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VIASURE Real Time PCR Detection Kits

ENGLISH

1. Intended use

AVIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detfection Kit is designed for the specific

fification and differentiation methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), methicillin-sensitive

ococcus aureus (MSSA) and/or methicillin-resistant coagulase-negative Staphylococci (MRCoNS) from

colonies from human nasal, pharyngeal and perianal swabs plated onto chromogenic solid medium. This

r:?d fo be used as an aid in the diagnosis of MRSA infection in combination with patient's clinical signs
oms

d epidemiological risk factors. DNA is extracted from colonies, multiplied using Real Time

testis i

ected using specific primers and a fluorescent reporter dye probes for identification of

d determination of methicillin resistance.
2. Summary a nation

Staphylococcus aureus (S. a is_ perhaps the greatest concern of human pathogens because of its infrinsic
virulence because of its ability to iverse array of life-threatening infections and its capacity to adapt to
different environmental condition. Nowadays,Shis organism is the leading overall cause of health-care associated
infections globally and, as more patient§’are jfeated outside the hospital settings, is an increasing concern in the

community. There are many anti-staphylococc gs, including methicillin, tetracyclines, fluoroquinolones,

linezolid and daptomycin, but they quickly loss| rapeutic value due to the ability of the bacterium to

develop effective mechanisms to confront this age

Besides the growing significance of S. aureus as po‘rhoger@socomiol infections, its resistance against a

number of antibiotics has become increasingly worse. Methicillin r nt strains of Staphylococcus aureus (MRSA)
is not only resistant against all beta-lactam antibiotics but is alsogoft [ti-resistant against several classes of
antibiotics, thus limiting the tfreatment options. MRSA infections involv deeper areas of the body in the
form of, as wound infections or sepsis. The disease causing properties of not differentiated from those of

antibiotic sensitive staphylococci.

PBP2a agglutinations tests.

S. aureus and MRSA are spread from fomite to person and from person to person yet few environmental reservoits #
outside the healthcare setting and closed communities. MRSA is a growing problem in shared facilities such as
hospitals, healthcare facilities and nursing homes. Studies indicate that the incidence of MRSA in the past few

years has extensively increased worldwide. However, there are considerable differences between various
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countries. Whereas in the USA, Japan and southern European countries a high prevalence of MRSA between 20

and 60% exists, the prevalence in the Netherlands and Scandinavian countries is less than three percent.

Along with non-critical antibiotic use, the insufficient implementation of prophylactic hygiene measures and
Ainodequcﬂe staff training are the reasons for the significant increase in MRSA colonisation. Insufficient MRSA
nagement thus leads to the contfinued spread of MRSA in our hospitals. Urgently needed measures in this case
infroduction of standard hygiene and adequate outbreak management, as well as confrol of antibiofic
se arficular, the infroduction of MRSA screening based on rapid and reliable diagnosis during or even better

before inynf admission of patients is indispensable.

Methicillin resis strains of S. aureus (MRSA) are implicated in serious infections and nosocomial outbreaks, and

show resistance ide range of antibiotics, thus limiting the treatment options. Therefore, rapid detection is

clinically crucial for b tment and infection control measures.

The adoption of molec ves has allowed for more rapid detection and identification of MRSA in clinical

information for determining appropriate therapies for patients with suspected

>,

VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aure
MRSA, MSSA and Methicillin-Resistant Coagulase
DNA isolation, the identification of MRSA, MSSA and M

samples. Thus, it provides the

MRSA infections and confrolling

3. Principle of the proced

Qo Time PCR Detection Kit is designed for the diagnosis of
géiive Staphylococci (MRCoNS) in isolated colonies. After
oNS is performed by the amplification of SA442 (if

present)/CoA genes, SCCmec-orfX junction and mecA/mecC g S.

VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCRgDetection Kit is based on the 5 exonuclease

activity of DNA polymerase. During DNA amplification, this e aves the probe bounded to the
f

increase in the fluorescent signal which is proportional to the quantity o

complementary DNA sequence, separating the quencher dye fro ter. This reaction generates an
late. This fluorescence can

be measured on Real Time PCR platforms.

VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit each well all the

components necessary for real time PCR assay (specific primers/probes, dNTPS, buffer, in a stabilized
format, as well as an internal control to monitor PCR inhibition. Each kit includes two kind ofistrips and each one
corresponds to one different assay. The first strip contains the multiplex reaction mix for the detfection of
Staphylococcus aureus and mecA/mecC genes (MRSA 1: SAU + MEC A/C 4/8-well strips). SA442/Cq @

aureus) are amplified and detected in FAM channel, mecA/mecC are amplified and detected in RO

and the internal control (IC) in HEX, VIC or JOE channel (depending on the equipment used select the prger
detection channel, see Annex 2). The second strip contains the multiplex reaction mix for the detectionNof #
SCCmec-orfX junction (MRSA 2: ORFX 4/8-well strips). SCCmec-orfX junction is amplified and detected in FAM

channel and the internal control (IC) in HEX, VIC or JOE channel (depending on the equipment used select the

proper detection channel, see Annex 2).
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4. Reagents provided

VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit includes the following materials
and reagents detailed in Tables 1 and 2. Based on the commercial presentafion and the Real Time PCR platform
sed, the stabilized PCR reaction mix could be placed inside different wells and could be marketed on mulfiple

ble 2includes materials and reagents for use with Qiagen/Corbett Rotor-Gene® instruments for 4-well strips.

nats. Table 1 includes materials and reagents to be used with 8-well strips compatible devices (See Annex 1).

/ Reagent/Material Description Colour Amount

A mix of enzymes, primers probes,
buffer, dNTPs, stabilizers and White 3/6 x 8-well strip
Intfernal control in stabilized format
A mix of enzymes, primers probes,
buffer, dNTPs, stabilizers and White 3/6 x 8-well strip
Internal control in stabilized format

Rehydration Solution to reconstitute the Blue 1 vialx 1.8 mL

stabilized product
Mefhicillin—resisror,

8-well trips

on-infectious synthetic lyophilized

Staphylococcus aureu Red 1 vial
o DNA
Positive Control
Negative control n template control Violet 1 vialx 1 mL
Water RNAse/DNAse free ;ye/DNAse free water White 1 vialx 1T mL
Tear-off 8-cap strips © |ch V. seolmg wells Transparent 6/12x §—cop
duri al cycling strip

B8istant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit with Ref. VS-

MSAT106L, VS-MSAT06H, VS-MSA112L and VS-MSA112H.

Reagent/Material Description Colour Amount

A mix of enzymes, primers pro
buffer, dNTPs, stabilizers a
Internal control in stabilized fo
A mix of enzymes, primers probes,
MRSA 2: ORFX 4-well strips buffer, dNTPs, stabilizers in stabilized
format
Solution to reconstitute the

Rehydration Buffer stabilized product Blu ialx 1.8 mL

MRSA 1: SAU + MEC A/C

4-well strips nsparent | 9 x 4-well strip

9 x 4-well strip

Methicillin-resistant . . . "
efhiciiin-ressian Non-infectious synthetic lyophilized

Staphylococcus aureus Red
o DNA
Positive Control
Negative confrol Non template control Violet 1vi mL
Water RNAse/DNAse free RNAse/DNAse free water White 1 vialx 1T mL

Caps for sealing wells during

thermal cycling
Table 2. Reagents and materials provided in VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit with

4-cap strips Transparent | 18 x 4-cap strip

MSA136. For use with Qiagen/Corbett Rotor-Gene® instruments and compatible accessories with strips of 4 tubes 0.1 ml (72-Well Rot

Locking Ring 72-Well Rotor).
5. Reagents and equipment to be supplied by the user

The following list includes the materials that are required for use but not included in the VIASURE Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit.
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e Real Time PCR instrument (thermocycler).
e DNA extraction kit.

e Centrifuge for 1.5 mL tubes and PCR-well strips (if available).

e Vortexer.
o  Micropipettes (0.5-20 L, 20-200 pL).

ilter tips.

