Salmonella 2.0

Para su uso con los termocicladores de PCR en tiempo real CFX 96 y CFX Opus 96 de Bio-Rad
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1 USO PREVISTO

El ensayo Check&Trace Salmonella 2.0 es una prueba de PCR en tiempo real semiautomadtica y cualitativa
disefiada para la confirmacion vy tipificacion de presuntas cepas aisladas de Salmonella a partir medios
de cultivo enriquecidos. El procedimiento de confirmacién permite determinar si un resultado de posible
(presunta) Salmonella (segin la norma ISO-6579-1) es un resultado confirmado de Salmonella spp. o un
resultado negativo para Salmonella. El procedimiento de tipificacion genera un resultado de
serovariedad o un codigo de “genovariedad” que define de forma Unica cada aislado bacteriano
analizado.

La prueba se realiza después de un simple paso de preparacion de muestras de bacterias procedentes
del cultivo. A continuacién, la muestra se utiliza como material de preamplificacion para un ensayo
multiple de PCR en tiempo real en 6 tubos realizado en los sistemas CFX 96 o CFX Opus 96 de Bio-rad.
Para cada PCR multiple se evallan la presencia y ausencia de secuencias diana para su confirmacion y
tipificacién, y se genera automaticamente un resultado final utilizando un software especificamente
desarrollado para esta prueba.

2 RESUMEN Y EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO

La Salmonella es una de las principales causas de intoxicacidn alimentaria; por este motivo, su deteccién
en alimentos y piensos es obligatoria en muchos paises. Los protocolos estandar para la deteccion de
Salmonella requieren mucho tiempo y tardan varios dias en generar un resultado final positivo o negativo
de la prueba. (ISO-6579/1). Si el resultado es positivo para Salmonella, muchos paises requieren su
tipificacidn adicional para evaluaciones de riesgos epidemioldgicos y sanitario. Tradicionalmente, esto se
realiza utilizando la serotipificacién para los antigenos de proteina flagelar (H) y los lipopolisacdridos
somaticos (O) (ISO-6579/3). Sin embargo, la Salmonella es antigénicamente compleja con mas de 2 400
serovariedades que presentan varias combinaciones de 46 antigenos O y 85 H (3). Por lo tanto, una vez
obtenido un resultado positivo, la posterior tipificacion adicional de este resultado positivo de
Salmonella puede tardar de nuevo varios dias en completarse, lo que requiere muchos antisueros frente
a Oy H para la tipificacién completa.

La tipificacion por ADN difiere de la serotipificacion. Con la serotipificacion se detecta la presencia de
antigenos en la superficie celular y en los flagelos; lo cual se basa en la expresién de genes ubicados en
dos segmentos especificos del genoma de la Salmonella. La prueba CTS 2.0 detecta la variacion genética
en 21 loci repartidos por todo el genoma de Salmonella, generando genotipos especificos de la bacteria,
también denominados genovariedades. La base de datos de CTS 2.0 vincula las genovariedades con una
serie de serovariedades de Salmonella bien caracterizadas. De este modo, se indicard una genovariedad
como resultado de la prueba si no hay una serovariedad establecida para la genovariedad generada por
el ensayo CTS 2.0.

Con el ensayo CTS 2.0, la confirmacion y tipificacion de Salmonella se puede realizar en
aproximadamente 2,5 horas a partir de bacterias de una placa de agar XLD o agar nutritivo (AN). La
presencia de secuencias diana de ADN para tipificacion y confirmacidn se detecta en paralelo con varios
controles internos. CTS 2.0 utiliza un proceso de preparacién de muestras rdpido y sencillo, y minimiza
la intervencion del operador una vez que las muestras se colocan en el sistema de PCR en tiempo real.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Se genera una lista de trabajo en el portal de analisis de CTS 2.0. Los especimenes de bacterias se
recolectan a partir de medios XLD o AN utilizando “muestreadores de colonias” incluidos en el kit CTS
2.0. A continuacidn, los muestreadores de colonias se colocan en tubos de 1,5 ml previamente rellenados
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con 200 ul de tampdn de muestra. Las bacterias se resuspenden en este tampon y los tubos se cierran 'y
se transfieren a un bloque calefactor precalentado a 98 °C. Los tubos se incuban durante 10 minutos a
98 °Cy se dejan enfriar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Este procedimiento genera un lisado
sin procesar de los especimenes que liberan el ADN bacteriano en el tampon de muestra. Este lisado
crudo es adecuado para el proceso de amplificacion en tiempo real de CTS 2.0 sin purificacion adicional.

140 ul Del lisado crudo son transferidos a un tubo nuevo previamente rellenado con 35 pl de Master Mix
de PCR y se mezcla pipeteando arriba y abajo 3 veces. A continuacion, se afiaden 25 ul de la solucién de
Master Mix/lisado crudo a cada uno de los 6 tubos de la tira de reactivos de PCR CTS 2.0. Esta tira de
reactivos contiene todos los cebadores y sondas de PCR para la amplificacién y deteccién de secuencias
diana mediante PCR en tiempo real. Finalmente, la tira de reactivos de PCR se coloca en el instrumento
de PCR en tiempo real y se inicia el proceso de amplificacion.

