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Introduccion

Edwardsiella tarda, es un agente bacteriano Gram (-) que ha sido reportado vy aislado en especies de tilapia, hibridos vy
algunos siluriformes, en estado silvestre y sistemas de produccién en diferentes regiones, como: Africa, Asia, Estados
Unidos y Sudamérica. En los casos donde la presencia de la bacteria esta asociada con la enfermedad, los signos clinicos
usualmente incluyen septicemia, razén por la cual la infeccién es conocida como edwarsiellosis o edwardsiella septicémica.
La infeccién se manifiesta por pequefias lesiones cutaneas que progresan a abscesos dentro del muisculo, internamente
es evidente una congestién generalizada similar a otras septicemias bacterianas, hemorragias, necrosis e inflamacion de
6rganos en la forma aguda. Mientras en la fase cronica es mas evidente una dermatitis necrética-ulcerativa y hemorragica
severa.

Las infecciones de origen bacteriano en organismos acudticos, usualmente involucran diferentes agentes, es comun
evidenciar co-infecciones que involucran diferentes agentes (Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae, S. iniae),
usualmente por la diferencias metabdlicas entre los agentes, es complejo el aislamiento e identificacion por métodos
microbioldgicos convencionales, donde prevalece la de mayor crecimiento. La identificacién precisa del agente requiere
de métodos de deteccion especifica, libre de cultivo como la Reaccion de la cadena de la Polimerasa (PCR o gPCR)

Es considerado un problema zoonético causando enfermedad entérica compleja en humanos, por ello, el monitoreo de
las condiciones de salud de los animales y el producto final es clave para garantizar un producto sin riesgos para el
consumidor final

Principio
La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (gPCR) funciona permitiendo la amplificacion de un fragmento de

interés del ADN total de un microorganismo o patbgeno particular. Inicialmente se parte de una muestra de ADN vy
posteriormente es amplificada sucesivamente en una reacciéon 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 tecnologfa de un fluoréforo emisor y un tinte represor o guencher.

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 combinacion de sonda que reportan en el canal verde de deteccidon en su termociclador. A saber,
estas sondas son:

Canal Deteccién
Verde FAM
Fluorescein
Excitacion (nM) 470+10 EvaGreen®
Deteccion (nM) 51045 Alexa Fluor 488

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 compafiia. Conste la seccién de
Informacién sobre érdenes al final de este manual. Para facilitar su gestion de aprovisi onamiento, marque las casillas que
se muestran al lado de cada insumo necesario.

Usted requerird 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 extraccion 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 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 encuentren en buen estado antes de empezar.

Procedimiento

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

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

2. Dispense la mezcla (24ul) en los tubos o platos de reaccién (grado dptico). 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 (Solucién C) y 1l 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.

5. Configure su termociclador con los canales correspondientes a la sonda de este kit y la etapa donde tendréa lugar la

deteccion @ :
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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
Edwardsiella tarda
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 - 4 +
+/- + -
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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.

Asegurese de dispensar las muestras en tubos con componentes de calidad dptica segun 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 manipulacion de los reactivos empleados.

Control Negativo

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

Uso previsto

El kit permite la deteccién del agente Edwardsiella tarda a partir de diferentes matrices biolégicas. 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 Investigacién (RUO por siglas en inglés Research Use Only).
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Definicion de Simbolos

Para su referencia, a continuacién, encontrara la definicion 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 Catélogo (Cat. No.)

NUmero de parte/material

BER-~wE K

Proteger de la luz solar

)
A

Registro de cambios

Cambio Fecha
Version Inicial 12/2020
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