
31,38 0,25 0,79

Rhinovirus 72 32,70 0,13 0,39

Tabla   4: Datos de precisión para la detección del Control interno 



 

 

Controle interno Ciclo de umbral 
medio (Ct)

Desviación 
estándar

Coeficiente de 
variación [%]

Variabilidad intratest 28,64 0,08 0,28

Variabilidad intertest 29,30 0,05 0,18

Variabilidad interlote 28,96 0,34 1,16

Variabilidad total 29,08 0,32 1,11

        Limitaciones 

• Se requiere el cumplimiento estricto de las instrucciones de uso para obtener unos resultados 
óptimos. 

• El uso de este producto se limita a personal instruido especialmente y formado en las técnicas de 
PCR en tiempo real y procedimientos de diagnóstico in vitro. 

• Unas buenas prácticas de laboratorio son esenciales para que esta test tenga un rendimiento 
adecuado. Deben extremarse las precauciones para preservar la pureza de los componentes del kit 
y las configuraciones de reacción. Todos los reactivos deben supervisarse atentamente para saber 
si tienen impurezas y contaminación. Los reactivos sospechosos deben descartarse. 

• Es necesario realizar procedimientos correctos de recolección, transporte, almacenamiento y 
procesamiento para que esta prueba tenga un rendimiento óptimo. 

• Esta el test no debe utilizarse directamente en la muestra. Deben llevarse a cabo métodos 
adecuados de extracción de ácido nucleico antes de utilizar esta prueba de valoración. 

• La presencia de inhibidores de la RT-PCR (p.ej. heparina) puede provocar falsos negativos o 
resultados no válidos. 

• Las posibles mutaciones dentro de las regiones objetivo del genoma de EV y/o RV cubiertas por los 
cebadores o las sondas utilizados en el kit pueden provocar fallos al detectar la presencia del 
patógeno 

• Como con cualquier prueba diagnóstica, los resultados del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 
deben interpretarse teniendo en consideración todos los hallazgos clínicos y de laboratorio. 

            Control de calidad 

De acuerdo con el sistema de control de calidad con certificación ISO 13485 de altona Diagnostics 

GmbH, cada lote del RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 se somete a pruebas con especificaciones 

predeterminadas para asegurar la calidad consistente del producto. 

 Servicio técnico 



 

 

Si necesita asesoramiento técnico, póngase en contacto con nuestro Servicio técnico: 

 E-mail:   support@altona-diagnostics.com 

 Teléfono:   +49-(0)40-5480676-0 
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Marcas comerciales e información legal 

RealStar® (altona Diagnostics); ABI Prism® (Applied Biosystems); ATCC® (American Type Culture 
Collection); CFX96™ (Bio-Rad); Cy® (GE Healthcare); FAM™, JOE™, ROX™ (Life Technologies); 
LightCycler® (Roche); SmartCycler® (Cepheid); Maxwell® (Promega); Mx 3005P™ (Stratagene); 
NucliSENS®, easyMag® (bioMérieux); RotorGene®, QIAamp®, MinElute®, QIAsymphony® (QIAGEN); 
VERSANT® (Siemens Healthcare). 

No debe considerarse que los nombres registrados, las marcas comerciales, etc. utilizados en 

este documento, incluso aunque no se marquen específicamente como tales, carecen de protección 

legal. 

El RealStar® Enterovirus RT-PCR Kit 1.0 es un kit de diagnóstico con marcado CE conforme a la 

directiva europea de diagnóstico in vitro 98/79/EC. 

Producto sin licencia con Health Canada y sin autorización ni aprobación de la FDA No disponible 

en todos los países. 

© 2018 altona Diagnostics GmbH; reservados todos los derechos. 
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Introduction to Human Rhinovirus all subtypes  

(generic) 

Rhinovirus is a genus of the Picornaviridae family of viruses. Rhinoviruses are the most 
common viral infective agents in humans, and a causative agent of the common cold. There 
are over 105 serologic virus types that cause cold symptoms, and rhinoviruses are responsible 
for approximately 50% of all cases. 