Las dianas de ADN amplificadas se detectan mediante sondas de hidrodlisis (TagMan®), marcadas en un
extremo con un colorante informador fluorescente (fluoréforo) y en el otro extremo con un resto
desactivador. Se utilizan sondas marcadas con diferentes fluoréforos para detectar las distintas
secuencias diana; asi se pueden usar hasta 5 fluordforos por cada tubo de reaccién. El CTS 2.0 puede
detectar un total de 27 marcadores de ADN, incluidos 6 controles, utilizando 6 PCR multiples en tiempo
real en paralelo. Los marcadores de control permitirdn evaluar la presencia o ausencia de Salmonella 'y
detectaran fallos en la reaccion. La ausencia o presencia de cada uno de los 21 marcadores de ADN
restantes genera una “huella genética” exclusiva que se utiliza para determinar el tipo de Sa/monella.

El ensayo CTS 2.0 utiliza un software especifico para la generacion de resultados en un proceso de dos
pasos. En el primer paso se establece la ausencia y presencia de cada uno de los 27 marcadores de ADN.
Esto genera un patrdén exclusivo de presencia/ausencia para todos los marcadores de ADN, es decir, la
“huella genética”. En un segundo paso, esta “huella genética” se compara con una base de datos que
contiene las huellas genéticas de muchas serovariedades de Salmonella. Si se encuentra una
coincidencia, el software emitird un resultado de serovariedad de los ensayos de CTS 2.0; si no se
encuentra ninguna coincidencia pero se confirma el género de Salmonella, se emitird un resultado de
genovariedad.

Contenido del kit Cantidad

Tiras de reactivos para PCR CTS 2.0

Tiras de PCR (con tapas) con 12 tubos cada una y 6 conjuntos
duplicados de sondas fluorescentes y cebadores especificos de
diana en formato seco.

Master Mix para PCR CTS 2.0

Mezcla maestra para PCR con ADN polimerasa, dNTP, tampdn | 2 tubos con 1 ml cada uno
de reaccion y estabilizadores

3 bolsas, cada una con
8 tiras de reactivos de PCR
con 12 tubos

Tampdn de muestra 1 vial con 12 ml

Muestreadores de colonias 90

3 EQUIPO Y MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

- Sistema de PCR en tiempo real CFX 96 o CFX Opus 96 de Bio-Rad

- Mezclador vorticial

- Bloque calefactor para tubos Eppendorf

- Centrifuga para tubos Eppendorf

- Centrifuga para placas de microtitulacién

- Soporte para tubos Eppendorf

- Tubos Eppendorf

- Soporte para tiras de reactivos de PCR

- Pipetas y puntas desechables con filtro hidréfobo para volimenes de 20 a 200 pl
- Bata de laboratorio y guantes desechables sin talco
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4 ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

- Precauciéon: este procedimiento utiliza/detecta microorganismos patdgenos y/o sus productos
metabdlicos. Se debe tener cuidado para evitar la ingestion o inhalacién de aerosoles
potencialmente infecciosos o el contacto con la piel. El personal de laboratorio debe seguir las
precauciones de seguridad de laboratorio adecuadas y tener facil acceso a las hojas de datos de
seguridad de materiales asociados (SDS, http://www.ilpi.com/msds/). Al manipular patdgenos, el
personal debe utilizar un sistema de contencién de bioseguridad adecuado
(https://www. .cdc.gov/labs/BMBL.html) y contar con el equipo de proteccion personal adecuado,
incluida ropa, guantes protectores y proteccion ocular adecuada.

- Elensayo CTS 2.0 estd destinado exclusivamente para su uso en el laboratorio.
- No utilice el kit si la etiqueta de precinto de la caja exterior esta rota.
- No utilice los reactivos si al recibirlos las bolsas protectoras estdn abiertas o rotas.

- Cierre las bolsas protectoras de los reactivos con el cierre hermético inmediatamente después de
cada uso. Antes de cerrar las bolsas, elimine el exceso de aire.

- No retire el desecante de las bolsas de reactivos.

- Noutilice los reactivos si el desecante no estd presente o esta roto dentro de las bolsas de reactivos.
- No meazcle reactivos de diferentes bolsas, kits o lotes.

- No utilice reactivos ni materiales caducados.

- No exponga las tiras de reactivos de PCR a una luz excesiva para evitar la degradacion de los
fluordforos debido al fotoblanqueo.

- Utilice guantes sin talco y evite dejar huellas dactilares y escribir en las tapas de las tiras de reactivos
de PCR.

- Esfundamental una buena técnica de laboratorio para realizar correctamente esta prueba. Debido
a la alta sensibilidad analitica de esta prueba, se debe tener extremo precaucion para conservar la
pureza de todos los materiales y reactivos.

- Paraevitar la contaminacion por amplicones, no abra las tiras de reactivos para PCR CTS 2.0 después
de su uso y deséchelas de inmediato.

- Manipule siempre los especimenes de conformidad con los procedimientos de seguridad del
laboratorio para laboratorios microbioldgicos.

- Utilice ropa protectora y guantes desechables cuando manipule los reactivos.
- Lavese bien las manos después de realizar el ensayo.

- Nofume, beba, mastique ni coma en zonas en las que se manipulan los especimenes o los reactivos
del kit.

- Deseche los reactivos no utilizados de conformidad con los reglamentos locales, estatales,
provinciales y/o federales.

5 ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Los reactivos y componentes del ensayo CTS 2.0 son estables a una temperatura de entre 2 y 8 °C hasta
la fecha de caducidad indicada. No utilice componentes caducados. Las tiras de reactivos para PCR CTS
2.0 se suministran en bolsas herméticas. Para proteger el producto frente a la humedad, cierre de
inmediato la bolsa después de haberla abierto.