To check thermocycler compatibility, see X 1, to check most common detection channels see Annex 2 and
to check optical measurement exposur se%see Annex 3.

6. Transport and storage conditio

e The kits can be shipped and stored at 2-40°C until thé expiration date which is stated on the label.

e Once the positive control has been re-suspended, store it °C. We recommend to separate it in aliquots

to minimize freeze and thaw cycles. Positive control has be alidated as still being stable after 6 freeze-

thaw cycles.

o Keep components away from sunlight. :

7. Precauvutions for users

e The product is indented for use by professional users only, such as laborato h professionals and

technicians, trained in molecular biological techniques.
e Do not use past expiration date. @

e Do not use reagents if the protective pouches are open or broken upon arrival.

¢ Do not use reagents if desiccant is not present or broken inside reagent pouches.

¢ Do not remove desiccant from reagent pouches once is open.

e Close protective pouches of reagents promptly with the zip seal after each use (if available, Re -
MSA136). Remove any excess air in the pouches prior to sealing.

e Do not use reagents if the foil has been broken or damaged. J

e Do not mix reagents from different envelopes and / or kits and / or lots and / or another supplier.

e Profectreagents against from humidity. Prolonged exposure to humidity may affect product performance.
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e Forreference VS-MSA136 (compatible with Qiagen/Corbett Rotor-Gene® instruments) use the loading block
to pipette reagents and samples into each tube and to help with fitting caps properly and avoid cross
contamination.

e Design a unidirectional workflow. It should begin in the Extraction Area and then move to the Amplification
and Detection Area. Do not return samples, equipment and reagents to the area in which the previous step
was performed.

ow Good Laboratory Practices. Wear protective clothing, use disposable gloves, goggles and mask. Do
not eat, drink or smoke in the working area. Once you finish the test wash your hands.

. Spe%ns must be treated as potentially infectious, as well as all the reagents and materials that have been

exposed t

he samples and they must be handled according to the nafional safety regulations. Take

ions during the collection, storage, treatment and disposal of samples.

assay. Be careful not fo m throughout the process.

est.
%'s reference manual for additional warnings, precautions and

e Consult safety data sheets,

e Consult each Real Time PCR i
procedures. /

e« S aureus is found in the environment dnd is alse,carried by most healthy individuals on the skin and mucous

membranes (most often the nasal area). W

to avoid potential contamination of samples

8. Test procedure /0

8.1. DNA exiraction

For DNA extraction from isolated colonies from human nasal, pharynge @ d perianal swabs plated onto

chromogenic solid medium samples you can use your manual or automatic rg opfimized system. Also, you

can use any commercially available DNA exiraction kit and follow the ma

validated the following extraction kits:

e Maxwell®RSC Blood DNA Kit, using the Maxwell® 16 instrument (Promega). @
8.2. Lyophilized positive control

Methicillin-resistant  Staphylococcus aureus Positive Control contains high copies of the fe

recommendation is fo open and manipulate it in a separate laboratory area away from the other compo
Reconstitute the lyophilized Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Positive Control (red vial) by adding 2 L
of the supplied Water RNAse/DNAse free (white vial) and vortex thoroughly.

Once the positive control has been re-suspended, store it at -20°C. We recommend to separate it in aliquots to

minimize freeze and thaw cycles.
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8.3. PCR protocol

Determine and separate the number of required reactions including samples and controls. One positive and

A negative control must be included in each run for each assay. Peel off protective aluminium seal from plates or
strips.

constitute the number of wells you need.

Add 15 yL of Rehydration Buffer (blue vial) into each well.
2) Adcéo

Add 5 pL of DN/

ples and confrols.

ated from each sample, reconstituted Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Positive

Control (red vial) or Negatiwe Conftrol (violet vial) in different wells and close them with the provided caps.

It is recommended to @ frifuge the 8-well strips or 96-well plate, or gently tap each strip onto a hard
surface to ensure that all the liguids are at the bottom of the tubes (for Qiagen/Corbett Rotor-Gene® kits).

Load the plate or the strips in the f yaler.

3) Set up the thermocycler (to check mypili’ry see Annex 1).

Program the thermocycler following the conditio @ below and start the run:
A

Cycles Step Time Temperature
1 Polymerase activation 2 min 95°C
Denaturation & 10 seg 95°C
s Annealing/Extension (Data collection*) / 50 seg 60°C

Table 3. PCR protocol

Fluorogenic data should be collected during the extension step (*) througt AM (S. aureus (SA442/CoA

anels (IC). Depending on
the equipment used select the proper detection channel (see Annex 2). In the App Bi tfems 7500 Fast Real-

Time PCR System, Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System and Stratagen

genes) and SCCmec-orfX junction), ROX (mecA/mecC genes) and HEX, JOE o

™ Real Time PCR

System check that the passive reference option for ROX is none. In the Applied Biosyst ORFast Real-Time

PCR System select Ramp Speed Standard in Select New Experiment/Advanced Setup/Experi Properties.

9. Result interpretation

The use of positive and negative controls in each run, validate the reaction by checking the absence of si
the negative control well and the presence of signal for Methicillin-resistant Staphylococcus aureus in the posifi #
control well. Check Internal Conftrol signal to verify the correct functioning of the amplification mix. The analysis of

the samples is done by the software of the used real time PCR equipment itself according to manufacturer’s

instructions. Interpretation of results:
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S aureus A/mecC | SCCmec-orfX | Internal
(SA442/CoA i ) mec‘:-o nternd Negative | Positive .
genes junction control Control | Control Interpretation
(FEA‘:":;L 1y | ROX.ship 1) | (FAM stip2) | (HEX)
+ + + + / _ - + MRSA*
+ + - +/- - + MSSA** and MRCoNS***
. . + +/- - + MSSA**
+/ ; - +/- - + MSSA**
MRCONS***
- - +/- - + (methicillin/oxacillin resistance
different from S. aureus)
- - + - + Negative
- - - - + Invalid

Table 4. Sample interpretation

+: Amplification curve

-: No amplification curve

*MRSA. Methicillin-resistant S. aureus.

** MSSA. Methicillin-sensitive S-aureus.

*** MRCoNS. Methicillin-resistant Coagulase-negative §

A sample is considered positive if the Ct value obtained is less n 35 and the internal confrol shows or not an
amplification signal. Sometimes, the detection of internal co ecessary because a high copy number of

target can cause preferential amplification of target-specific nucle

control.

Figure 1. Correct run of negative and positive control run on the Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR Detection §

Amplification

5000 +

3000 Denewsmanmmmssmdimpmsnmmn

RFU

000 dosreiRauesIER

RFU {1073)

t f + t t + 1 }
Q 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycles Cycles

Negative control Positive control
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Figure 2. Correct run of negative and positive control run on the Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR Detection System. (MRSA 2: ORFX).

Amplification Amplification
11001 o I TR TR S ST S TR Dt S . 22 SO R e PR S S R S R L AT B e |
A000 5 rman O R . . . . :
: SCCmec-orfX junction : ;
3000 +-- : Lo : : 4
H o
1000; Pruaremismranmninis 1000 1.
0__.2 0 4 =~
0 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycles Cycles

gative control Positive control

‘rhere is signal of amplification in negative control or absence of signal in the

nd f&tepeat the assay again.

gnal in sample wells we recommend fo repeat the assay diluting the
sample 1:10 or to repeat the extractio %k for possible problems of inhibition.