Rhinoviruses have single-stranded positive sense RNA genomes of between 7.2 and 8.5kb in 
length. At the 5’ end of the genome is a virus-encoded protein, and like mammalian mRNA, 
there is a 3’ poly-A tail. Structural proteins are encoded in the 5’ region of the genome and non 
structural at the end. This is the same for all picornaviruses. The viral particles themselves are 
not enveloped and are icosahedral in structure. 

Rhinoviruses are composed of a capsid that contains four viral proteins VP1, VP2, VP3 and 
VP4. VP1, VP2, and VP3 form the major part of the protein capsid. The much smaller VP4 
protein has a more extended structure and lies at interface between the capsid and the RNA 
genome. There are 60 copies of each of these proteins assembled as an icosahedron. 
Antibodies are a major defense against infection with the epitopes lying on the exterior regions 
of VP1-VP3. 

Rhinoviruses have two main modes of transmission: In the past it was obvious that these 
viruses were transmitted directly from person-to-person via aerosols of respiratory droplets. 
However, now they are known to be transmitted indirectly via respiratory droplets that are 
deposited on the hands and then transported by fingers to the nose or eyes. 

Rhinoviruses occur worldwide causing disease especially at schools for example which 
enhance transmission during fall and winter. They show symptoms such as fever, cough, and 
nasal congestion. The frequency of colds is high in childhood and decreases during adulthood 
most probably because of the possession of immunity. 

Specificity 

The Primerdesign™ genesig® Kit for Human Rhinovirus all subtypes (generic) (HRVsp) 
genomes is designed for the in vitro quantification of HRVsp genomes. The kit is designed to 
have the broadest detection profile possible whilst remaining specific to the HRVsp genome. 

The primers and probe sequences in this kit have 100% homology with a broad range of HRVsp 
sequences based on a comprehensive bioinformatics analysis. 

The primers have broad homology with a large range of serotypes included in the NCBI 
database. However, due to the inherent instability of RNA viral genomes, it is not possible 
guarantee quantification of all clinical isolates. 

If you require further information, or have a specific question about the detection profile of this 
kit then please send an e.mail to enquiry@primerdesign.co.uk and our bioinformatics team will 
answer your question. 



 

 

Kit Contents 

 
• HRVsp specific primer/probe mix (150 reactions  BROWN)    FAM labelled 

• HRVsp positive control template (for Standard curve RED) 

• Internal extraction control primer/probe mix (150 reactions BROWN) VIC labelled as 
standard 

• Internal extraction control RNA (150 reactions BLUE) 

• Endogenous control primer/probe mix (150 reactions BROWN) FAM labelled 

• HRVsp/Internal extraction control/endogenous control RT primer mix (150reactions 
GREEN) 

Required for two step protocol only 

• RNAse/DNAse free water (WHITE) 

for resuspension of primer/probe mixes and internal extraction control RNA 

• Template preparation buffer (YELLOW) 

for resuspension of positive control template and standard curve preparation 

Reagents and equipment to be supplied by the user 

        Real-Time PCR Instrument 

RNA extraction kit 

This kit is recommended for use with genesig EASY DNA/RNA Extraction kit. However, it is 
designed to work well with all processes that yield high quality RNA with minimal PCR 
inhibitors. 

oasigTM Lyophlised OneStep or PrecisionTM OneStep 2x qRT-PCR MasterMix Contains 
complete one step qRT-PCR MasterMix 

Pipettors and Tips 



 

 

Vortex and centrifuge 

1.5 ml tubes 

Kit storage and stability 

This kit is stable at room temperature but should be stored at -20ºC on arrival. PrimerDesign 
does not recommend using the kit after the expiry date stated on the pack. Once the lyophilized 
components have been re-suspended, unnecessary repeated freeze/thawing should be 
avoided. The kit is stable for six months from the date of resuspension under these 
circumstances. 

If a standard curve dilution series is prepared this can be stored frozen for an extended period. 
If you see any degradation in this serial dilution a fresh standard curve can be prepared from 
the positive control. 

Suitable sample material 

All kinds of sample material suited for PCR amplification can be used. Please ensure the 
samples are suitable in terms of purity, concentration, and RNA/DNA integrity (An internal PCR 
control is supplied to test for non specific PCR inhibitors). Always run at least one negative 
control with the samples. To prepare a negative-control, replace the template RNA sample with 
RNAse/DNAse free water. 

