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1. DESCRIPCION DEL PRODUCTO

los kits de deteccién de patégenos proporcionan un
procedimiento simple, fiable y répido para detectar la presencia
de un patégeno especifico. El ensayo se basa en reacciones PCR
en tiempo real con nucleasa 5’ para amplificar una secuencia
gendmica Unica en el microorganismo diana.

2. DESCRIPCION DE LA TECNOLOGIA

La PCR es un método utilizado para amplificar una secuencia
especifica de ADN en una reaccién que contiene, entre ofros
componentes, una ADN polimerasa termoestable, nucleétidos y
cebadores complementarios a la secuencia diana. Cuando esta
solucién se calienta, la molécula de ADN se desnaturaliza, por
lo que se divide en dos cadenas. A medida que la solucién
se enfria, los cebadores se unen a la secuencia diana en las
cadenas de ADN divididas y la ADN polimerasa sintetiza una
nueva cadena extendiendo los cebadores con nucledtidos, por
lo que crea una copia de la secuencia de ADN (amplicones).
Cuando se repite, este ciclo de desnaturalizacién, fusién y
extensién aumenta exponencialmente el nimero de amplicones
diana. En la PCR en tiempo real, la sefial se mide en cada ciclo
utilizando, en la mayoria de los casos, sondas fluorescentes
especificas. La fluorescencia se mide con un detector, y el
software correspondiente dibuja la intensidad de la fluorescencia
en funcién del nimero de ciclos, por lo que permite determinar
la presencia o la ausencia del organismo diana.

3. DESCRIPCION DEL PATOGENO

Cronobacter spp. originalmente fue descrito como Enterobacter
cloacae de pigmentacién amarilla hasta que fue definido como
Enterobacter sakazakiien 1980. Recientemente, fue reclasificado
como un nuevo género — Cronobacter. Este microorganismo se
considera un patégeno oportunista emergente transmitido por
los alimentos, vinculado a casos clinicos de infeccién tanto
en bebés como en adultos. Los sintomas clinicos incluyen
enterocolitis necrosante, bacteriemia y meningitis con altas tasas
de mortalidad en neonatos y bebés. Las fuentes contaminantes,
la ecologia y las caracteristicas de virulencia de este organismo
siguen siendo poco conocidas. Sin embargo, se ha aislado de
una amplia variedad de alimentos, incluyendo férmula infantil,
leche en polvo, queso, verduras y carne. Se ha sugerido que la
leche en polvo y la férmula infantil en polvo son los vehiculos
responsables de 50 %-80 % de las infecciones por Cronobacter.
Recientemente, se han hallado otros métodos répidos y sensibles
como alternativas atractivas al método de cultivo convencional
para la deteccién de Cronobacter spp. Estos métodos son
métodos basados en PCR, en particular basados en PCR en
tiempo real, que permiten la deteccién répida de Cronobacter
spp en muestras de alimentos.

Enriquecimiento

4. CONTROL INTERNO (IC)

Los kits de deteccién de patégenos incluyen un control interno
(IC) en la Master Mix. Este control se amplifica al mismo tiempo
que la secuencia de ADN diana, aunque utilizando un conjunto
diferente de cebadores y una sonda marcada con un fluoréforo
diferente. La inclusién del IC en cada reaccién permite evaluar
los inhibidores de la PCR en los resultados negativos.

5. APLICACION

Condagene® Cronobacter spp. estd destinado a detectar
répidamente Cronobacter spp. en muestras de alimentos,
después del enriquecimiento en agua de peptona tamponada
y extracciéon de ADN. El kit se validé en los instrumentos ABI
PRISM® 7500 Fast y ThermoScientific® PikoReal. El kit es
compatible con todos los termocicladores que trabajan en los
canales FAM y ROX. El kit de deteccién no debe utilizarse en los
procedimientos de diagnéstico. Para uso exclusivo alimentario.

El procedimiento incluye los siguientes pasos principales:

&_>i_> pas

Preparacién y
realizacién de la PCR

Resultados e
interpretacion

Extraccién

de la muestra de ADN

6. CONTENIDO Y CONSERVACION

El kit contiene reactivos para 100 ensayos.