In case of a doubtful interpretation result, (recommended to verify the correct performance of each of the
steps and review the parameters and the sig ape of the curve. If the situation is not solved, it is
recommended to repeat the assay, preferably |

health care professional in the context of medical histo

10. Limitations of the test

medium samples.

e The quality of the test depends on the quality of the sample; proper extracted €uclejc .acid from clinical
samples must be extracted. Unsuitable collection, storage and/or transport of spec€ifne ay give false
negative results.

e Exiremely low levels of target below the Iimit of detection might be detected, but results

reproducible.
e There is a possibility of false positive results due to cross-contamination by Methicillin-resistant Staphyloc

aureus Positive Control, either by samples containing high concentrations of target DNA or contamindtion

due to PCR products from previous reactions. #

e  Mutations or polymorphisms in primer or probe binding regions may affect detection of new or unknown
MRSA variants resulting in a false negative result with the VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
Real Time PCR Detection Kit.
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e A VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit positive result does not
necessarily indicate eradication treatment failure since DNA may persists. A negative result following a

previously positive test result may indicate eradication treatment success or may occur due to intermittent

colonization.
e A positive test result does not necessarily indicate the presence of viable organisms. However, a positive

result is indicative for the presence of MRSA DNA since the VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus
eus Real Time PCR Detection Kit detects the SCCmec/orfX junction, specific S. aureus sequences located

within the SA442 and CoA genes and the mecA and mecC genes.

11. Quality gontrol

12.1. Clinical sensitivity and

VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureyssReal Time PCR Detection Kit was evaluated using 105 MRSA

e

clinical suspicion of MRSA colonization were seed

positive samples by conventional microbiologico Briefly, nasal/pharyngeal and perineum specimens with
alfreus MRSA agar medium (oxoid) and incubated in
aerobic conditions at 37°C for 18-24 hours. Colonies Were selected and boiled samples were prepared and
analysed with VIASURE detection kit. 103/105 samples were si’rive according to both detection methods.
2/105 were detected as positive for MSSA (positives for S. aureus@nd SCCmec-orfX), 1/105 positive sample for

C), 3/ 105 positive samples for MSSA

methicillin/oxacillin resistance different from S. aureus (positive for

aureus (MRSA), methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) and/or methi asisfant coagulase-negative

Staphylococci using VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time P ion Kit.

12.2. Analytical sensitivity KS\

VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit has a detection limit of 2180 DNA
copies per reaction for S. aureus (SA442/CoA genes), 250 DNA copies per reaction for mecA/mec

=10 DNA copies per reaction for SCCmec-orfX junction (Figure 3, 4 and 5).

|U-MSAO012enes0919 rev.00
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Figure 3. Dilution series of S. aureus (SA442/CoA genes) (107-10' copies/rxn) template run on the Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR Detection
System (Multiplex reaction mix MRSA 1: SAU + MEC A/C, channel FAM).
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Figure 6. Dilution series of SCCmec-orfX junction (107-10' copies/rxn) template run on the Bio-Rad CF |-T@ne PCR Detection System

(Multiplex reaction mix MRSA 2: ORFX, channel FAM).
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A

12.3. Analytical specificity

The specificity of the Methicillin-resistant Staphylococcus aureus assay was confirmed by testing a panel
consisting of different antimicrobial resistant organism. No cross-reactivity was detected between almost any of

the following microorganisms tested, except the targeted pathogens of each assay.

Cross-reactivity testing

erratia marcescens isolate with OXA-48 gene - H. pylori Clarithromycin resistant (23S rRNA A2146G) -

Klebsiella umonia isolate with SHV-1 (non-ESBL), . . . .
H. pylori Clarithromycin resistant (23S rRNA A2147G)
KP%, and OXA-48 genes - -

Klebsiella pneuﬁ i te with TEM-1 (non-ESBL), SHV- )
VanA-type Enterococcus avium
1 (non-ESBL), -2 (ESBL), and KPC-2 genes - -

A J
Escherichia coli

VanA- type Enterococcus faecium LMG16165 strain

Escherichia coli with TEM-1 nd IMP-1 genes - VanA- type Enterococcus faecium IOWA 1 -

VanB- type Enterococcus faecium IOWA 2

Enterobacter cloacae with TEM-1 (nO
(ESBL), CTX-M-15 (ESBL) and NDM-1

VanA-type Enterococcus faecalis

/ VanB-type E. faecalis (Andrewes and Horder) Schleifer
ne

Enterobacter cloacae-complex with a NDM-7 )
- and Kilpper-Balz -

) . VanC and VanB- types Enterococcus gallinarum
Citrobacter braakii with VIM-1 gene

ENT20120142 -
. . . . VanC type- Enterococcus gallinarum (Bridge and
Citrobacter freundii-complex isolate with KPC-3 and
Snea 82) Collins, Jones, Farrow, Kilpper-Balz and
VIM-4 genes

- Schleifer 1984 VP -

Table 7. Reference pathogenic microorganisms used in this study.

12.4. Analytical reactivity ' :

The reactivity of VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time

jon Kit for MRSA was
evaluated against Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strain N315, seguence type 398,
MRSA strain (oxaR, PVL-positive, spa type t310), MRSA strain (oxaR, PVL-positive, spa type O@A strain (oxaR,
PVL-neg), MRSA spa type 1002, MRSA spa type 1020, MRSA spa type 1127, MRSA spa type 145 RSA (mecC, spa

type 17734), showing positive results.

The reactivity of VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit for +
CoNS was evaluated against a mixture of: S. aureus + S. epidermidis (oxaR, PVL-pos); and MSSA ATCC
(Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach) + MRCoNS 634 (Meticillin-Resistant Coagulase-Negatiye l

Staphylococci 634), showing positive results.

The reactivity of VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit for MR-CoNS was
evaluated against MRCoNS 634 (Meticillin-Resistant Coagulase-Negative Staphylococci 634), showing positive

results.

|U-MSAO012enes0919 rev.00
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The reactivity of VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit for MSSA was

evaluated against MSSA (spa type t177), showing positive results.

A
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ANNEX 1

COMPATIBILITY WITH THE MOST COMMON REAL TIME PCR EQUIPMENT

Low profile strips can be used in all PCR thermocyclers equipped with a low profile block, like the systems listed in

Ta%‘l LOW PROFILE BLOCK THERMOCYCLERS

Table A.2 HIGH PROFILE BLOCK THERMOCYCLERS

Manufacture

Agilent Technologie

Applied Biosystems

Model

Manufacturer

Model

riaMx/AriaDx Real-Time PCR System

Abbott

Abbott m2000 RealTime System

Real-Time PCR System (1)

Applied Biosystems

7300 Real-Time PCR System (5)

Applied Biosystems

Applied Biosystems

7500 Real-Time PCR System

Applied Biosystems

4
oI—Time PCR System (1)
i

QuantStudie 2K Flex 96-well Fast

Applied Biosystems

7900 HT Real-Time PCR System (5]

Applied Biosystems QuonTSTL‘ 96-well Fast Applied Biosystems ABI PRISM 7000 (¢

Applied Biosystems QuantStudio™ 6-well Fast Applied Biosystems ABI PRISM 7700 (5)

Applied Biosystems QuaniStudio™ 3 Fasgieg PCR Applied Biosystems QuantStudio™ 12K Flex 96-well
System ©)

heplecBiosysiems QUOMSTUdiOTMS?/sFTZi;ReOI_T. o PeR Applied Biosystems Quanistudio™ 6 Flex 96-well

Applied Biosystems

StepOne Plus™ Real-Time PCR Syst (5)

Applied Biosystems

QuantStudio™ 7 Flex 96-well

Applied Biosystems

StepOne™ Real-Time PCR System |

)pplied Biosystems

QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (5)

Applied Biosystems

ViiA™ 7 Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems

QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System

BIONEER Exicycler™ 96 ViiA™ 7 Real-Time PCR System
Bio-Rad CFX96™/ CFX%T.M IVD Real-Time PCR Topfical
Detection System
Bio-Rad Mini Opticon™ Real-Time PCR Detection GTOWER 2.0
System (¢
Cepheid SmartCycler® () BIONEER Exicycler™ 96
Qiagen Rotor-Gene® QU Bio-Rad \' Dl_eﬁenr:eWPeC"R/ S;ig:) E?jsfe\:]vqell VD
Roche LightCycler ®480 Real-Time PCR System (4 Bio-Rad Real-Time PCR Detection System
Roche LightCycler ®76 Real-Time PCR System 4 Bio-Rad iCyc -Time PCR Detection System
Roche Cobas z480 Analyzer ) Bio-Rad MyiQ™ QM R Detection System (¢
Bio-Rad MyiQ™2 Redl imr.}k Detection System €
Cepheid SmartCycler®@)

(1)Select Ramp Speed “Standard”.
(2)See Annex 3 to check optical measurement exposure setting.