Dynamic range of test 

Under optimal PCR conditions genesig® HRVsp detection kits have very high priming efficiencies 
of >95% and can detect less than 100 copies of target template. 

 

Notices and disclaimers 

This product is developed, designed and sold for research purposes only. It is not intended for human diagnostic or 
drug purposes or to be administered to humans unless clearly expressed for that purpose by the Food and Drug 
Administration in the USA or the appropriate regulatory authorities in the country of use. During the warranty period 
Primerdesign genesig® detection kits allow precise and reproducible data recovery combined with excellent sensitivity. 
For data obtained by violation to the general GLP guidelines and the manufacturer’s recommendations the right to claim 
under guarantee is expired. PCR is a proprietary technology covered by several US and foreign patents. These patents 
are owned by Roche Molecular Systems Inc. and have been sub-licensed by PE Corporation in certain fields. Depending 
on your specific application you may need a license from Roche or PE to practice PCR. Additional information on 
purchasing licenses to practice the PCR process may be obtained by contacting the Director of Licensing at Roche 
Molecular Systems, 1145 Atlantic Avenue, Alameda, CA 94501 or Applied Biosystems business group of the Applera 
Corporation, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA 94404. In addition, the 5' nuclease assay and other 
homogeneous amplification methods used in connection with the PCR process may be covered by U.S. Patents 
5,210,015 and 5,487,972, owned by Roche Molecular Systems, Inc, and by U.S. Patent 5,538,848, owned by The 
Perkin-Elmer Corporation. 

Trademarks 

PrimerDesign™ is a trademark of Primerdesign Ltd. 



 

 

genesig® is a registered trademark of Primerdesign Ltd. 

The PCR process is covered by US Patents 4,683,195, and 4,683,202 and foreign equivalents owned by Hoffmann-La 
Roche AG. BI, ABI PRISM® GeneAmp® and MicroAmp® are registered trademarks of the Applera Genomics (Applied 
Biosystems Corporation). BIOMEK® is a registered trademark of Beckman Instruments, Inc.; iCycler™ is a registered 
trademark of Bio-Rad Laboratories, Rotor-Gene is a trademark of Corbett Research. LightCycler™ is a registered 
trademark of the Idaho Technology Inc. GeneAmp®, TaqMan® and AmpliTaqGold® are registered trademarks of Roche 
Molecular Systems, Inc., The purchase of the Primerdesign ™ reagents cannot be construed as an authorization or 
implicit license to practice PCR under any patents held by HoffmannLaRoche Inc. 

Principles of the test 

Real-time PCR 

A HRVsp specific primer and probe mix is provided and this can be detected through the FAM 
channel. 

The primer and probe mix provided exploits the so-called TaqMan® principle. During PCR 
amplification, forward and reverse primers hybridize to the HRVsp cDNA. A fluorogenic probe 
is included in the same reaction mixture which consists of a DNA probe labeled with a 5`-dye 
and a 3`-quencher. During PCR amplification, the probe is cleaved and the reporter dye and 
quencher are separated. The resulting increase in fluorescence can be detected on a range of 
real-time PCR platforms. 

One Step vs. Two step real-time PCR 

When detecting/quantifying the presence of a target with an RNA genome Primerdesign 
recommend the use of a one step qRT-PCR protocol. One step qRT-PCR combines the reverse 
transcription and real-time PCR reaction in a simple closed tube protocol. This saves significant 
bench time but also reduces errors. The sensitivity of a one step protocol is also greater than 
a two step because the entire biological sample is available to the PCR without dilution. This 
kit will also work well with a two step approach (PrecisionTM nanoScript2 reverse transcription 
kit and PrecisionPLUSTM MasterMix) if required but the use of oasigTM Onestep or PrecisionTM 

OneStep MasterMix is the preferred method. 

Positive control 

For copy number determination and as a positive control for the PCR set up, the kit contains a 
positive control template. 

