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e Seguir las Buenas Précticas de Laboratorio. Use ropa protectora, guantes de uso desechables, gafas y
mascarilla. No comer, beber o fumar en el drea de trabgjo. Una vez terminada la prueba, lavarse las
manos.

e Las muestras deben ser tratadas como potencialmente infecciosas asi como los reactivos que han estado
en contacto con las muestras y deben ser gestionadas segun la legislacion sobre residuos sanitarios
nacional. Tome las precauciones necesarias durante la recogida, almacenamiento, fratamiento y
eliminacion de muestras.

e Se recomienda la descontaminacion periddica de los equipos usados habitualmente, espegialmente

micropipetas, y de las superficies de trabagjo.

e Consulte las hojas de seguridad, previa solicitud. Q\
8. Procedimiento del test O

8.1. Extraccion de DNA @

Realizar la preparacién de la muestra de acuerdo con las recomendaci aparecen en las instrucciones

de uso del kit de extracciéon utilizado.

Para la extraccién de DNA a partir de muestras de suero, sangre &vo?ﬂcrobiolégico puede utilizar su sistema

optimizado de rutina manual o automdtico. Ademds, s usar cualquier kit de extraccidén de DNA
disponible en el mercado y seguir las instrucciones de uso abricante. Los siguientes kits de extraccion han
sido validados: Q

e Viasure RNA-DNA Exfraction kit (VIA ﬁ , mendado.

e 7P02006 MagPurix Bacterial DNA ioh Kit, utilizando MagPurix 12A instrument (Zinexts Life Science

Corp.). %
8.2.  Control positivo liofj @

El vial de Borrelia, Anapla&ﬂ oxiella Positive Control contiene una gran cantidad de copias molde por lo

que se recomiendq, alfirl anipularlo en una zona del laboratorio separada del resto de los componentes.

Reconstituir Borrelia, & asma & Coxiella Positive Control liofilizado (vial rojo) afnadiendo 100 uL de Agua libre

de RNAsa/DNAsAl(vial blanco) suministrada y mezclar bien con la ayuda del vértex. Almacenar el control
positivo % fras su re-suspension. Se recomienda separar en alicuotas para minimizar los ciclos de

congel ny descongelacion.
8.3. Protocolo PCR

Determinar y separar el nUmero de reacciones necesarias incluyendo las muestras y los controles. En cada serie
de muestras para cada uno de los ensayos a analizar se deben incluir un control positivo y uno negativo. Retirar

el aluminio protector de las placas o firas.
1)  Reconstituir el nUmero de pocillos que sean necesarios.

Anadir 15 uL del Rehydration buffer (vial azul) en cada pocillo.
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2)  Anadir muestras y controles.

Anadir 5 uL de DNA extraido de cada muestra, de Borrelia, Anaplasma & Coxiella Positive Control reconstituido
(vial rojo) o Negative Control (vial morado) en diferentes pocillos y cerrar los pocillos con los tapones

suministrados. Se recomienda centrifugar brevemente las tiras de 8 pocillos o las placas de 96 pocillos.
Colocar la placa o las firas en el termociclador.

3) Configurar el termociclador (para verificar la compatibilidad, consulte el Anexo 1).

Programar el tfermociclador siguiendo las condiciones descritas en la siguiente tabla e iniciar el pgegfem

Ciclos Etapa Tiempo Temg
1 Desnaturalizacion inicial 2 min ©
Desnaturalizacion 10 seg %?5%3

45
Hibridacién/Elongacién (Recogida de datos*) 50@% 60°C

Tabla 3. Protocolo PCR

Los datos de fluorescencia deben recogerse durante la etapa de n (*) a través de los canales FAM
(Borrelia burgdorferi s.l./Borrelia Miyamotoi/B. hermsii), HEX, JOI& (Control Interno), ROX (Anaplasma
phagocitophylum) y Cy5 (Coxiella burnetii). Dependiendo del utilizar seleccionar el canal de deteccién
adecuado (ver Anexo 2). En los termocicladores Applied Bi ms 7500 Fast Real-Time PCR System y Stratagene
Mx3005P™ Real Time PCR System comprobar que | cidmydel control pasivo ROX estd desactivada. En el
termociclador Applied Biosystems 7500 Fast Real-Ti @ys’rem seleccionar Ramp Speed Standard en el menu

Select New Experiment/Advanced SeTup/Ex(' operties.
9. Interpretacion de resulta

El uso de los controles posmvo ivo junto con cada serie de muestras a analizar, valida la reaccién
comprobando la ausenci en el pocillo del confrol negativo y la presencia de una sefnal en el pocillo
de control positivo de Bor aplasma & Coxiella. Comprobar la emisidon de la senal del control interno para
verificar el correcfo.f iento de la mezcla de amplificacién. El andlisis de las muestras se realiza con el

software propio del e de PCR a tiempo real de acuerdo con las instrucciones de uso del fabricante.