Las tiras de reactivos para PCR son estables durante un maximo de 30 dias a una temperatura de entre 2
y 8 °C después de la apertura inicial de la bolsa y su cierre posterior.
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INSTRUCCIONES DE USO

Generar una lista de trabajo

1.

10.

11.

Inicie sesion en el portal de anélisis CTS 2.0 de Check-Points con una direccidon de correo electrénico
y una contrasefia.

Abra el menu haciendo clic en el icono E en la parte superior izquierda, cuando no esté visible.
Abra la pestafia de sesiones de anélisis haciendo clic en “Sesiones de analisis”.

Afiada una nueva sesién de analisis haciendo clic en el icono en la parte superior derecha. El
identificador global se genera automaticamente y no se puede cambiar. El identificador de ejecucién
personalizado se puede ingresar en “Detalles”.

Seleccione el “NUmero de lote” en el menu desplegable y seleccione el “Ciclador gPCR” correcto
(ambos son obligatorios). El “Identificador de ejecucién personalizado” y las “Notas de la sesién de
ejecucioén” son opcionales.

Para afiadir muestras, haga clic en el icono de la pipeta e introduzca la informacién de la muestra.
Los “Nombres de las muestras” son obligatorios; también puede introducirse informacion adicional
como “Ubicacién de la muestra”, “Lote de produccion”, “Origen de la muestra”, “Dispositivo de
muestreo” y “Fecha de muestreo”.

Haga clic en “Guardar + Nuevo” para ir a la siguiente muestra y continuar hasta la muestra final y, a
continuacion, haga clic en “Guardar”.

También puede hacer clic en el icono de importacién de muestras ﬂ para cargar un archivo CSV o
XLSX con informacion de las muestras. El formato de archivo se puede descargar usando el botdn
de exportacién E

Haga clic en “Descargar archivo de andlisis cfx”. Asi se genera el archivo de anlisis para iniciar la
PCR en tiempo real en el paso “Funcionamiento del sistema de PCR”. Si la informacién de la muestra
se cambia posteriormente, siempre haga clic primero nuevamente en “Descargar archivo de
ejecucién cfx” para tener el archivo .plrn (LIMS) mas reciente para el termociclador. Ejecutar la
prueba con el archivo de ejecucion Lims obsoleto generard un error durante el andlisis.

A continuacion, descargue e imprima una lista de trabajo para su uso en el laboratorio haciendo clic
en el icono k=l en |a parte superior derecha.

Continue con la preparacion de las muestras.

Preparacién de muestras

NOTA: Se utiliza una (1) tira de reactivos de PCR para dos (2) muestras. En caso de que el numero de
muestras sea impar, complemente con muestras de una cepa de control (referencia).

1.
2.

o

Encienda el bloque calefactora 98 £ 3 C.

Afiada 200 pl de tampdn de muestra en un tubo de 1,5 ml. Use un tubo diferente para cada muestra
y escriba la muestra ID de la muestra en el tubo.

Atreviese una Unica colonia del agar con el muestreador de colonias. Toque ligeramente el fondo de
la placa y saque el muestreador. Mantenga siempre el muestreador de colonias en posicién vertical

como se muestra en la Figura 1.
1x

Figura 1: Técnica correcta de muestreo

Coloque el muestreador de colonias en el tubo de 1,5 ml con 200 pl de tampdn de muestra y gire el
muestreador entre el pulgar y el indice al menos 5 veces de un lado a otro manteniéndolo dentro del
tampon.

Retire y deseche el muestreador de colonias.

Cierre el tubo y mezcle brevemente en el agitador vorticial.

Coloque los tubos en el bloque calefactor precalentado e incube la muestra durante 10 minutos a 98

+3C.
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Mezcle los tubos en el agitador vorticial y coléquelos en la mesa de laboratorio para que se enfrien a
temperatura ambiente durante al menos 5 minutos. Si las muestras no se utilizan inmediatamente
después, centrifuguelas brevemente y almacene los tubos a -20 °C.

Continue con “Configuracion de PCR en tiempo real”.

Configuraciéon de PCR en tiempo real

NOTA: Las muestras a -20 C deben colocarse a temperatura ambiente durante 15 minutos, mezclarse en
el agitador vorticial y centrifugarse brevemente.

Afiada 35 pl de Master Mix en un tubo de 1,5 ml. Use un tubo diferente para cada muestra y escriba
la muestra ID de la muestra en el tubo.

Centrifugue brevemente las muestras del paso anterior (Preparacién de muestras) y afiada 140 pl
de muestra al Master Mix. Mezcle pipeteando arriba y abajo suavemente 3 veces.

Saque la cantidad necesaria de tiras de reactivos de PCR de sus bolsas protectoras. Retire el exceso
de aire y cierre las bolsas con el cierre hermético. Etiquete el extremo de cada tira de reactivo de
PCR con la identificacién del espécimen adecuado.

Retire las tapas de las tiras con cuidado y manténgalas separadas.