This can be used to generate a standard curve of HRVsp copy number / CT value. Alternatively 
the positive control can be used at a single dilution where full quantitative analysis of the 
samples is not required. Each time the kit is used, at least one positive control reaction must 
be included in the run. A positive result indicates that the primers and probes for detecting the 
target HRVsp gene worked properly in that particular experimental scenario. If a negative result 
is obtained the test results are invalid and must be repeated. Care should be taken to ensure 
that the positive control does not contaminate any other kit component which would lead to 
false-positive results. This can be achieved by handling this component in a Post PCR 
environment. Care should also be taken to avoid cross-contamination of other samples when 
adding the positive control to the run. This can be avoided by sealing all other samples and 
negative controls before pipetting the positive control into the positive control well. 

Negative control 



 

 

To validate any positive findings a negative control reaction should be included every time the 
kit is used. For this reaction the RNAse/DNAse free water should be used instead of template. 
A negative result indicates that the reagents have not become contaminated while setting up 
the run. If a positive result is obtained the results should be ignored and the test samples 
repeated. Possible sources of contamination should first be explored and removed. 

Internal RNA extraction control 

When performing RNA extraction, it is often advantageous to have an exogenous source of 
RNA template that is spiked into the lysis buffer. This control RNA is then co-purified with the 
sample RNA and can be detected as a positive control for the extraction process. Successful 
co-purification and real-time PCR for the control RNA also indicates that PCR inhibitors are not 
present at a high concentration. 

A separate RT primer mix and a real-time PCR primer/probe mix are supplied with this kit to 
detect the exogenous RNA using real-time PCR. The PCR primers are present at PCR limiting 
concentrations which allows multiplexing with the target sequence primers. Amplification of the 
control cDNA does not interfere with detection of the HRVsp target cDNA even when present 
at low copy number. The Internal control is detected through the VIC channel and gives a CT 
value of 28+/-3 depending on the level of sample dilution. 

Endogenous control 

To confirm extraction of a valid biological template, a primer and probe mix is included to detect 
an endogenous gene. Detection of the endogenous control is through the FAM channel and it 
is NOT therefore possible to perform a multiplex with the HRVsp primers. A poor endogenous 
control signal may indicate that the sample did not contain sufficient biological material. 

Carry-over prevention using UNG (unsuitable for onestep procedure and optional for two 
step procedure) 

Carry over contamination between PCR reactions can be prevented by including uracilN-
glycosylase (UNG) in the reaction mix. Some commercial mastermix preparations contain UNG 
or alternatively it can be added as a separate component. UNG can only prevent carry over 
from PCR reactions that include deoxyuridine triphosphate (dUTP) in the original PCR reaction. 
Primerdesign recommend the application of 0.2U UNG per assay with a 15 minute incubation 
step at 37°C prior to amplification. The heat-labile UNG is then inactivated during the Taq 
polymerase activation step.



 

 

Reconstitution Protocol 

To minimize the risk of contamination with foreign DNA, we recommend that all pipetting be 
performed in a PCR clean environment. Ideally this would be a designated PCR lab or 

PCR cabinet. Filter tips are recommended for all pipetting steps. 

1. Pulse-spin each tube in a centrifuge before opening. 

This will ensure lyophilised primer and probe mix is in the base of the tube and is not spilt 
upon opening the tube. 

2. Reconstitute the kit components in the RNase/DNase free water supplied, 
according to the table below: 

To ensure complete resuspension, vortex each tube thoroughly. 

3. Reconstitute the positive control template in the template preparation buffer 
supplied, according to the table below: 

 

 

To ensure complete resuspension, vortex the tube thoroughly. 



 

 

* This component contains high copy number template and is a VERY significant contamination 
risk. It must be opened and handled in a separate laboratory environment, away from the other components. 

RNA extraction 

The internal extraction control RNA can be added either to the RNA lysis/extraction buffer or 
to the RNA sample once it has been resuspended in lysis buffer. 

DO NOT add the internal extraction control RNA directly to the unprocessed biological 
sample as this will lead to degradation and a loss in signal. 

1. Add 4μl of the Internal extraction control RNA (BLUE) to each sample in RNA 
lysis/extraction buffer per sample. 

2. Complete RNA extraction according to the manufacturers protocols. 

One Step RT-PCR detection protocol 

A one step approach combining the reverse transcription and amplification in a single closed 
tube is the preferred method. If however, a two step approach is required see page 11. 

For optimum performance and sensitivity. 