Con ayu c@i iente tabla, leer y analizar los resultados:
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Borrelia burgdorferi

s.l./Borrelia Anaplasma COX'e"? Control Control | Control -
. . ._ | phagocitophylum burnetii . s Interpretacion
miyamotoi/ Borrelia (ROX) (Cy5) Interno (HEX) | Negativo | Positivo

hermsii (FAM)

B. burgdorferi s.I./B. miyamotoi/ B.
+ + + +/- hermsii, A. phagocitophylum y
C. burnetii Positivo

B. burgdorferi s.I./B. miyamotoi/ B.
- - - + hermsii, A. phagocitophylumy
C. burnetii Negativo

- +
+ - - +/_
N B. burgdo ./B. miyamotoi/ B.
+ + - +/- ) hermsii agocitophylum
Po, , Y C. burnetii Negativo
N T rferi s.I./B. miyamotoi/ B.
+ - + +/- ) sii y C. burnetii Positivo, y A.
agocitophylum Negativo

A phagocitophylum Positivo, B.

- + - +/- '\0 burgdorferi s.I./B. miyamotoi/ B.

hermsiiy C. burnetii Negativo

\ . A. phagocitophylum y
} + . +/- C. burnetii Positivo, B. burgdorferi
\ s.l./B. miyamotoi/ B. hermsii

Negativo

C. burnetii Positive, B. burgdorferi

- - + - B * s.l./B. miyamotoi/ B. hermsii y A.
phagocitophylum Negativo

O
_ - . x\ - + Experiment fail
g
+

+ + + + - Experiment fail

Tabla 4. Interpretacion A3
+: Curva de amplificacién K
-: Sin curva de amplificacig Q

Una muestra se consider , si el valor Ct obtenido es menor de 40 y el control interno muestra o no una

grdéfica de omplificgg@ocosiones, la deteccion del control interno no es necesaria, ya que la presencia de

un alto numero inicial
Ultima. O

Unam a se considera negativa, si no se detecta una curva de amplificacién por encima del valor umbral, y

copias del dcido nucleico diana puede causar una amplificacion preferencial de esta

el control interno si la presenta. La inhibicidn de la reaccion de PCR puede ser excluida por la amplificacion del

control interno.
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Figura 1. Ejemplo de graficas de amplificacion del control negativo y positivo. Experimento realizado en el equipo Bio-Rad CFX96 Touch™ Real-

Time PCR Detection System.
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El resultado se considera invdlido si se observa una gréfica de omplifico&l control negativo o ausencia

de senal en el pocillo del control positivo. En ese caso, se recomienda 1 ensayo.

En caso de ausencia de la senal de control interno en los pocill§ stra, se recomienda repetir el ensayo

diluyendo la muestra 1:10 o repetir la extraccién para descar les problemas de inhibicién.
10. Limitaciones del test

e Elresultado de la prueba debe ser evoluﬁq(l contexto del historial médico, los sintomas clinicos y otfras

pruebas de diagndstico por un profe5| la salud.

e Este ensayo se podria utilizar con dl s tipos de muestras, aunque sélo ha sido validado solo con DNA
extraido de muestras de sangr tejido y cultivo microbiolégico.

e Elcorrecto funaonomlen’ro rueba depende de la calidad de la muestra; el dcido nucleico deber ser

y/o transporte de | s puede dar lugar a falsos negativos.

extraido de forma a c’ e las muestras clinicas. Una forma inadecuada de recoleccién, almacenaje
&
e Se puede det&¢tlgun%ajo nimero de copias molde diana por debajo del limite de deteccién, pero los
resultados p dXo ser reproducibles.
e Existe | dod de falsos positivos debido a la contaminacion cruzada con Borrelia, Anaplasma &
e seo por muestras que contfienen altas concentfraciones de DNA molde diana o por

inacién por arrastre a partir de productos de PCR de reacciones anteriores.
11. Control de calidad

