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Introduccion

Streptococcus injae es un organismo patdgeno de origen bacteriano, caracterizado principalmente por ser cocos Gram
(+), B-Hemoliticos, no agrupable en el sistema Lancefield, cuyo ciclo de vida se encuentra fuertemente asociado a
animales presentes en ecosistemas acuaticos. S. iniae se identificd como patdgeno en los sistemas acufcolas desde
1976 cuando se aisl6 por primera vez de la piel de delfines amazonicos que se encontraban en cautiverio, desde entonces
se han aislado e identificado como los causantes de brotes epidémicos con altas mortalidades, perdidas productivas y
econdmicas a nivel global, en especial en complejos industriales de cultivos de peces miembros de los ciclidos como la
trucha arcoiris ( Oncorhynchus mykiss) vy la tilapia (Oreochromis spp) en los que las condiciones ambientales y de calidad
del agua juegan un rol fundamental para la salud de los sistemas.

La patogénesis de la enfermedad causada por S. /niae no esta completamente comprendida, pero existen sugerencias
que la refieren como resultado de un proceso de multiples pasos empezando por la exposicion y colonizacién de los
tejidos externos o gastrointestinales, seguido por una diseminacion local y la subsecuente invasion del torrente sanguineo;
aunque no todos los individuos infectados con S. /niae evidencian sintomas los més comunes incluyen signos externos
como letargia, nado erratico, anorexia, meningitis, exoftalmia, hemorragias cutaneas difusas con prevalencia en la regién
cefdlica y caudal, en el andlisis histolégico se pueden evidenciar un cuadro septicémico con marcada infiltracién celular
inflamatoria con presencia abundante de cocos en la mayoria de tejidos.

En gran proporcion las infecciones de naturaleza bacteriana en organismos acudticos involucran diversos
microorganismos oportunistas por lo que es comun observar procesos de co-infeccién que involucran otros agentes
caracterizados en infecciones acuicolas. Su identificacion puede ser por metodologias clasicas como el cultivo
microbioldgico que puede arrojar resultados de identificacion y caracterizaciéon en el transcurso de una a dos semanas o
a partir de herramientas moleculares como la PCR, la gPCR o el secuenciamiento que pueden otorgar resultados en
cuestion de horas.

Principio

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) funciona permitiendo la amplificacién de un fragmento de
interés del ADN total de un microorganismo o patdgeno particular. Inicialmente se parte de una muestra de ADN vy
posteriormente es amplificada sucesivamente en una reaccién de PCR.

En el caso de este kit, la amplificacion es detectada mediante el uso de sondas que reportan dicha amplificacion. Estas
sondas se basan en la tecnologia de un fluoréforo emisor y un tinte represor o quencher.

En este kit, usted cuenta con todos los componentes necesarios para llevar a cabo las reacciones. Adicionalmente, cuenta
con un control positivo (CP) que permite comprobar el funcionamiento de las reacciones de PCR.

Este kit emplea una combinacién de sonda que reportan en el canal verde de deteccién en su termociclador. A saber,
estas sondas son:

Canal Deteccidén
Verde FAM ‘
Fluorescein
Excitacion (nM) 470+10 EvaGreen®
Deteccién (nm) 510%5 Alexa Fluor 488
- SYBR GREEN

El presente kit fue validado en la plataforma Rotor-Gene Q (Qiagen), pero su desempefio ha sido confirmado en los
sistema de PCR en tiempo real StepOnePlus™ y ABI 7500 (Applied Biosystem)
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Materiales a ser proporcionados por el usuario

Adicional a los materiales proporcionados en el kit, usted necesitara los siguientes materiales que no se encuentran
incluidos. Algunos de estos insumos pueden ser adquiridos a través de nuestra compafifa. Conste la seccion de
Informacion sobre érdenes al final de este manual. Para facilitar su gestion de apr ovisionamiento, marque las casillas que
se muestran al lado de cada insumo necesario.

Usted requerira de: micropipetas, puntas para micropipeta con barrera, vortex, termociclador en tiempo real, mini
centrifuga, estacion de PCR o &rea para trabajo de PCR, bafio de hielo o estacion de frio, gradillas, tubos de 1,5-2,0 mL.

Adicionalmente, usted requerira realizar extraccién de ADN a partir de sus muestras, considere un sistema de extraccion
por columnas, perlas magnéticas o a partir de tarjetas FTA.

Por su parte, todo trabajo en el laboratorio implica que el personal operativo debe contar con implementos de proteccion
personal como: bata, guantes v lentes protectores, guantes y lentes protectores.

Protocolo de uso

Puntos Importantes antes de Empezar

- Lea por completo las notas importantes mencionadas en este manual

- Realice el protocolo tan rapido como sea posible. EI ADN es una molécula inestable y puede ser susceptible a
degradacion o alteraciones en el tiempo

- Siempre descontamine sus superficies antes de iniciar el protocolo

- Asegurese de que los productos se encuentran en buen estado antes de empezar.