Contenido Unidades Composicién
Master Mix Tampén, dNTPs,
(tapdn azul) ® 2tubos (2 x 840 ) ADN polimerasa
Assay Mix

® 1 tubo (1 x 210 pl)

; . Cebadores y sondas
(tapdn marrén)

Control negativo

(tapdn transparente) © Tiubo (1 x70 )

Agua sin nucleasa

Control positivo

P ADN diana
(tapdn rojo)

® 1 tubo (1 x 70 l)

Conserve todo el contenido a -20° C y protéjalo de la luz, ya
que la exposicién excesiva a la luz puede afectar a las sondas
fluorescentes. Minimice los ciclos de congelacién-descongelacion.
Los reactivos conservados siguiendo las recomendaciones se
pueden utilizar hasta la fecha de caducidad indicada en el tubo.

7. MATERIAL NECESARIO Y NO SUMINISTRADO

- Microcentrifuga

- Cabinas de flujo de aire laminar / cabinas de PCR

- Guantes de nitrilo

- Micropipetas y puntas de filtro sin nucleasa

- Termociclador Real Time

- Tubos/tiras/placas de miltiples pocillos y accesorios
especificos de cada instrumento

- Tampén de lisis / kit de extraccién de ADN (ejemplo:
6500/6504/6505/6506/6507)

8. PRECAUCIONES Y RECOMENDACIONES

Los procedimientos de biologia molecular, como las extracciones
de ADN vy la amplificacién mediante PCR, requieren que
intervenga personal cudlificado que evite el riesgo de que
se generen resultados erréneos, especialmente a causa de la
contaminacién de las muestras o la degradacién de los dcidos
nucleicos presentes en ellas. Es muy aconsejable contar con
dreas, materiales y equipos especificos para la extraccién de
ADN, la preparacién de la PCR y los procedimientos posteriores
a la PCR. En el laboratorio, el flujo de trabajo debe avanzar de



manera unidireccional, comenzando en el drea de Exiraccién y
pasando al drea de Amplificacién y Deteccién.

El usuario siempre debe prestar atencién a lo siguiente:

- Antes de ejecutar el ensayo, lea todas las instrucciones
proporcionadas.

- No mezcle los reactivos de diferentes lotes.

- Use el equipo de proteccién personal adecuado, que incluya
guantes desechables y batas de laboratorio.

- Conserve y extraiga el material positivo sin que este esté en
contacto con el resto de reactivos.

9. CONTROL DE CALIDAD

De acuerdo con la norma ISO 9001, cada lote del kit se analiza
conforme a especificaciones predeterminadas, para garantizar
que la calidad del producto sea uniforme.

10. PROCEDIMIENTO
10.1. Enriquecimiento

Caldo y temperatura de preenriquecimiento segin la norma
ISO 22964, el Manual Andlitico Bacteriolédgico (BAM)
(Capitulo 29), durante 18 h-24 h. También se pueden utilizar
otros procedimientos de enriquecimiento vélidos y adecuados.

10.2. Extraccién de ADN

Utilice un kit o un protocolo adecuado para extraer el ADN.
Como Condagene® Complex Extraction Kit (6500), Condagene®
Extraction Rapid (6504-6505) o Condagene® Extraction Column
(6506-6507).

10.3. Preparacién de la PCR

A: Mezcla para PCR
Siempre use guantes en todos los procedimientos de PCR.

1. Descongele las soluciones del kit. Mezcle bien y centrifugue
brevemente.
2. Prepare las reacciones como se describe a continuacién:

Contenido N.° de muestras
Reaccién gPCR 1 10 (10 + 1)
Master Mix ® 16yl 176 pl
Assay Mix ® 2l 22 pl
Volumen total 18 198 pl

Nota: Prepare la reaccién PCR para cada muestra, o bien, prepare una
Master Mix que cubra el total de reacciones més un 10 % adicional para
compensar las pérdidas generadas al pipetear (por ejemplo, si son 10
muestras, prepare un volumen para 11). En este caso, prepare la mezcla
en un tubo de 1,5 ml estéril y sin nucleasa. Incluye 2 reacciones PCR
para los controles positivos y negativos.