VIASURE Borrelia, Anaplasma & Coxiella Real Time PCR Detection Kit contfiene conftroles positivo y negativo que
deben ser incluidos en cada ensayo para interpretar correctamente los resultados. Ademds, el control interno

(Cl) en cada pocillo confirma el correcto funcionamiento de la técnica.
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12. Caracteristicas del test

12.1. Sensibilidad y especificidad clinica

Se evaluaron 95 muestras de DNA utilizando VIASURE Borrelia, Anaplasma & Coxiella Real Time PCR Detection Kit.
Un total de 17 cepas de Borrelia bien caracterizadas que comprenden 9 genoespecies de Borrelia burgdorferi
sensu lato diferentes fueron evaluadas, en particular se incluyeron B. japonica (n=1), B. burgdorferi sensu sfricto
(n=2; cepas B31 y PBre), B. bavariensis (n=1;cepa PBi), B. garinii (n=5; PBr, cepas PHei, PWudll, PRefgy PLa), B.
bissettii (n=1; cepa PGeb), B. afzelii (n=2; cepas PKo y PVPM), B. lusitaniae (n=1; cepa Poti B2), B.X%ii (n=1;
cepa PSigll), B. valaisiana (n=1; cepa VS116)). Ademds se testaron dos cepas control de la fiepr urfente, B.
hermsii (n=1) and B. miyamotoi (n=1) y espiroquetas que podrian causar reaccién cruzada 0 ishmania spp.
(n =2) y Treponema spp. (n = 1). La PCR en tiempo real VIASURE detectd con éxito todas genoespecies de

Borrelia sensu lato probadas y las cepas del grupo de fiebre recurrente B. hermsii motoi. No se observd
reactividad cruzada con el DNA de las especies de Leptospira y Treponema. @

VIASURE Borrelia, Anaplasma & Coxiella Real Time PCR Detection Kit %’) con 2 paneles de INSTAND
o adicionales. Los resultados se

Coxiella burnetii & Bacillus anthracis de 2017 y con 17 muestras
compararon con los informes finales de los programas EQA 6 cong do de deteccién molecular (EXOone
Coxiella burnetii (EXOPOL)). Todas las muestras de Coxiella b@

detectadas y 15/17 muestras clinicas mostraron un resx@ ositivo durante la identificacién de Coxiella

ositivas de los programas INSTAND fueron

burnetii.

En conclusién, los resultados muestran una altg S@h d y especificidad para detectar Borrelia, Anaplasma y

iella Real Time PCR Detection Kit.

12.2. Sensibilidad analitica @'
VIASURE Borrelia, Anaplasma & ﬁ@ol Time PCR Detection Kit tiene un limite de deteccidon de 210 copias

de DNA por reaccioén (Figg
O\Q

o)

Coxiella utilizando VIASURE Borrelia, Anaplas
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Figura 2. Diluciones seriadas de un estandar de Borrelia burgdorferi/Borrelia miyamotoi/ B. hermsii (107-10' copias/reaccion). Experimento

realizado en el equipo Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR Detection System (canal FAM).
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Figura 3. Diluciones seriadas de un estandar de Anaplasma phagocitophylum (107-10* coplas/rxpenmento realizado en el equipo Bio-

Rad CFX96™ Real-Time PCR Detection System (canal ROX).
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Figura 4. Diluciones seria%as éndar de Coxiella burnetii (107-10! copias/reaccion). Experimento realizado en el equipo Bio-Rad CFX96™

Real-Time PCR Detection S& canal Cyb5).
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12.3. Especificidad analitica

La especificidad del ensayo de enfermedades transmitidas por garrapatas fue confirmada probando un panel
compuesto por microorganismos que representan los patdégenos transmitidos por garrapatas mds comunes. No

se defectaron reacciones cruzadas con ninguno de los siguientes microorganismos testados.

