VIASURE MULTIPLEX

MERS Coronavirus Real Time PCR Detection Kit

Patogeno. Descripcion

Medio (Middle East respiratory syndrome, MERS),

se dio en Arabia Saudi en 2012. Desde entonces,
todos los casos de MERS se han relacionado con
viajar a o vivir en los paises de la Peninsula Arabica y
alrededores, incluyendo el gran brote que tuvo lugar
en la Republica de Korea en 2015. La enfermedad esta
causada por un nuevo coronavirus llamado MERS-
CoV.

EI primer caso de sindrome respiratorio de Oriente

Los coronavirus son virus encapsulados con una Unica
gran hebra de RNA de sentido positivo que se clasifican
como una familia dentro del orden Nidovirales. Se
han identificado cuatro géneros de coronavirus: alfa,
beta, gamma y delta. Todos los coronavirus humanos
pertenecen a los géneros alfa y beta, y el MERS-CoV
pertenece a los beta-coronavirus de linaje C.

El MERS se considera una infeccion zoonética. Se
cree que el virus se origin6 en murciélagos gracias al
aislamiento de otros beta-coronavirus de linaje C muy
préximos filogenéticamente. Sin embargo, se piensa
que los camellos son el principal reservorio huésped y
la fuente de infeccidn para los humanos, ya que portan
cepas de MERS-CoV idénticas a las humanas. La
transmision entre humanos se produce por contacto
préximo, probablemente a través de las secreciones
respiratorias de las personas infectadas.

Los sintomas clinicos de la infecciéon por MERS-CoV
van desde asintomaticos o sintomas respiratorios
leves a enfermedad respiratoria aguda y fallecimiento
de casi un 40% de los pacientes infectados. La

presentacion tipica de la enfermedad incluye fiebre,
tos y falta de aire. También se dan frecuentemente
neumonia y problemas gastrointestinales.

El diagnéstico de MERS-CoV puede hacerse con
herramientas de deteccion de anticuerpos como
ensayos de inmunoadsorcion ligado a enzimas
(ELISA) o ensayos de inmunofluorescencia (IFA), pero
estos métodos tienen que ser siempre confirmados
por ensayos de neutralizacién. También se han
desarrollado tests diagnésticos basados en PCR. Un
diagnéstico adecuado deberia incluir dos ensayos
diferentes: un ensayo de screening dirigido a una zona
sensible de RNA upstream del gen E (upE), y un ensayo
de confirmacion dirigido a los open reading frames 1b
(ORF 1b) o preferiblemente 1a (ORF 1a).

VIASURE MERS Coronavirus Real Time PCR Detection
Kit estda disefado para el diagnéstico de MERS
Coronavirus en muestras clinicas. La detecciéon se
realiza a través de la retrotranscripcion en un solo
paso y posterior amplificaciéon a tiempo real de la
secuencia diana, produciéndose ambas reacciones
en el mismo pocillo. Tras el aislamiento del RNA, se
sintetiza el DNA complementario a la secuencia diana
gracias a la retrotranscriptasa o transcriptasa inversa.
Posteriormente la identificacion del MERS Coronavirus
se lleva a cabo mediante la reacciéon en cadena de la
polimerasa utilizando oligonucleétidos especificos y
una sonda marcada con fluorescencia que hibridan
con una region upstream del gen E (upE) (MERS
Coronavirus 1), y el open reading frame 1a (ORF 1a)
(MERS Coronavirus 2).
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Sensibilidad analitica

VIASURE MERS Coronavirus Real Time PCR Detection Kit tiene un limite de deteccion
de >10 copias de RNA por reaccién (Figura 1y 2).
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Figura 1. Diluciones seriadas de un estdndar de MERS Coronavirus 1 Figura 2. Diluciones seriadas de un estandar de MERS Coronavirus 2
(10-10" copias/reaccion). Experimento realizado en el equipo (10-10" copias/reaccion). Experimento realizado en el equipo
Bio-Rad CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (canal FAM). Bio-Rad CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (canal FAM).
Componentes Metodologia
Ny . Rehidratacién de los pocillos
_ Descripcion Color Cantidad y adicién del
) . X DNA extraido
MERS Coronavirus 1 Una mezcla de enzimas, Blanco 6/12 x tiras de 8
8-well strips cebadores-sondas, tampon, dNTPs, pocillos
estabilizadores y Control interno en
formato estabilizado
MERS Coronavirus 2 Una mezcla de enzimas, Blanco 6/12 x tiras de 8 / \
8-well strips cebadores-sondas, tampdn, dNTPs, pocillos ’
estabilizadores y Control interno en s\\
formato estabilizado s
. ) e ) 4 PASO 1
Rehydration Buffer Solucién para la reconstitucion del Azul 1vial x 1,8 mL ;\ Reconstituir cada pocillo
producto estabilizado k con 15 il del tampén
N de rehidratacion
MERS Coronavirus cDNA sintético liofilizado no Rojo 1 vial >N
Positive Control infeccioso \C
Negative Control Control negativo Morado 1vialx 1 mL ”'/
Water RNAse/DNAse free Agua libre de RNAsa/DNAsa Blanco 1vial x 1 mL
- "
Tear-off 8-cap strips Tapones dpticos para sellar los Transparente  6/12 x tiras de 8 ,/’
pocillos durante el ciclo térmico tapones E \
PASO 2
Afadir 5 pl de la muestra _‘\
de DNA / control positivo -
/ control negativo \-
Referencias

VS-MER106L VIASURE MERS Coronavirus Real Time PCR Detection Kit 6 x 8-well strips, low profile
VS-MER106H VIASURE MERS Coronavirus Real Time PCR Detection Kit 6 x 8-well strips, high profile

VS-MER112L VIASURE MERS Coronavirus Real Time PCR Detection Kit 12 x 8-well strips, low profile \
, ) . X . ) . = Colocar las tiras en
VS-MER112H VIASURE MERS Coronavirus Real Time PCR Detection Kit 12 x 8-well strips, high profile K el termociclador e iniciar
~ el protocolo especffico
/
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PASO 4
Interpretar los resultados

CERTEST BIOTEC, S.L.

Pol.-Industrial Rio Gallego.ll, Calle J, N° 1, m
50840, San Mateo de Gallego, Zaragoza (ESPANA) MED
www.certest.es

Real Time PCR Detection Kits ® Version: MER-1118ES

IS0 13485