All pipetting steps and experimental plate set up should be performed on ice. After the 
plate is poured proceed immediately to the One Step amplification protocol. Prolonged 
incubation of reaction mixes at room temperature can lead to PCR artifacts that reduce the 
sensitivity of detection. 

 

 



 

 

1. For each RNA sample prepare a reaction mix according to the table below: Include 
sufficient reactions for positive and negative controls. 

2. For each RNA sample prepare an endogenous control reaction according to the 
table below (optional): 

This control reaction will provide crucial information regarding the quality of the biological 
sample. 

3. Pipette 15μl of these mixes into each well according to your real-time PCR 
experimental plate set up. 

4. Pipette 5μl of RNA template into each well, according to your experimental plate 
set up. 



 

 

For negative control wells use 5μl of RNAse/DNAse free water. The final volume in 

each well is 20μl. 

5. If a standard curve is included for quantitative analysis prepare a reaction mix 
according to the table below: 

Component Volume

6. Preparation of standard curve dilution series. 

1) Pipette 90μl of template preparation buffer into 5 tubes and label 2-6 2) 
Pipette 10μl of Positive Control Template (RED) into tube 2 
3) Vortex thoroughly 
4) Change pipette tip and pipette 10 μl from tube 2 into tube 3 
5) Vortex thoroughly 

Repeat steps 4 and 5 to complete the dilution series 

 

 

 



 

 

Tube 5 20 per μl

Tube 6 2 per μl

7. Pipette 5μl of standard template into each well for the standard curve according 

to your plate set-up 

The final volume in each well is 20μl. 

 

One Step Amplification Protocol 

Amplification conditions using oasigTM OneStep 2x RT-qPCR MasterMix. 

Step Time Temp

Reverse Transcription 10 mins 42 oC

Enzyme activation 2 mins 95 oC

50 Cycles

Denaturation 10 secs 95 oC



 

 

* Fluorogenic data should be collected during this step through the FAM and VIC channelsAmplification 
conditions using Precision TM OneStep 2x RT-qPCR MasterMix. 

Step Time Temp

Reverse Transcription 10 mins 55 oC

Enzyme activation 8 mins 95 oC

50 Cycles

Denaturation 10 secs 95 oC

DATA COLLECTION * 60 secs 60 oC

* Fluorogenic data should be collected during this step through the FAM and VIC channels 

Alternative two step reverse transcription/real-time PCR protocol 

Reverse Transcription 

If you need to perform separate reverse transcription and amplification (two step Real Time PCR) then 
we recommend the Primerdesign PrecisionTM nanoScript2 Reverse Transcription kit. A reverse 
transcription primer (GREEN) is included and is designed for use with the PrecisionTM nanoScript2 
reverse transcription kit. A protocol for this product is available at www.primerdesign. co.uk 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

1. After reverse transcription, prepare a reaction mix according to the table below for 
each cDNA sample 

2. Pipette 15μl of this mix into each well according to your real-time PCR experimental 
plate set up. 

3. Prepare sample cDNA templates for each of your samples by diluting the RT 
reaction mix 1:5 in RNAse/DNAse free water. 

4. Pipette 5μl of cDNA template into each well, according to your experimental plate 
setup. 

The final volume in each well is 20μl. For negative control wells use 5μl of RNAse/DNAse 
free water. 

 

 

 



 

 

Alternative two step amplification protocol 

Amplification conditions using PrecisionPLUSTM 2x qPCR MasterMix. 

* Fluorogenic data should be collected during this step through the FAM and VIC channels 

** Required if your Mastermix includes UNG to prevent PCR carryover contamination 

Interpretation of Results 

Target
Internal 

control

Negative 

control

Positive 

control
Interpretation



 

 

Internal PCR control 

The CT value obtained with the internal control will vary significantly depending on the 
extraction efficiency, the quantity of RNA added to the RT and PCR reaction and the individual 
machine settings. CT values of 28±3 are within the normal range. When amplifying a HRVsp 
sample with a high genome copy number, the internal extraction control may not produce an 
amplification plot. This does not invalidate the test and should be interpreted as a positive 
experimental result. 

Endogenous control 

The signal obtained from the endogenous control primer and probe set will vary according to 
the amount of biological material present in a given sample. An early signal indicates the 
presence of a good yield of biological material. A late signal suggests that little biological 
material is present in the sample. 

  