Prueba de reaccion cruzada

Anaplasma marginale - Leptospira -

Bartonella henselae strain Houston-1 - Treponema phagedenis -

Theileria annulata - Tick Borne Encephalitis Virus (TBEV) - Q\

Rickettsia conorii. -

Tabla 3. Microorganismos patdégenos de referencia utilizados en este estudio. O
12.4. Reactividad analitica @
La reactividad de VIASURE Borrelia, Anaplasma & Coxiella Real Time P ‘r|on Kit se evalud frente a Borrelia
azfelii (cepas P-Ko/1984 y PVPM), Borrelia bavariensis (cepa PBi), B issettii (cepa PGeb), Borrelia bisettiae,
Borrelia burgdorferi cepa IRS, Borrelia burgdorferi sensu stricto ( B31 y PBre), Borrelia garinii (cepas PHei,

PSigll), Borrelia valaisiana (cepa VS116), B. hermsii y B.

PWudll, PRef y PLa) y Borrelia garinii cepas OspA Typ3, B. jap Iu3|tan|ae (cepa Poti B2), B. spielmanii (cepa
otoi, Anaplasma phagocitophylum y Coxiella

burnetii cepa Nine Mile Q, mostrando un resulfado p@
N v O
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14. Symbols for IVD components and reagents/Simbolos para reactivos y

productos para diagnastico in vitro

In vitro diagnostic

device Keep dry Use by

-m Producto para Almacenar E Fecha de u

3 T en lugar seco caducidad
diagndstico in vitro
Contains
Consult instructions sufficient for
Temperature

[T foruse A imitation N7 <n>test DIL
Qonsulfgr las Limitacién de Contiene <n>
instrucciones de temperatura test
uso P
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ANEXO 1

COMPATIBILIDAD DE LOS EQUIPOS A TIEMPO REAL MAS COMUNES

Las tiras de bajo perfil pueden usarse en todos los fermocicladores equipados con un bloque de perfil bajo,
como los sistemas listados en la tabla A.1. Las firas de perfil alto pueden usarse en todos los termocicladores PCR
equipados con bloque de perfil alto o normal (high profile), como los sistemas listados en la fabla A.2. Si no

encuentra su termociclador en la siguiente lista, por favor pdngase en contacto con su proveedor.

Tabla A.1 TERMOCICLADORES CON BLOQUE DE BAJO PERFIL Tabla A.2 TERMOCICLADORES CON BLOQ
Fabricante Modelo Fabricante
Agilent Technologies AriaMx Real-Time PCR System Abbott Abbot
Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System (1) Applied Biosystems ﬂ) Real-Time PCR System
Applied Biosystems 7500 Fast Dx Real-Time PCR System (1) Applied Biosystems ‘%O Real-Time PCR System
Applied Biosystems QuantStudio™ 12K Flex 96-well Fast Applied Biosystems 900 HT Real-Time PCR System ©)
Applied Biosystems QuantStudio™ 6 Flex 96-well Fast Applied Biosyste I~ 4 ABI PRISM 7000 (8]
Applied Biosystems QuantStudio™ 7 Flex 96-well Fast Applied Bios 4 ABI PRISM 7700 ()
Applied Biosystems | QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (9) Applied Bi Quantstudio™ 12K Flex 96-well
Applied Biosystems | QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System Applied tems QuantStudio™ 6 Flex 96-well
Applied Biosystems StepOne Plus™ Real-Time PCR System ©) / sysTems QuantStudio™ 7 Flex 96-well
Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System 15) APplied Biosystems QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System )
Applied Biosystems ViiA™ 7 Fast Real-Time PCR System Applied Biosystems QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System
Bio-Rad CFX96 Touch™Real-Time PCR Dgteg @ Applied Biosystems ViiA™ 7 Real-Time PCR System
System
Bio-Rad Mini Opficon™ Eijle:::j o Analytik Jena Biometra TOptical
Cepheid SmornycI ) Analytik Jena Biometra gTOWER 2.0
BIONEER Exic ‘ BIONEER Exicycler™ 96
Qiagen ne® QB Bio-Rad CFX96 TouckDmT;AtI‘sD:tieop)nvglﬂljriol-Time PCR
Roche LightCy eal-Time PCR System Bio-Rad iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System
Roche 396 Real-Time PCR System (4 Bio-Rad iCycler iQ™5 Real-Time PCR Detection System
Roche \ Cobas z480 Analyzer 4 Bio-Rad MyiQ™ Real-Time PCR Detection System (¢
Bio-Rad MyiQ™2 Real-Time PCR Detection System (6]
O Cepheid SmartCycler®t)
DNA-Technology DTprime Real-time Detection Thermal Cycler (2)
E;;ii?C:LZxo R:n';l;?;e;d ;it:;;;lifgi.én de los valores de DNA-Technology Dlite RealTime PCR System
exposicion. Eppendorf Mastercycler™ep realplex
(3)El producto se debe reconstituir siguiendo el procedimiento
adecuado (ver Procrgdimier)to~del test, seccion 8.3) y transvasar Qiagen Rotor-Gene® Q)
Patomons o s g o oS SN 0 [T Satogene TAGHT | spoopm koot Time PR syt
(4)Se necesita un §oporte esyf)emal que ajuste con estos equipos Shatogens / Agilent .
?sﬁ';ﬁ:;igﬁgg?;%ﬁa' Tochnoloaios Mx3005P™ Real Time PCR System
(B)Lectura sola en canales FAM y HEX. VIASURE VIASURE 48 Real Time PCR System (2
VIASURE VIASURE 96 Real Time PCR System (2