Agregue 25 pL de la Muestra X Agregue 25 plL de la Muestra Y
lisada (140uL) y los 35uL lisada (140pL) y los 35pL
mastermixen cada tubo de la mastermix en cada tubo de la
tira de reaccion de PCR (hasta tira de reaccién de PCR (hasta
6 por Muestra) 6 por Muestra)

paraMIXA, B,C,D,EoF MIX  MIX MIX MX MIX MX MX MX MX MX MX MX
A B c D E FOF E D c B A

Mastermix :
primersy probes especificos
—_—»

Figura 2 Esquema de pipeteo de especimenes de muestra/mezcla maestra

10.
11.

12.
13.

Transfiera 25 pl del primer espécimen de muestra/Master Mix al tubo 1 de la tira de reactivos de
PCR (Figura 2). Repita el proceso para los tubos 2 a 6.

Transfiera 25 pl del segundo espécimen de muestra/Master Mix al tubo 7 con su tira de reactivos
de PCR. Repita el proceso para los tubos 8 a 12 (Figura 2).

Continte hasta que todos los especimenes de muestra/Master Mix se hayan transferido a sus tiras
reactivas de PCR.

Vuelva a colocar con cuidado las tapas de las tiras en las tiras correspondientes. Aseglrese de que
las tapas de las tiras estén herméticamente cerradas para evitar la evaporacion durante la PCR y
centrifugue las muestras brevemente.

Encienda el sistema de PCR y el ordenador.

Abra la tapa del termociclador de PCR en tiempo real.

Coloque las tiras de reactivos de PCR en el aparato de PCR utilizando la lista de trabajo creada en la
seccién “Generar una lista de trabajo”. Si es necesario, coloque tiras de reactivos de PCR “ficticias”
de acuerdo con la lista de trabajo para distribuir las tiras uniformemente sobre el bloque de
calefactor de PCR.

Cierre la tapa del termociclador de PCR en tiempo real.

Continte con “Funcionamiento del sistema de PCR”.

Funcionamiento del sistema de PCR

NOTA: Se requiere un ordenador conectado al termociclador para usar el archivo LIMS.
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Inicie el software Bio-Rad CFX Manager.

2. Hagaclicen “Archiva”, vaya a “Abrir” y haga clic en “Abrir archivo del LIMS” . A continuacion, importe
el archivo de analisis CFX desde el portal de analisis CTS 2.0 de Check-Points.

3. Haga clic en “Inicio” para iniciar el andlisis y guardarla sin cambiar el nombre del archivo en la ventana
emergente.

4. Alfinal del analisis, guarde el archivo de datos (extension .PCRD) en una ubicacion de red especifica
o en un dispositivo USB.

Procesamiento de datos y resultados

1. Inicie sesién en el portal de analisis de CTS 2.0 de Check-Points.

2. Abrala sesidon de analisis generada en la seccién “Generar una lista de trabajo”.

3. Haga clic en el botén “Cargar archivo de resultados CFX” y cargue el archivo .pcrd que contiene los
datos de la ejecucién de PCR..

4. El procesamiento de datos se ejecuta automaticamente en segundo plano y no es necesario
mantener la ventana abierta. El procesamiento tardard unos minutos y los resultados apareceran
automaticamente. Si no aparecen, actualice el navegador (F5) y revise la pestafia "Analisis".Los
informes se pueden imprimir haciendo clic en la pestafia “Informes”. Use las casillas de verificacion

para seleccionar resultados para su impresion y utilice para descargar informes individuales o

I8 para descargar un informe de resumen.
5. Enla Tabla 1 a continuacién se muestran los resultados e interpretaciones que se pueden obtener.

Tabla 1 Interpretacion de los resultados de la prueba de CTS

Resultado de la prueba

e Interpretacion del resultado
notificado

Siguiente paso

Resultado positivo para Salmonella y

) Resultado final
serovariedad

Serovariedad de Salmonella

Salmonella Serovariedad 1 Resultado positivo para Salmonella con

Resultado final

o serovariedad 2

dos posibles resultados de serovariedades

Positivo para Salmonella,
genovariedad

Resultado positivo para Salmonella con
codigo de genovariedad

Repita la muestra una
vez con nuevo aislado

Resultado de tipificacion no
concluyente, positivo para
Salmonella

Resultado positivo para Salmonella sin
tipificacion

Repita la muestra una
vez con nuevo aislado

No es Salmonella

Bacterias gramnegativas detectadas pero
no es Salmonella

Resultado final

No se ha detectado ADN

No se han detectado bacterias
gramnegativas

Repita la muestra una
vez con nuevo aislado

La reaccién no es correcta

Fallo en la reaccion: muestra inhibidora o
fallo en el reactivo; sin amplificacion de
control interno

Repita la muestra una
vez con nuevo aislado

Repeticidn del procedimiento

En las siguientes circunstancias, se recomienda repetir la muestra de nuevo con un aislado nuevo recién

obtenido:

- Positivo para Salmonella con cédigo de genovariedad
- Resultado positivo para Salmonella con tipificacidon no concluyente

- No se ha detectado ADN

- Lareaccidn no es correcta
Se puede obtener un resultado positivo de Salmonella con cédigo de genovariedad o tipificacién no
concluyente en caso de que uno (1) de los 21 marcadores de tipificacion haya dado un resultado erréneo
generando un cédigo de genovariedad, para el cual no existe asociacién con una serovariedad conocida
en la base de datos de CTS 2.0. Esto es poco frecuente para marcadores individuales, pero significativo
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para el total de los 21 marcadores de tipificacion. Al repetir de nuevo la muestra se generara un resultado
de serovariedad si se ha producido este problema especifico, y debe anotarse como el resultado final.
Es posible que el resultado inicial de genovariedad o de tipificacién no concluyente sea el resultado
correcto, por lo que la repeticién del ensayo generara el mismo resultado en estos casos.