(3)The product

should be

reconstituted  following the

appropriate procedure (see Test Procedure) and transferred
into the specific Rotor-Gene® Q or SmartCycler® tubes.
(4)Shell Frame grid plate which fits in these Roche gPCR System

is necessary.

(5)No detection in Cy5 channel.
(6)Detection in FAM and HEX channels only.

Table A1/A2. Compadtible low and high profile Real Time PCR systems.

|U-MSAO012enes0919 rev.00

DNA-Technology

DTprime Real-time Detecti

DNA-Technology DTlite Real-Time P i 2
Eppendorf Mastercycler™ep realplé W
Qiagen Rotor-Gene® QR

Technologies

Stratagene / Agilent

\ J
Mx3000P™ Real Time PCR System

]
y =

Technologies

Stratagene / Agilent

Mx3005P™ Real Time PCR System

VIASURE

VIASURE 48 Real Time PCR System 2

VIASURE

VIASURE 96 Real Time PCR System (2
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ANNEX 2

DETECTION CHANNELS FOR THE MOST COMMON REAL TIME PCR EQUIPMENT

e fluorescence detection channels for some of most common Real Time PCR Thermocyclers are specified in

e A3.
"A@ CR VIASURE DETECTION
THERMQCYCLER CHANNEL CHANNEL OBSERVATIONS
FAM FAM Some wells may have abnormally drifting RFU values during the initial few cycles of a run
Bio-Rad CFX‘?X HEX HEX showing a non-sigmoidal ascendant line. If you see this effect, in the Settings menu, select
OX ROX the option Apply Fluorescence Drift Correction for Baseline Setftings to correct it.
v Jc Cy5
FAM Passive reference option for ROX must be none. Some wells may have abnormally drifting
ABI 7500 HEX‘p vic RFU values during the initial few cycles of a run showing a non-sigmoidal ascendant line. If
Bi/f\)Fs)ypsltlgis ROX X you see this effect, please modify the baseline: Select the Start Cycle and End Cycle
Cys values so that the baseline ends before significant fluorescence is detected.
FAM 0
Roche HEX 533 Colour Compensation is required
Lightcycler®480Il ROX 533/61
Cy5 618/660
FAM Channel 1 /
Smartcycler® HEX Channel 2
Cepheid ROX Channel 3
Cy5s Channel 4
FAM FAM
HEX VIC
Abbott m2000rt
ROX ROX A
Cy5 Cy5
FAM FAM
Mx3000P™ HEX VIC . .
Mx 3005P™ Passive ref n for ROX must be none
Stratagene ROX ROX
Cy5 Cy5
FAM FAM
AriaMx HEX HEX
Agilent ROX ROX
Cy5 Cy5
FAM Green
Rotor-Gene®Q HEX Yellow In the Channel Setup, click on the "Gain Optimisation” to then go to "Optimise
Qiagen Acquaring". The fluorescence Target Sample Range has between 5 and 10 Fl for
ROX Orange each channel. Also select the option "Perform Optimisation Before cquisition”
Cy5 Red
FAM Green In the “Run Profile” menu, introduce the correct parameters for “Te Control”
Mic Real Time (Standard TAQ (v3)), Volume (20 ul) and the appropriate thermdl profi
PCR Cycler HEX vellow In the “Cycling” window, select the "Acquire on” option for all the channels icking on
bms ROX Orange them. Use the default “Gain” values for each channel (Green = 3, Yellow = 108Orange =
Cy5 Red 10, Red = 10)
FAM FAM
Exicycler™ 96 HEX JOE
BIONEER ROX ROX
Cy5 Cy5

Table A3: Detection fluorescence channels of different Real Time PCR systems.
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ANNEX 3

OPTICAL MEASUREMENT EXPOSURE SETTING

A fical measurement parameters of some thermocyclers must be adjusted to be suitable for operation with
URE Real Time PCR Detection Kits". This assay has been validated with the following set exposition values:

- prime Real-time Detection Thermal Cycler (DNA-Technology) and VIASURE 96 Real Time PCR System
(CerTes’ryc S.L.): FAM channel -500*, HEX channel — 1000, ROX channel — 1000 and Cy5 channel - 1000.

- DTlite RegfTime PCR System (DNA-Technology) and VIASURE 48 Real Time PCR System (CerTest Biotec S.L.):
FAM channel - 5 hannel - 500, ROX channel — 500 and Cy5 channel - 500.

*If the result in channe ot as expected, there are no amplifications or high background noise is observed,

please lower the expos

.4:,";3
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ESPANOL

1. Uso previsto

AVIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit estd disefado para la
tificacion y diferenciacién especifica de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),

ococcus aureus sensible a meticilina (MSSA) y/o Staphylococci coagulasa negativa resistente a meticilina

M S) en colonias adisladas a partir de la siembra de hisopos nasales, faringeos y perianales humanos en

medio s(élidfromogénico. El uso previsto del test es facilitar el diagndstico de infeccion producida por MRSA en

combinag€idn com, los signos y sintomas clinicos del paciente y los factores de riesgo epidemiolégico. El DNA es

extraido a p colonias, amplificado posteriormente mediante PCR a tiempo real y detectado utilizando

El Staphylococcus aureus (S. aure siquizds el patdgeno humano mds preocupante debido a su virulencia
infrinseca, a su capacidad para causar gran variedad de infecciones potencialmente mortales y a su
capacidad para adaptarse a diferentés cop@iciones ambientales. Hoy en dia, este organismo es la principal
causa global de infecciones asociadas a la ate de la salud en todo el mundo y, a medida que se trata a

mds pacientes fuera del dmbito hospitalario, es

medicamentos antiestafilocdcicos, que incluye ilina, tefraciclinas, fluoroquinolonas, linezolid vy

daptomicina, pero pierden rdpidamente su valor terdpéutico debido a la capacidad de la bacteria para
desarrollar mecanismos efectivos para enfrentar este agente

Ademds de la creciente importancia de S. aureus como p e las infecciones nosocomiales, su

resistencia contra varios antibidticos ha empeorado cada vez mds. Lds C e Staphylococcus aureus (MRSA)

resistentes a la meticilina no solo son resistentes contra todos los antibid -lactdmicos, sino que también

o sepsis. Las propiedades causantes de la enfermedad del MRSA no se diferenci

sensibles a los antibidticos.

Resistencia a la meticilina en Staphylococcus spp. se debe a la adquisicion de una proteina de unién a

penicilina alterada PBP2a (PBP2 '), codificada por el gen mecA. El gen mecA se transporta en eleme Sviles
del cromosoma mec (SCCmec) estafilocécico de casete grande, que se encuentran en los aisla
MRSA y MRCoNS. Se han reconocido ocho tipos diferentes de SCCmec (I-VIIl), que varian en tamano de 2
kb, y fienen diferentes conjuntos de genes de recombinasa ccr. El tipo de elemento SCCmec XI confieneyun
nuevo homodlogo de mecA (mecC). Este gen muestra solo un 70% de homologia de nucledtidos con mecA y no #

es detectable por las pruebas de OCRs especificas de mecA y de aglutinacién de PBP2a.