Tabla A1/A2. Equipos compatibles de PCR a tiempo real mas comunes.
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CANALES DE DETECCION DE LOS EQUIPOS A TIEMPO REAL MAS COMUNES

Los canales de fluorescencia de algunos de los termocicladores a tiempo real mds comunes se especifican en la

Tabla A3.
TERMOCICLADORES A p
TIEMPO REAL CANAL VIASURE CANAL DE DETECCION OBSERVACIONES
FAM FAM
. - HEX HEX
Bio-Rad CFX96 ROX ROX Q
Cy5 Cy5 Q
FAM FAM L, .
ABI 7500 EX Vic Opoo%fon"rrol pasivo ROX
Applied Biosystems ROX ROX dgsactivada
Cy5 Cy5 -~
FAM 465/510
Roche Lightcycler®480Il :;);( 222;??8 requiere compensacién de color
Cy5 618/660
FAM Channel 1
Smartcycler® HEX Chonnﬂ
Cepheid ROX Cha
Cybs Cha
FAM NN\
HEX IC
Abbott m2000rt ROX O‘ ROX
CySs CySs
FAM FAM B ]
Mx3000P™ Opcidn del control pasivo ROX
Mx 3005P™ HEX vic desactivada
Stratagene ROX
Cy5
FAM
AriaMx HEX
Agilent ROX
Cy5
* Durante la configuracién de los
\ Green -
s canales (Channel Setup), presione el
botdn "Gain Optimisation" y después
K HEX Yellow vaya a "Optimise Acquaring”. La
Rotor-&ene®Q .
A fluorescencia del apartado Target
ROX Orange Sample Range tiene que estar entfre 5
y 10 Fl para cada canal. Ademds,
Cy5 Red margue la opcion "Perform
Optimisation Before 1st Acquisition”.
FAM FAM
Exicycler™ 96 HEX JOE
BIONEER ROX ROX
Cy5 Cy5

Tabla A3: Canales de deteccion de fluorescencia de diferentes equipos de PCR a Tiempo Real.
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ANEXO 3

CONFIGURACION DE LOS VALORES DE EXPOSICION

Los pardmetros de exposicidn de algunos termocicladores deben ajustarse para su adecuacion y correcto
funcionamiento con los test “VIASURE Real Time PCR Detection Kits”. Establecer los valores de exposicidon de la

siguiente manera:

- DTprime Real-time Detection Thermal Cycler (DNA-Technology) y VIASURE 96 Real Time PCR (CerTest
Biotec S.L.): canal FAM -150, canal HEX - 3000, canal ROX - 2000 y canal Cy5 -1500.

- DTlite Real-Time PCR System (DNA-Technology) y VIASURE 48 Real Time PCR Sys‘rem@QBloteC S.L):
canal FAM -150, canal HEX - 500, canal ROX - 500 y canal Cy5 - 100.
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e CFX™ and IQ5™ are registered frademarks of Bio-Rad Laboratories.

e ABI®, QuantStudio™, ViiA™ are registered trademarks of Thermo Fisher Scientific Inc.
e LightCycler®is a registered trademark of Roche.

¢ Mx3000P™, Mx3005™ and AriaMx are registered tfrademarks of Agilent Technologies.
e Mastercycler™is a registered trademark of Eppendorf.

e Rotor-Gene®Q is a registered trademark of Qiagen.

e SmartCycler® is a registered trademark of Cepheid.
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