También se recomienda repetir la muestra de nuevo en caso de “La reaccion no es correcta” o “No se
ha detectado ADN” con un aislado recién obtenido. A menudo estos resultados se deben a condiciones
de reaccion no 6ptimas o a impurezas en la muestra. En muchos casos, repetir la reaccion con un aislado
nuevo recién obtenido generard un resultado adecuado en la segunda ocasion.

Es posible que el ensayo Check&Trace Salmonella 2.0 no genere una confirmacién o un resultado de
tipificacién concluyente, incluso después de repetir la prueba. En tal caso, se recomienda utilizar un
método alternativo para obtener el resultado final de la prueba (1,2).

Solicitando soporte

Se puede solicitar soporte sobre los resultados obtenidos marcando el botdn de soporte en la sesién
Ejecutar.

1. Seleccione la sesidon de ejecucion para la que desea solicitar soporte.
2. Seleccione el icono de “persona”.

3. Haga clic en confirmar en la ventana emergente.

Run session - PB Test

DETAILS ANALYSIS REPORTING

10 11 12

#3 1101-XLD - Salmonella positive, Genovar CHZJP1 v
#4 1023-NA - Salmonella Javiana

#5 1023-XLD - Salmonella Javiana v

v

CANCEL  CONFIRM

Figura 3 Imagen que muestra el icono de solicitud de soporte de “persona” (circulo amarillo) y la ventana
emergente después de hacer clic.

Run session - CP-REF_20230510

ANALYSIS  REPORTING  MESSAGES ()

@ The email natifications will be received by the user who initiated the support

@ Please describe your issue in this new message to start the support inquiry.

New message

Support - Check-Points administrators and your group members can see this message -

BIWUS o HH E= xx* EE «f HNma '] Normal A K SansSerif ¢ = T

CANCEL SAVE

Figura 4 Centro de mensajes después de hacer clic en el botdn de soporte.

4. Agregue un mensaje descriptivo para que el soporte técnico sepa donde ayudar. Haga clic en
guardar para finalizar.

5. Agregar un mensaje es obligatorio; de lo contrario, el sistema no enviard una solicitud de soporte.
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7 CONTROL DE CALIDAD

Los procedimientos de control de calidad permiten supervisar el rendimiento del ensayo. Los laboratorios
deben establecer la cantidad, el tipoy la frecuencia de las pruebas de los materiales de control de acuerdo
con las directrices o los requisitos de las normativas locales, provinciales, estatales y/o federales o las
organizaciones de acreditacién para supervisar todo el proceso analitico.

En el ensayo CTS 2.0 no se utilizan controles positivos y negativos externos para la interpretacién de los
resultados de la prueba. El ensayo CTS 2.0 cuenta con un total de 6 controles internos para supervisar
posibles fallos de reaccién. Sin embargo, se recomienda analizar muestras de control a diario hasta que
se logre una validacién adecuada del proceso. La reduccién en la frecuencia de las pruebas de control
debera realizarse de conformidad con las normativas aplicables.

Los controles externos deberan producir los resultados esperados: la serovariedad de Salmonella para el
control positivo externo y “No es Salmonella” para el control negativo externo. Cualquier otro resultado
en los controles externos es indicativo de un fallo del sistema.

En la Tabla 2 a continuacion se especifican una serie de cepas de referencia que pueden utilizarse como
controles externos positivos o negativos. También se pueden utilizar otras cepas de control para la que
se disponga de resultados de la prueba bien documentado.

Tabla 2 Cepas disponibles en el mercado para controles externos positivos y negativos

Resultado de

Cepa de control externo

prueba
Salmonella enterica subesp. enterica serovar Enteritidis (NCTC salmonella enteritidis

12694)

Salmonella enterica subesp. enterica serovar Typhimurium (NCTC Salmonella typhimurium
10413)

Salmonella enterica subesp. enterica serovariedad Typhimurium Salmonella typhimurium

(monofasica); | 4,5,12:i:- (NCTC 13952) monofasica
Escherichia coli (ATCC 25922) No es Salmonella

8 LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- Este producto solo se puede utilizar en los sistemas CFX-96 o CFX Opus 96 de Bio-Rad.

- Pueden obtenerse resultados erréneos debido a la recoleccion, manipulacién y almacenamiento
inadecuados de las muestras, errores técnicos y confusion con las muestras.

- Silos resultados de CTS 2.0 son “Positivo para Salmonella y cédigo de genovariedad”, “Resultado de
tipificacién no concluyente, positivo para Salmonella”, “No se ha detectado ADN” o “La reaccién no
es correcta”, entonces la prueba debe repetirse con un aislado nuevo recién obtenido.