S. aureus y MRSA se propagan de vector a persona y de persona a personqa, pero existen pocas reservas

ambientales fuera del dmbito de la atencidén médica y las comunidades cerradas. El MRSA es un problema
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creciente en instalaciones compartidas como hospitales, centros de salud y hogares de ancianos. Los estudios
indican que la incidencia de MRSA en los Ultimos ainos ha aumentado considerablemente en todo el mundo. Sin
embargo, hay diferencias considerables entre varios paises. Mientras que en los Estados Unidos, Japdn vy los
Apoises del sur de Europa existe una alta prevalencia de MRSA entre 20 y 60%, la prevalencia en los paises

olandeses y escandinavos es inferior al tres por ciento.

on el uso de antibidticos no criticos, la implementacién insuficiente de medidas de higiene profildctica y
citacién inadecuada del personal son las razones del aumento significativo en la colonizacién por MRSA.
La esﬂxén/*uﬁcienfe de MRSA conduce a la continua propagacién de MRSA en nuestros hospitales. Las

medidasgUrgentemente necesarias en este caso son la infroduccién de la higiene estdndar y el manejo

. asi como el control del uso de antibidticos. En particular, es indispensable la introduccion
del examen de sado en un diagndstico rdpido y confiable durante o incluso mejor antes del ingreso

hospitalario de pacien

Las cepas de S. aureus #€s a la meticilina (MRSA) estdn implicadas en infecciones graves y brotes

nosocomiales, y muestran r cigs a una amplia gama de antibidticos, lo que limita las opciones de

fratamiento. Por lo tanto, la detec pida es clinicamente crucial tanto para el fratamiento como para las

medidas de control de infecciones.

La adopcién de técnicas moleculares hoéni’rido una deteccién e identificacion mds rdpida de MRSA en

muestras clinicas. Por lo tanto, proporciona la in

@ ion critica para determinar las terapias adecuadas para

los pacientes con sospecha de infecciones por MRSA® confrolar el brote.

3. Procedimiento /0

VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real TimefPCR ghetection Kit estd disenado para el
diagndstico de MRSA, MSSA y Staphylococci coagulasa negativa a meticilina (MRCoNS) en colonias
aisladas. Tras el aislamiento del DNA, la identificacién de MRSA, MSSA S se lleva a cabo mediante la

amplificacién de los genes SA442 (si estd presente) / CoA, SCCmec-orfX junctio enes mecA/ mecC.

VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection cha la actividad 5°

exonucleasa de la DNA-polimerasa. Durante la amplificacion del DNA, esta enzima a & sonda unida a la
secuencia de DNA complementaria, separando el fluoréforo del quencher. Esta reac geneta un aumento
en la senal fluorescente proporcional a la cantidad de DNA diana. Esta fluorescencia se monitorizar en

equipos de PCR a fiempo real.

VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit contiene en cada p
los componentes necesarios para llevar a cabo la PCR a tiempo real (cebadores/sondas especificos,
tampdn, polimerasa) en formato estabilizado, asi como, un control interno para descartar la inhibicién d #
actividad polimerasa. Cada kit incluye dos tipos de tiras y cada una de ellas corresponde a un ensayo diferente.

La primera tira contiene la mezcla de reaccidén multiplex para la deteccidon de Staphylococcus aureus y los
genes mecA/mecC (MRSA 1: SAU + MEC A/C 4/8-well strips). Los genes SA442/CoA (S. aureus) se amplifican y
detectan en el canal FAM, los genes mecA/mecC se amplifican y detectan en el canal ROX y el control interno

(IC) en el canal HEX, VIC o JOE (segun el equipo ufilizado, seleccione el adecuado) canal de deteccién, ver
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Anexo 2). La segunda fira contiene la mezcla de reaccidén multiple para la deteccidén de la unién SCCmec-orfX
(MRSA 2: tiras ORFX de 4/8 pocillos). SCCmec-orfX junction se amplifica y se detecta en el canal FAM y el control

interno (IC) en el canal HEX, VIC o JOE (segun el equipo utilizado, seleccione el canal de deteccidén adecuado,
A consulte el Anexo 2).

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit incluye los siguientes materiales y

reoc‘rivos?llodos en las Tablas 1y 2. Basado en la presentacién comercial y la plataforma de PCR en tiempo

real utilizelda, la zcla de reaccion de PCR estabilizada se puede encontrar en diferentes tubos o pocillos y por

multiples formatos. La Tabla 1 incluye materiales y reactivos para usar con dispositivos

Reactivo/Material Descripcion Color Cantidad

MRSA 1: SAU + MEC A/C pén, dNTPs, estabilizadores y Blanco 3/6 firas de 8 pocillos

8-wellstrips 0 en formato estabilizado
. enzimas, cebadores-
MRSA 2: O.RFX . dNTPs, estabilizadores y Blanco 3/6 tiras de 8 pocillos
8-well strips I
0 en formato estabilizado
Rehydration Buffer ;g;%on del Azul 1 vialx 1.8 mL
Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus DNA sintético liofilizddo, feccioso Rojo 1 vial
Positive Control
Negative control Control negativo ’\A Morado 1 vialx T mL
Water RNAse/DNAse free Agua libre de RNAsa/DNAsa Blanco 1 vialx 1T mL
Tear-off 8-cap strips Tapones 6pticos para sel’lor Ips podillos parente 6/12 tiras de 8
durante el ciclo térmico tfapones

Tabla 1. Reactivos y materiales proporcionados en VIASURE Methicillin-resistant Staphyl s Real Time PCR Detection Kit con Ref. VS-

MSA106L, VS-MSAT06H, VS-MSA112Ly VS-MSAT12H.
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Reactivo/Material Descripcion Color Cantidad

Una mezcla de enzimas, cebadores-

MRSA 1: SAU + MEC A/C , . . .
/ sondas, tampon, dNTPs, estabilizadores y | Transparente | 9 tiras de 4 pocillos

4wellstips Controlinterno en formato estabilizado
A MRSA 2: ORFX Una mezcla <13Ie enzimas, cebs:dores- ‘ .
: sondas, tampon, dNTPs, estabilizadores | Transparente | 9 tiras de 4 pocillos
4-well strips

en formato estabilizado
Solucién para la reconstituciéon del

Rehydration Buffer oroducto estabilizado Azul 1 vialx 1.8 mL
Methjcillin-resistant
STCI%)COCCUS aureus DNA sintético liofilizado no infeccioso Rojo 1 vial
PositivgfControl
Neﬁ frol Control negativo Morado 1 vialx 1 mL
Water RNA Asefree Agua libre de RNAsa/DNAsa Blanco 1 vialx 1T mL
4-cap strip Tapones para sgllor |(,JS pocillos durante Transparente 18 tiras de 4
el ciclo térmico tapones
Tabla 2. Reactivos y materia rci@hados en VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit con Ref. VS-
MSA136. Para usar con instrument n / Corbett Rotor-Gene® y accesorios compatibles con tiras de 4 tubos 0.1 ml (72-Well Rotor y

Locking Ring 72-Well Rotor).

5. Material requerido y no %istrqdo

La siguiente lista incluye los materiales qé reg

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real CRyDetection Kit.

ieren para el uso pero que no se incluyen en VIASURE

e Equipo de PCR a tiempo real (termociclador).

e Kit de extraccién de DNA. @
e Centrifuga para tubos de 1.5 mL y para tiras de tubos d std disponible).

e Vortex.
e Micropipetas (0.5-20 L, 20-200 pL).
e Puntas con filtro. &

¢ Guantes desechables sin polvo.

e Loading block (para usar con instrumentos Qiagen/Corbett Rotor-Gene®).

VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Ki idd validado en los
siguientes equipos: Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System, Applied Biosyste @em Real-Time
PCR System, Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR Detection System, Agilent Technologies Ari Real-Time PCR

Biosystems 7500 Fast con firas, se recomienda colocar el soporte adecuado para reducir el riesgo de aplast@
fubo (Ref. PN 4388506).

Para verificar la compatibilidad de los termocicladores, consulte el Anexo 1, para verificar los canales de
deteccidon mds comunes, consulte el Anexo 2 y para verificar la configuracién de la exposicidén de medicion

Sptica, ver Anexo 3.
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6. Condiciones de transporte y almacenamiento

e Elfransporte y almacenagje de los kits puede realizarse de 2-40°C hasta la fecha de caducidad indicada en

la etiqueta.
A e Almacenar el control positivo a -20°C fras su re-suspension. Se recomienda separar en alicuotas para
inimizar los ciclos de congelacion y descongelacion. Se ha validado la estabilidad del control positivo tras
iclos de congelacion y descongelacién.

e [/ Proteger los componentes de la luz.
7. Préu nes para el usuario

e El product 3 destinado para uso exclusivo de usuarios profesionales, como profesionales o técnicos de

laboratorio y sanité ntrenados en técnicas de biologia molecular.
a@ después de la fecha de caducidad.

e No utilizar los reactivos si los8obres o las bolsas que protegen los tubos estdn abiertos o dafados en el

e No se recomiendd

momento que se reciben.

e No utilizar los tubos de reaccitn

o estd danado.

’riol desecante que se incluye en cada sobre de aluminio no estd

e No retirar el material desecante de Iﬁares de aluminio que contienen los tubos de reaccidén una vez

abiertos.

e Cerrarlos sobres de aluminio que protegen | de reacciéon con el cierre zip inmediatamente después
de cada uso (si estd disponible, Ref. VS-MSA136) tes de cerrar los sobres eliminar cualquier exceso de
aire.

e No utilizar los fubos de reactivos si el aluminio protector danado

e Proteger los reactivos de la humedad. Una exposicidon pro

rendimiento del producto.

e Para referencia VS-MSA136 (compatible con instrumentos Qiagen/Corbe -Gene®) utilice el loading

C

block para pipetear reactivos y muestras en cada tubo y para ayudar en lﬂ Sorrecto de las tapas asi
como para evitar la contaminacion.

e Disenar un flujo de trabajo unidireccional. Se debe comenzar en el drea de extr ij@%pués pasar al

drea de amplificacion y de deteccién. No poner en contacto las muestras, equipos y reactivos utilizados en

fsy

aveérse lg

un drea con la zona en la que se realizd el paso anterior.

e Seguir las Buenas Prdcticas de Laboratorio. Use ropa protectora, guantes de uso desechab

mascarilla. No comer, beber o fumar en el drea de trabagjo. Una vez terminada la prueba,
manos.

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

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

micropipetas, y de las superficies de trabagjo.
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e Asegurarse de usar un pocillo para la deteccidén de MRSA 1: SAU + MEC A/C y ofro para el ensayo de MRSA
2: ORFX. Tener precaucion para que no se mezclen durante el proceso.

e Consulte las hojas de seguridad, previa solicitud.

procedimientos.

A e Consulte el manual de cada equipo de PCR a tiempo real para advertencias adicionales, precauciones y

S. aureus se encuentra en el ambiente y ademds la mayoria de las personas sanas lo portan en la piel y las
mbranas mucosas (con mayor frecuencia en el drea nasal). Cuando se lleve a cabo el test VIASURE, se

debe tener especial cuidado para evitar la posible contaminacidon de muestras y reactivos por parte del

ope%r.

8. Procedimiento del test

instrucciones de uso del fabricante. Lo§ si s kits de extraccion han sido validados:

¢  Maxwell® RSC Blood DNA Kit, utilizan@o el si a de extraccion automatizado Maxwell® 16 instrument

(Promega).
8.2. Control positivo liofilizado

El vial de Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Posi’riv@r contiene una gran cantidad de copias

componentes. Reconstituir Methicillin-resistant Staphylococcus aUre sifive  Control liofilizado (vial rojo)

anadiendo 200 uL de Agua libre de RNAsa/DNAsa (vial blanco) sumini ezclar bien con la ayuda del

vortex. Almacenar el control positivo a -20°C tras su re-suspensién. Se recomi separar en alicuotas para

minimizar los ciclos de congelacién y descongelacion.
8.3. Protocolo PCR

Determinar y separar el niUmero de reacciones necesarias incluyendo las muestras y los co@En cada serie
de muestras para cada uno de los ensayos a analizar se deben incluir un confrol positivo y uno negati 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. #

2)  Anadir muestras y controles.
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Anadir 5 uL de DNA extraido de cada muestra, de Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Positive Control
reconstituido (vial rojo) o Negative Control (vial morado) en diferentes pocillos y cerrar los pocillos con los

tapones suministrados.

A Se recomienda cenfrifugar brevemente las tiras de 8 pocillos o las placas de 96 pocillos, o golpear suavemente
a tfira sobre una superficie dura para asegurarse de que todos los liquidos queden en el fondo de los tubos

s kits compatible con Qiagen/Corbett Rotor-Gene®).
Colocar la placa o las tiras en el termociclador.

3) Co

Ciclos Etapa Tiempo Temperatura

fivacion de la polimerasa 2 min 95°C

Desnaturalizacién 10 seg 95°C

Ve
gcién (Recogida de datos*) 50 seg 60°C

45

termocicladores Applied Biosystems 7500 Fast Real-Ti CR System, Applied Biosystems StepOne™ Real-Time
PCR System y Stratagene Mx3005P™ Real Time PCR System cwor que la opcidén del control pasivo ROX estd
il

desactivada. En el termociclador Applied Biosystems 7500 Fés ime PCR System seleccionar Ramp Speed
Standard en el menu Select New Experiment/Advanced Setup/Exgerim roperties.
9. Interpretacion de resultados 0

de control positivo de Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Comprobar la emisigh @e Ia senal del conftrol
interno para verificar el correcto funcionamiento de la mezcla de amplificacion. El ané '@s muestras se
realiza con el soffware propio del equipo de PCR a fiempo real de acuerdo con las instr nes de uso del

fabricante. Interpretacion de los resultados:
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S. aureus
Genes SCCmec-orfX Control
(genes mecA/mecC junction Interno Control | Control Interpretacion
SA442/C‘oA) (ROX, strip 1) | (FAM, strip 2) (HEX) Negativo | Positivo
(FAM, strip 1)
/<\ + + + +- - * MRSA®
+ - +/- - + MSSA** y MRCONS***
. + +/- - + MSSA**
+ / . - +/- - + MSSA**
MRCoONS***
- +/- - + (Resistencia meticilina/oxacilina
diferente de S. aureus)
- + - + Negativo
- - - + Invalido

Tabla 4. Interpretacién
+: curva de amplificacién
-: sin curva de amplificacién

*MRSA. S. aureus resistente a la meticilina.
** MSSA. S-aureus sensible a la meticilina.

*** MRCoNS. Staphylococci coagulasa negativa resiste

Una muestra se considera positiva, si el valor Ct obteni
gréfica de amplificacion. En ocasiones, la deteccién del contr

un alto numero inicial de copias del dcido nucleico diana p

Ultima.

Una muestra se considera negativa, si no se detecta una curva de ampli
el control interno si la presenta. La inhibicién de la reaccion de PCR puede sere

control interno.

Figura 1. Ejemplo de graficas de amplificacion del control negativo y positivo. Experimento realizado en el

Slicilina.

ofes menor de 35 y el control inferno muestra o no una
erno no es necesaria, ya que la presencia de

ar una amplificacién preferencial de esta

por encima del valor umbral, y

a\

ida por la amplificacion del

CFX96™Real-Time PCR

Detection System (MRSA 1: SAU + MEC A/C).