3. Mezcle la mix preparada invirtiendo el tubo y centrifugando
brevemente.

4. Vierta alicuotas de 18 pl de la mix preparada en los pocillos
de las placas o el tubo de PCR.

5. Para el control negativo, pipetee 2 pl del tubo de Control
Negativo (tapén transparente); pipetee 2 pl de la muestra
de ADN por cada pocillo; y para el control positivo, pipetee
2 pl del tubo de Control Positivo (tapén rojo). Cada tubo de
PCR/pocillo debe tener un volumen de PCR final de 20 pl.

6. Centrifugue brevemente los pocillos de las placas o los
tubos de PCR.

7. Coloque las reacciones en el instrumento de PCR en tiempo
real.

B: Configuracién del programa
Prepare el instrumento de PCR en tiempo real conforme al
siguiente programa de temperatura/tiempo:

Fase Paso Temperatura Tiempo

Etapa de refencién  Paso 1 50° 2 min
Paso 2 95° 5 min

Amplificacién: Paso 1 95° 30s

40 ciclos Paso 2 60° 30
Paso 3 72° 30s

Diana Canales

Deteccién de Cronobacter spp. FAM

Deteccién del control interno (IC) ROX

11. ANALISIS DE DATOS

Para analizar los resultados de la PCR, seleccione las opciones
de visualizacién de la fluorescencia. Las muestras que arrojan
valores positivos del umbral de ciclos (Ct) se consideran positivas.

Importante: También compruebe las curvas de amplificacién, no
solo los valores de Ct. Las muestras deben inspeccionarse tanto
a escala logaritmica como a escala lineal y compararse con el
control negativo. Si es necesario, ajuste el umbral. La evaluacién
de los resultados de la muestra debe realizarse después de que los
controles positivos y negativos hayan sido examinados y se haya
determinado que son vdlidos. Si los resultados de los controles no
son vélidos, los resultados de la muestra no se podrdn interpretar.
Interpretacién de los datos de la PCR:

Interpretacién de los datos de la PCR:

a) Controles
Para validar el ensayo, los controles deben tener los siguientes
resultados:

Deteccion de Cronobacter Deteccién de

spp. con FAM IC con ROX
Control negativo Negativo Positivo
Control positivo  Positivo Positivo

Tenga en cuenta que, si los controles no coinciden con estos resultados,
el experimento deberd repetirse.

b) Muestras
La interpretacién de los resultados de las muestras se resume en
la siguiente tabla:

Cronobacter SPP. De- Deteccién de  Interpretacién

teccion con FAM IC con ROX
Positivo Positivo/ Se detecté ADN, muestra
negativo™** positiva en Cronobacter spp.
Negativo Positivo No se defecté ADN, muestra
negativa en Cronobacter
spp.
Negativo Negativo El resultado no es vélido*

*Si la deteccién de Cronobacter spp. y del IC son negativas, esto indica
la presencia de inhibidores de PCR en la muestra. Realice una dilucién
de la muestra de ADN (dilucién 1/10) o lleve a cabo otra extraccién de
ADN vy repita la gPCR.

**La alta concentracién de ADN diana en la muestra puede provocar
una sefal de fluorescencia reducida o inexistente del IC.
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12. ESPECIFICIDAD/INCLUSIVIDAD Condagene® Deteccién de alérgenos

a) 100 % de exclusividad, determinada utilizando 30 cepas de

¢ . Sobrenadante  Master Assay Volumen final Establecer el
organismos estrechamente relacionados o que se encuentren Mix Mix qPCR rxn programa
en el mismo hdébitat.
. .. . - -
b) 100 % de inclusividad, determinada en 2 cepas de + + —
Cronobacter spp.

13. SENSIBILIDAD 513000 rpm 24l 164l 24l 20l

Se puede alcanzar un limite de deteccién de 1 a 10 células por
cada 25 g de muestra de alimento, tras el enriquecimiento. El
kit Condagene® Cronobacter spp. detecta hasta 103-104 ufc/
ml en cultivos de enriquecimiento. Este kit tiene una sensibilidad
de reaccién de 25 fg de ADN diana.

Control positivo Control negativo
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