- Los siguientes 59 serovares de Salmonella han sido validados segin la norma 1SO-16140 parte 6 y
estan certificados oficialmente por MicroVal y AOAC: Abaetetuba, Agona, Alachua, Albany, Anatum,
Bovismorbificans, Braenderup, Brandenburg, Bredeney, Cerro, Choleraesuis, Corvallis, Cubana,
Derby, Dublin, Enteritidis, Gallinarum Gallinarum, Gallinarum Pullorum, Give, Goldcoast, Hadar,
Havana, Heidelberg, Idikan, Infantis, Javiana, Kentucky, Livingstone, London, Mbandaka, Minnesota,
Molade, Montevideo, Muenchen, Muenster, Newport, Ohio, Oranienburg, Orion, Ouakam, Panama,
paratyphi B biovar. Java, Poona, Reading, Rissen, Saintpaul, Sandiego, Schwarzengrund, Senftenberg,
Stanley, Tennessee, Thompson, Typhimurium, Uganda, Virchow, Worthington, Yoruba, variante
monofasica de Salmonella typhimurium (1,4,(5],12:i:-), 4,[5],12:d:-.

- Lossiguientes 48 serovares de Salmonella han sido validados segin la norma ISO-16140 parte 6, pero
la certificacion de MicroVal y AOAC esta pendiente: Aberdeen, Abortusovis, Adelaide, Agama, Altona,
Amsterdam, Banana, Bareilly, Berta, Blockey, Bracknell, Chester, Chailey, Eastbourne, Emek, Fresno,
Gaminara, Gloucester, Haifa, Hartford, Huvittingfoss, Indiana, Isangi, Jerusalem, Johannesburg,
Kapemba, Kedougou, Kiambu, Kingston, Kottbus, Lexington, Liverpool, Litchfield, Llandoff,
Manhattan, Meleagridis, Nottingham, Offa, Ordonez, Putten, Ruiru, Salmonella Bongori, Soerenga,
Taksony, Urbana, Weltevreden, 47:24,z23:-, 4,12:i:- (not Typhimurium).

- Los serovares de Salmonella distintos de los tipos 59 y 48 mencionados anteriormente generaran un
codigo de genovar. En algunos casos, CTS 2.0 puede informar "Salmonella positivo serovar A o
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serovar B".

- Las mutaciones o los polimorfismos en las regiones de union del cebador o la sonda pueden afectar
a la deteccién de determinadas variantes de secuencia (tipos de secuencias) de las serovariedades
incluidas en el ensayo CTS 2.0. En tales casos, CTS 2.0 indicara un cddigo de genovariedad en lugar
del resultado de serovariedad.

- CTS 2.0 puede discriminar entre Salmonella enterica y Salmonella bongori, pero no entre las
subespecies de enterica arizonae, diarizonae, enterica, houtenae, indica y salamae. En todos estos
casos, el resultado de CTS 2.0 sera "codigo de genovar positivo para Salmonella".

- CTS 2.0 es una prueba cualitativa y no proporciona valores cuantitativos ni indica la cantidad de
organismos presentes.

- El rendimiento del CTS 2.0 se ha evaluado en agar nutritivo y agar XLD. Otros medios deberan
evaluarse por separado para que cualquier laboratorio verifique el rendimiento adecuado en dichos
medios.

9 CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

General

La validacién del ensayo CTS 2.0 fue realizada por Microval Expert Laboratory WFC, Arkel, Paises Bajos,
bajo la supervision del Comité Técnico de Microval (CTMV). Se utilizd la norma ISO-16140, parte 6, como
estandar para redactar el protocolo y preparar el informe, incluidos los criterios de aceptacién. Se
utilizaron las normas 1SO-6579/1 e 1SO-6579/3 como métodos de referencia para la confirmacién y
tipificacidn, respectivamente. La validacion del ensayo constaba de dos partes principales: 1) un estudio
de comparacién de métodos (ECM)y 2) un estudio interlaboratorio (ILS). El ECM se llevé a cabo utilizando
bacterias de los dos medios, agar nutritivo (AN) y agar XLD (XLD) en dos plataformas de PCR en tiempo
real, Bio-Rad CFX 96 y Bio-Rad CFX Opus 96. El ILS se llevd a cabo con un Unico medio, XLD, utilizando
Bio-Rad CFX 96 o Bio-Rad CFX Opus 96, cualquiera que estuviera disponible en los diferentes centros del
ILS.

Estudio de confirmacidn de inclusion

Se realizé un estudio de inclusion para la confirmacion de Salmonella conforme a la norma 1SO-16140_6.
Se utilizaron un total de 150 cepas de Salmonella previamente caracterizadas. En la Tabla 3 a
continuacién se muestran los resultados para la confirmacion de Salmonella a partir de estas cepas.

Tabla 3 Resultados de 150 cepas de Salmonella para la confirmacion de su presencia; es decir, el resultado
es "Serovariedad de Salmonella", "Genovariedad de Salmonella" o "Resultado de tipificacion no
concluyente, positivo para Salmonella", en dos medios, agar nutritivo (AN) y agar XLD, y dos plataformas
de PCR, Bio-Rad CFX 96 y Bio-Rad CFX Opus 96.

Numero de Sistema Medio Concordancia Discordancia
cepas de qPCR de inclusién de inclusién

AN 150 0

Bio-Rad CFX 96
XLD 150 0
150
Bio-Rad CFX OPUS AN 150 0
96 XLD 150 0

En resumen, se confirmd que las 150 cepas de Salmonella eran realmente Salmonella segin el ensayo
CTS 2.0 en ambos sistemas y con ambos medios.

Estudio de confirmacién de exclusién

Se realizé un estudio de exclusién para la confirmacién de no Salmonella conforme a la norma ISO-
16140_6. Se utilizaron un total de 102 cepas no Salmonella previamente caracterizadas. En la Tabla 4 a
continuacién se muestran los resultados para la confirmacion de no Salmonella a partir de estas cepas.