Amplification Amplification
e T : 1 L
BT UM SNPRUNORUI SRR . NSRRI SO, w0t S. aureus :
w = 1 % =
3 E z : § E
2000 eI R TR T e s R e v e 0l
ot ; 1 o i .
0 10 o 10 20

Cycles Cycles

Control Negativo Control Positivo
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Figura 2. Ejemplo de grdficas de amplificacion del control negativo y positivo. Experimento realizado en el equipo Bio-Rad CFX96™Real-Time PCR
Detection System (MRSA 2: ORFX).

Amplification Amplification

5000 et e e

: : : : 5000 - .- Lo P e, |

P04 i e e S R Ry R B R S A e S SCCmeC-Orfx:jUnCﬁOn : :

E R000s s
o

20005 L

1000 +--- 1000 e dnmmonssnasy ——

Cycles

Control Positivo

El resultado se considera i se observa una grdfica de amplificacion en el control negativo o ausencia

de senal en el pocillo del con iwo. En ese caso, se recomienda repetir el ensayo.

contexto del historial médico, los sintomas clinicos y otras pruekxA@ diagndstico por un profesional de la salud.

10. Limitaciones del test

e Elresultado de la prueba debe ser evaluado en el contexto del hist ico, los sinfomas clinicos y otras

pruebas de diagndstico por un profesional de la salud.

e Este ensayo se podria utilizar con diferentes tipos de muestras, aunque ido validado con DNA

extraido de colonias aisladas a partir de la siembra de hisopos nasales, fari erianal humanos en
medio sélido cromogénico.
e El correcto funcionamiento de la prueba depende de la calidad de la muestra; el d&j ico deber ser
extraido de forma adecuada de las muestras clinicas. Una forma inadecuada de reco i6n, almacenaje
y/o transporte de las muestras puede dar lugar a falsos negativos.

e Se puede detectar un bajo nUmero de copias molde diana por debajo del limite de detecc

resultados pueden no ser reproducibles.
e Existe la posibilidad de falsos positivos debido a la contaminacién cruzada con Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus Positive Control ya sea por muestras que contienen altas concenfraciones de DNA
molde diana o por contaminacién por arrastre a partir de productos de PCR de reacciones anteriores.
e Las mutaciones o polimorfismos en regiones de unidon de cebadores o sondas pueden afectar la deteccion
de variantes nuevas o desconocidas de MRSA, lo que da como resultado un falso negativo con VIASURE

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit.
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e Un resultado positivo con el test VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR
Detection Kit no indica necesariamente un fracaso del tfratamiento de erradicacion, ya que el DNA puede
persistir. Un resultado negativo obtenido tras un resultado positivo anterior de la prueba puede indicar el
éxito del fratamiento de erradicacion, o puede deberse a una colonizacién intermitente.

A e Un resultado positivo no indica necesariamente la presencia de organismos viables. Sin embargo, un
resultado positivo puede ser indicativo de la presencia de DNA de MRSA, ya que el test VIASURE Methicillin-
jstant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit detecta la regién SCCmec/orfX junction, y

secuencias especificas de S. aureus localizadas en los genes SA442 and CoA, y los genes mecA y mecC.
11. Control calidad

VIASURE Methic sistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit contiene confroles positivo y
negativo que deben idos en cada ensayo para interpretar correctamente los resultados. Ademds, el

confrol interno (Cl) en o confirma el correcto funcionamiento de la técnica.

%nicq
VIASURE Methicillin-resistant Sfophylococcuéu

positivas de MRSA mediante cultivo microbiolég @

perineales con sospecha clinica de colonizacién pa

12.1. Sensibilidad y especifi

eal Time PCR Detection Kit se evalud utilizando 105 muestras

encional. En resumen, las muestras nasales / faringeas y
RSAPse sembraron en medio de agar MRSA de S. aureus
(oxoide) y se incubaron en condiciones aerdbicas a 378C durante 18-24 horas. Se seleccionaron las colonias y se

prepararon muestras hervidas, y se analizaron con el kit de d n VIASURE. 103/105 muestras fueron positivas

para MRSA de acuerdo con ambos métodos de deteccidon. 2/ se detectaron como positivos para MSSA

(positivos para S. aureus y SCCmec-orfX), 1/105 muestra positiva p cia a meticilina / oxacilina diferente
de S. aureus (positiva para mecA / mecC), 3/105 muestras positivas p A Yy MRCoONS (positivos para S.

aureus y mecA / mecC, pero negativos para SCCmec-orfX).

En conclusion, los resultados muestran una alta sensibilidad y especificidad par anStaphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Staphylococcus aureus sensible a meticilina (MSSA) ilococos coagulasa
negativos resistentes a meticilina utilizando VIASURE Methicillin-resistant Staphylococc o@feol Time PCR

Detection Kit.

12.2. Sensibilidad analitica

VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit tiene un limite de dete€cid
2100 copias de DNA por reaccidn para S. aureus (genes SA442 / CoA), 250 copias de DNA por reaccién

genes mecA / mecC y 210 copias de DNA por reaccién para SCCmec-orfX junction. (Figura 3, 4y 5).
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Figura 3. Diluciones seriadas de S. aureus (genes SA442/CoA) (107-10' copias/reaccién). Experimento realizado en el equipo Bio-Rad CFX96™
Real-Time PCR Detection System (Mezcla de reaccién MRSA 1: SAU + MEC A/C, canal FAM).
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Figura 5. Diluciones seriadas de SCCmec-orfX junction (107-10' copias/reaccion). Experimento realidyg
Time PCR Detection System (Mezcla de reaccién MRSA 2: ORFX, canal FAM).
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12.3. Especificidad analitica

La especificidad del ensayo de Methicillin-resistant Staphylococcus aureus fue confirmada probando un panel

compuesto por diferentes microorganismos resistentes a agentes antimicrobianos. No se detectaron reacciones
A cruzadas con casi ninguno de los siguientes microorganismos testados, excepto con los patdégenos diana que

etecta cada ensayo.

Prueba de reaccién cruzada

Aislodyoﬁo marcescens con el gen OXA-48 - | H. pylori resistente a Claritromicina (23S rRNA A2146G) -
Aislado Klebsiell eumonia con genes SHV-1 (non- o ) o
H. pylori resistente a Claritromicina (23S rRNA A2147G)
L) 4KPC-3 y OXA-48 - -
Aislado Klebsiell momia con genes TEM-1 (non-

Enterococcus avium tipo VanA
ESBL), SHV-1 (non-ES

Escherichia coli Enferococcus faecium cepa LMG16165 tipo VanA

Escherichia coli con genes TEM ] - Enterococcus faecium IOWA 1 fipo VanA -

Enterococcus faecium IOWA 2 tipo VanB

Enterobacter cloacae con genes TEM-1 {nongESBL], o
Enterococcus faecalis tipo VanA
SHV-12 (ESBL), CTX-M-15 (ESBL) y NDM-1 . ;

E. faecalis (Andrewes y Horder) Schleifer y Kilpper-Balz
Enterobacter cloacae-complex con gen NDM-7
fipo VanB -

erococcus gallinarum ENT20120142 tipos VanC y

Citrobacter braakii con gen VIM-1
- VanB -

. . . Entegfococcus gallinarum (Bridge y Sheath 1982)
Aislado Citrobacter freundii-complex con genes KPC-3

VM4 Collins, Jone$, Farrow, Kilpper-Balz y Schleifer 1984 VP
y -

- ipo VanC -

Tabla 7. Microorganismos patégenos de referencia utilizados en este estudio. &

12.4. Reactividad analitica

La reactividad de VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time P te€tion Kit para MRSA se
evalud frente a Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strain N315, MRSA seq ype 398, MRSA
strain (oxaR, PVL-positive, spa type t310), MRSA strain (oxaR, PVL-positive, spa type 1008), SANstrain (oxaR, PVL-
neg), MRSA spa type 1002, MRSA spa type 1020, MRSA spa type 1127, MRSA spa type 14545, MRSA (mecC, spa type

t7734), mostrando un resultado positivo.