Procedimiento

1. Pipetee los siguientes reactivos en un tubo de 1,5mL. El volumen sera correspondiente al nUmero de reacciones que
utilizara, se recomienda considerar una reaccion adicional al nimero de pruebas a analizar:

Componente 1 reaccion 10 reacciones
Solucién A 13ul 130ul
Solucién B 1l 10ul
Agua Libre Nucleasas (NTC) 10ul 100ul
Volumen Total 24l 240ul

2. Dispense la mezcla (24ul) en los tubos o platos de reaccion (grado éptico). Utilice un tubo por cada muestra a
procesar e incluya un tubo para cada control, positivo y negativo.

3. Dispense en cada uno de los tubos 1ulL de la muestra de ADN a probar. En el caso de los controles incluya 1uL del
Control Positivo (Solucion C) y 1uL Agua Libre de Nucleasas (NTC) al control negativo, respectivamente.

4. Cierre los tubos con sus tapas o pelicula grado optico en el caso de emplear platos.
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5. Configure su termociclador con los canales correspondientes a la sonda de este kit y la etapa donde tendrd lugar la
deteccion :

6. Configure el termociclador de acuerdo con las condiciones mostradas a continuacion:

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Initial Hold 95° C 10 Min 1
Hold 95° C 30 Seg
35
Alineamiento/ 58°C 40 Seg

Extension

Analisis de datos e interpretacion de resultados

Para que el ensayo sea valido, el control positivo debe mostrar una sefial con un Cy entre 18 y 26 ciclos. Adicionalmente,
el control negativo, no debera registrar amplificacién o un valor de Ct >33 en caso de presentarse, en algunas plataformas
pueden evidenciarse un curva atipica sobrepasando en el ciclo umbral de deteccion (Ct)

Comportamiento de los controles de la prueba:

Rango de Ct (Cycle Thershold) *

Control Positivo (CP) 18 - 26
Streptococcus iniae
Control Negativo No amplificacion o Ct>33
Muestras positivas Ct=32

*
Los valores de Ct pueden variar por * 2 ciclos al ser empleados en diferentes instrumentos de PCR en tiempo real

Los resultados y su interpretacién son mostrados a continuacion:

Resultado Sonda Control Positivo Control Negativo
Positivo + + -
Negativo - + -
+/- - -
+/- - +
Indeterminado + + +
+/- + -
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Notas importantes

Para el uso adecuado de este kit, los usuarios deben tener en cuenta: usar siempre consumibles y plasticos libres de
nucleasas, almacenar y manipular separadamente muestras y materiales que puedan contener material genético del
patdgeno a ser detectado, descongelar siempre sobre hielo o en una estacién de frio los reactivos a ser utilizados,
homogeneizar bien los reactivos a ser utilizados luego de descongelarse por completo y no utilizar los componentes del
kit luego de su fecha de vencimiento/expiracion.

Aseglrese de dispensar las muestras en tubos con componentes de calidad optica segin su termociclador.

Por su parte, tenga en cuenta las siguientes recomendaciones sobre el uso de los controles:

Control Positivo

Incluya siempre al menos una reaccion de control positivo en su conjunto de PCR. Este control permite comprobar la
funcionalidad de los reactivos de deteccion y la correcta manipulacién de los reactivos empleados.

Control Negativo

Incluya siempre al menos una reaccion de control negativo sin plantilla (Non Template Control -NTC- por sus siglas en
inglés) en su conjunto de PCR. Este control permite determinar que no haya ocurrido contaminaciéon de los reactivos o
de la reaccion de PCR.

Uso previsto

El kit permite la deteccion del agente Streptococcus injae a partir de diferentes matrices bioldgicas. El protocolo de
extraccion de acidos nucleicos a ser empleado debe ser determinado por el investigador de acuerdo con el tipo de matriz.
El objetivo de este ensayo molecular no es prevenir, curar, tratar o coadyuvar en el tratamiento de ninguna enfermedad
animal o humana. Este kit tampoco tiene el objetivo de dar un diagnéstico sobre una enfermedad. Se define para uso
exclusivo para Investigaciéon (RUO por siglas en inglés Research Use Only).

www.gentechbio.com - contacto@gentechbio.co
() gentechbio @ @gentechbio






PF0002

Definicion de simbolos

Para su referencia, a continuacion, encontrara la definicién de los simbolos contenidos en los diferentes componentes
del kit y en el contenido de este manual:

Fabricante del kit

NUmero de Lote
Fecha de Vencimiento/Expiracion

Temperatura de Preservacion

Manual del Usuario
Numero de Catalogo (Cat. No.)

Ndmero de parte/material

HRER=Rat ol g 3

)
A%

Proteger de la luz solar

Registro de cambios

Cambio Fecha
Version Inicial 12/2020
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