Tabla 4 Resultados de 102 cepas para la confirmacion de no Salmonella; es decir, el resultado es "No es
Salmonella", en dos medios, agar nutritivo y agar XLD, y dos plataformas de PCR, Bio-Rad CFX 96 y Bio-
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Rad CFX Opus 96. Tenga en cuenta que los numeros pueden variar ligeramente en caso de no proliferacion
en XLD

Ndmero de Sistema Medio Concordancia Discordancia
cepas de qPCR de exclusion de exclusion

AN 102 0

Bio-Rad CFX 96
XLD 95 0
102
Bio-Rad CFX OPUS AN 101 0
96 XLD 96 0

En resumen, todas las cepas que no eran de Salmonella con un resultado de prueba concluyente fueron
confirmadas como no Salmonella por el ensayo CTS 2.0 en ambos sistemas y con ambos medios.

Estudio de tipificacién de inclusiéon

Se realiz6é un estudio de inclusidn para la tipificacién de Salmonella conforme a la norma ISO-16140_6.
Se utilizaron un total de 315 cepas de Salmonella previamente caracterizadas de 59 serovariedades
diferentes. En la Tabla 5 a continuacion se muestran los resultados de la tipificacién de Salmonella a
partir de estas cepas.

Tabla 5 Resultados de 315 cepas de serovariedades de Salmonella para su tipificacion, es decir, el
resultado es "Serovariedad de Salmonella", en dos medios, agar nutritivo (AN) y agar XLD, y dos
plataformas de PCR, Bio-Rad CFX 96 y Bio-Rad CFX Opus 96. En algunas cepas se obtuvo un resultado no
concluyente. Tenga en cuenta que la "genovariedad de Salmonella" se considerd como un resultado de
tipificacion no concluyente para la tipificacion de inclusion.

Numero de Sistema Medio Concordancia Discordancia
cepas de qPCR de inclusidon de inclusién

AN 311 0

Bio-Rad CFX 96
XLD 300 0
315
Bio-Rad CFX OPUS AN 308 1
96 XLD 309 1

En resumen, 1208 de los 1210 resultados de la prueba de serovariedad de Salmonella coincidieron con
los resultados esperados de la prueba. Dos (2) resultados de la prueba de serovariedad de Salmonella no
coincidieron con los resultados esperados, una cepa de Salmonella Poona se notificé como Salmonella
Abaetetuba con el CFX Opus 96 en ambos medios.

Estudio de tipificacion de exclusion

Se realizé un estudio de exclusion para la tipificacién de Salmonella conforme a la norma ISO-16140_6.
Se utilizaron un total de 104 cepas, 78 serovariedades de exclusion de Salmonella y 26 de
Enterobacteriaceae no Salmonella. En la Tabla 6 a continuacion se muestran los resultados de las
pruebas realizadas con estas cepas.

Tabla 6 Resultados combinados de las pruebas para 78 cepas de exclusion de serovariedades de
Salmonella y 26 cepas de Enterobacteriaceae no Salmonella en dos medios, agar nutritivo (AN) y agar
XLD, y dos plataformas de PCR, Bio-Rad CFX 96 y Bio-Rad CFX Opus 96. En algunas cepas se obtuvo un
resultado no concluyente. Tenga en cuenta que las serovariedades de exclusion de Salmonella deben dar
un resultado "Concordancia de exclusion" para las genovariedades.

Numero de Sistema Medio Concordancia Discordancia
cepas de gPCR de exclusiéon de exclusion
AN 103 1
Bio-Rad CFX 96 LD 10 0
104
Bio-Rad CFX OPUS AN 101 2
96 XLD 102 1

10
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En resumen, 408 de los 412 resultados de las pruebas mostraron concordancia con el resultado
esperado, "Genovariedad de Salmonella" para serovariedades de exclusién de Salmonella y "No es
Salmonella" para Enterobacteriaceae no Salmonella. Cuatro (4) serovariedades de exclusion de
Salmonella dieron un resultado incorrecto, es decir, "Serovariedad de Salmonella" en lugar de
"Genovariedad de Salmonella". Salmonella Coeln se notificé como "Salmonella Saintpaul" en AN con
ambos sistemas de PCR. Salmonella Matopeni se notificé como "Salmonella Braenderup" en CFX Opus
96 con ambos medios.

Estudio interlaboratorio

Se enviaron 30 cepas bacterianas a 15 colaboradores de 13 centros participantes en el estudio
interlaboratorio (ILS) que incluian 16 serovariedades de inclusion de Salmonella, 4 serovariedades de
exclusion de Salmonella, una (1) serovariedad de Salmonella enterica subesp. arizonae, una (1)
Salmonella bongoriy 8 Enterobacteriaceae no Salmonella. Se usaron 24 de los 30 resultados de prueba
para el estudio de confirmacién del ILS y otro grupo de 24 de los 30 resultados de prueba para el estudio
de tipificacion del ILS; por lo tanto, se usé un grupo de 18 resultados de prueba tanto para tipificacion
como para la confirmacién. Las pruebas de referencia solo se realizaron para la parte de confirmacién
del estudio. Las pruebas se realizaron con agar XLD utilizando exclusivamente los sistemas de PCR de los
colaboradores; es decir, 11 sistemas Bio-Rad CFX 96 y 4 sistemas Bio-Rad CFX Opus 96.

Estudio de confirmacion del ILS

Los datos de 13 de los 15 colaboradores se incluyeron en el ILS, un colaborador no informd de los datos
a tiempo y el otro no respetd las instrucciones de uso. En la Tabla 7 a continuacién se muestran los
resultados del estudio de confirmacién de ILS para los 13 colaboradores.

Tabla 7 Resultados de las pruebas para la confirmacidon del ILS, 16 cepas de inclusion y 8 cepas de
exclusion, todas Enterobacteriaceae no Salmonella.

Confirmacién de inclusién Confirmacién de exclusién
Colaborador

Método de CTS Método de CTS

referencia 2.0 referencia 2.0
1 16/16 15/16 8/8 8/8
2 16/16 16/16 8/8 8/8
3 16/16 16/16 7/8 8/8
4 16/16 16/16 8/8 8/8
> 16/16 16/16 8/8 8/8
6 16/16 16/16 8/8 8/8
7 16/16 16/16 8/8 8/8
8 16/16 15/16 7/8 8/8
9 16/16 16/16 8/8 8/8
10 16/16 16/16 8/8 8/8
11 16/16 16/16 8/8 8/8
12 16/16 16/16 8/8 8/8
13 16/16 16/16 8/8 8/8

Total 208/208 206/208 102/104 104/104

En resumen, 310 de los 312 resultados de prueba para la confirmacién de CTS 2.0 coincidieron con el
resultado esperado. Dos (2) de las 312 muestras no dieron un resultado concluyente. No se notificaron
resultados discordantes de las pruebas.

Estudio de tipificacién del ILS

Los datos de 13 de los 15 colaboradores se incluyeron en el ILS, un colaborador no informd de los datos
a tiempo y el otro no respetd las instrucciones de uso. En la Tabla 8 a continuacién se muestran los
resultados del estudio de tipificacion del ILS para estos 13 colaboradores.

11
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Tabla 8 Resultados de las pruebas para tipificacion, 16 cepas de inclusion y 8 cepas de exclusion; es decir,
4 serovariedades de exclusion de Salmonella y 4 Enterobacteriaceae no Salmonella.

Inclusidn de tipificacion Exclusién de tipificacion
Colaborador

Método de CTS Método de CTS

referencia 2.0 referencia 2.0
1 n.p. 15/16 n.p. 8/8
2 n.p. 16/16 n.p. 8/8
3 n.p. 16/16 n.p. 7/8
4 n.p. 16/16 n.p. 8/8
5 n.p. 14/16 n.p. 8/8
6 n.p. 16/16 n.p. 8/8
7 n.p. 16/16 n.p. 8/8
8 n.p. 14/16 n.p. 8/8
9 n.p. 16/16 n.p. 8/8
10 n.p. 16/16 n.p. 8/8
11 n.p. 16/16 n.p. 8/8
12 n.p. 16/16 n.p. 8/8
13 n.p. 16/16 n.p. 8/8

Total n.p. 203/208 n.p. 103/104

En resumen, 306 de los 312 resultados de prueba para la tipificacién de CTS 2.0 coincidieron con el
resultado esperado. Seis (6) de las 312 muestras no dieron un resultado concluyente. No se notificaron
resultados discordantes de las pruebas.

Resumen del Certificado MicroVal

MICROVAL’ [l§ n:n

Por la presente, MicroVal declara que la evaluacién de certificacion ha demostrado que Check & Trace
Salmonella 2.0 (CTS 2.0) ha sido validado y se presenta como minimo equivalente al método de
referencia, segin muestra el informe del estudio de validacion. El resumen del informe de validacion
esta disponible en el sitio web de Microval: www.microval.org

Métodos de referencia: ISO-6579-1:2017 e ISO/TR 6579-3:2014.

Alcance: Confirmacion de presuntos aislados de Salmonella a partir de agares AN no selectivo y XLD
selectivo, asi como tipificacion de 59 serovariedades de Salmonella.

La validacidn y certificacién se han realizado de acuerdo con la norma ISO 16140-6:2019 y el esquema
de certificacién y normas de MicroVal version 9.1

Numero de certificado: 2021LR07
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Certificado AOAC

PERFORMANCE TESTED
ESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 07230

Check & Trace Salmonella 2.0 fue certificado por el programa AOAC Performance Tested Methods(SM)
el 10 de julio de 2023 y se le asignd la certificaciéon PTM n.2 072301. La evaluacion incluyo inclusion,
exclusividad, solidez, consistencia de producto y estabilidad. El CTS 2.0 es aplicable para la confirmacién
de especies de Salmonella a partir de agar NA no selectivo y XLD selectivo vy la tipificacion de los 59
serovares de Salmonella mencionados en el parrafo 8 (limitaciones del procedimiento) de este manual.
El resumen del informe se puede encontrar en:

https://members.aoac.org/AOAC/PTM Validated Methods.aspx
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11 GLOSARIO DE SIMBOLOS

Simbolo Significado

Fabricante

W Contiene suficiente para <n> pruebas
s°c Limite de temperatura
2°C

Consultar las instrucciones de uso
En caso de instrucciones de uso electronicas, se ha afiadido la URL al simbolo.

i), Mantener seco

.

Mantener alejado de la luz

@

Check-Points B.V. o

Binnenhaven 5 .:.:.
6709 PD Wageningen info@check-points.com ®
Paises Bajos www.check-points.com Check-Points
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