La reactividad de VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit par
MR-CoNS se evalud frente a: S. aureus + S. epidermidis (oxaR, PVL-pos); and MSSA ATCC 29213 (Staphyloc
aureus subsp. aureus Rosenbach) + MRCoNS 634 (Meticillin-Resistant Coagulase-Negative Staphylococci 63

mostrando un resultado positivo.

La reactividad de VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit para MR-CoNS$
se evalud frente a MRCoNS 634 (Meticillin-Resistant Coagulase-Negative Staphylococci 634), mostrando un

resultado positivo.
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La reactividad de VIASURE Methicillin-resistant Staphylococcus aureus Real Time PCR Detection Kit para MSSA se

evalud frente a MSSA (spa type t177), mostrando un resultado positivo.
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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 termocicladores equipados con un bloque de perfil bajo,

Tabla AWOCICLADORES CON BLOQUE DE BAJO PERFIL

Tabla A.2 TERMOCICLADORES CON BLOQUE DE PERFIL ALTO

Fabricante

Agilent Technologie

Applied Biosystems

Modelo

Fabricante

Modelo

riaMx/AriaDx Real-Time PCR System

Abbott

Abbott m2000 RealTime System

Real-Time PCR System (1)

Applied Biosystems

7300 Real-Time PCR System (5)

Applied Biosystems

Applied Biosystems

7500 Real-Time PCR System

Applied Biosystems

4
oI—Time PCR System (1)
i

QuantStudie 2K Flex 96-well Fast

Applied Biosystems

7900 HT Real-Time PCR System (5]

Applied Biosystems QuonTSTL‘ 96-well Fast Applied Biosystems ABI PRISM 7000 (¢

Applied Biosystems QuantStudio™ 6-well Fast Applied Biosystems ABI PRISM 7700 (5)

Applied Biosystems QuaniStudio™ 3 Fasgieg PCR Applied Biosystems QuantStudio™ 12K Flex 96-well
System ©)

heplecBiosysiems QUOhTSTUdiOTMS?/sFTZi;ReOI_T. o PeR Applied Biosystems Quanistudio™ 6 Flex 96-well

Applied Biosystems

StepOne Plus™ Real-Time PCR Syst (5)

Applied Biosystems

QuantStudio™ 7 Flex 96-well

Applied Biosystems

StepOne™ Real-Time PCR System |

)pplied Biosystems

QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (%)

Applied Biosystems

ViiA™ 7 Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems

QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System

BIONEER Exicycler™ 96 ViiA™ 7 Real-Time PCR System
Bio-Rad CFX96™/ CFX?éT.M IVD Real-Time PCR TOptical
Detection System
Bio-Rad Mini Opticon™ Real-Time PCR Detection GTOWER 2.0
System (¢
Cepheid SmartCycler® () BIONEER Exicycler™ 96
Qiagen Rotor-Gene® Qi) Bio-Rad / CFX96™ IVg/Zee?!]—Time PCR Detection
Roche LightCycler ®480 Real-Time PCR System (4 Bio-Rad 'QNReoI—Time PCR Detection System
Roche LightCycler ®76 Real-Time PCR System 4 Bio-Rad iCyc -Time PCR Detection System
Roche Cobas z480 Analyzer ) Bio-Rad MyiQ™ OM R Detection System (¢
Bio-Rad MyiQ™2 Redl imr.}»z Detection System €
Cepheid SmartCycler®@)

(1)Seleccionar Ramp Speed “Standard”.
(2)Ver Anexo 3 para la configuraciéon de los valores de

exposicion.

(3)El producto se debe reconstituir siguiendo el procedimiento
adecuado (ver Procedimiento del test) y fransvasar a los tubos
especificos Rotor-Gene® Q o SmartCycler®.

(4)Se necesita un soporte especial que ajuste con estos equipos
Roche de PCR a tiempo real.

(5)No lectura en canal CyS5.

(6)Lectura solo en canales FAM y HEX.

DNA-Technology

DTprime Real-time Detecti

DNA-Technology

DTlite Real-Time P

Eppendorf

Mastercycler™ep realplé

s/

Qiagen

Rotor-Gene® QR

Stratagene / Agilent
Technologies

\ J
Mx3000P™ Real Time PCR System

]
y =

Stratagene / Agilent
Technologies

Mx3005P™ Real Time PCR System

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 mds comunes.
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ANEXO 2

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

CANAL CANAL DE
VIASURE DETECCION OBSERVACIONES
FAM FAM Algunos pocillos pueden tener una deriva anormal de la fluorescencia durante
Bio-Rad C% HEX HEX los ciclos iniciales de la carrera, dando lugar a una linea ascendente no
ROX ROX sigmoidea. Si ve este efecto, en el menu Setting, seleccione la opcidén Apply
/ Cy5 Cy5 Fluorescence Drift Correction dentro de Baseline Settings para corregirlo.
FAM Opcidn del control pasivo ROX desactivada. Algunos pocillos pueden tener una
deriva anormal de la fluorescencia durante los ciclos iniciales de la carrerq,
ABI 7500 viC dando lugar a una linea ascendente no sigmoidea. Si ve este efecto, por favor
Applied Biosystems modifique la linea base (Baseline): Seleccione los valores para Start Cycle y End

ROX

Cy5

Cycle de forma que la linea base termine antes de comienzo la deteccién de
un aumento significativo de la fluorescencia.

FAM
Roche HEX Se requiere compensacién de color
Lightcycler®480l| ROX
Cy5
FAM Chonnel/
Smartcycler® HEX Channel 2
Cepheid ROX Channel 3
Cy5 Channel 4
FAM FAM
HEX VIC
Abbott m2000rt — e A
Cy5 CySs
Mx3000P™ FAM FAM
HEX VIC O ntrol pasivo ROX desactivada
Mx 3005P™
Stratagene ROX ROX
Cy5 Cy5
FAM FAM
AriaMx HEX HEX
Agilent ROX ROX
Cy5 Cy5s
FAM Green
Durante la configuracion de los canales (Ch elSetUp), presione el botdn
Rotor-Gene®Q HEX Yellow "Gain Optimisation" y después vaya a "Optimise A fing". La fluorescencia del
Qiagen apartado Target Sample Range tiene que estar entre 5y 10 Fl para cada canal.
ROX Orange Ademds, marque la opcién "Perform Optimisation Befor quisition
Cy5 Red
FAM Green En el menu "“Run Profile”, intfroduzca los par&dmetros correctos pdra ‘fTe
Mic Real Time PCR HEX Yellow Control” (Standard TAQ (v3)), Volume (20 ul) y el protocolo térmic
Cycler ROX Orange En la ventana “Cycling”, seleccione la opcién “Acquire on” para
bms canales haciendo click sobre ellos. Utilice los valores de “Gain” que apare
Cy5 Red por defecto para cada canal (Green = 3, Yellow = 10, Orange = 10, Red #10).
FAM FAM
Exicycler™ 96 HEX JOE
BIONEER ROX ROX
Cy5 Cy5

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

CONFIGURACION DE LOS VALORES DE EXPOSICION

0s pardmetros de exposicion de algunos termocicladores deben ajustarse para su adecuacién y correcto

cionamienfo con los test "VIASURE Real Time PCR Detection Kits". Este ensayo ha sido validado con los

es valores de exposicion:

-D prim?l-’rime Detection Thermal Cycler (DNA-Technology) y VIASURE 96 Real Time PCR System (CerTest
a

Biotec S.if): c AM -500*, canal HEX - 1000, canal ROX - 1000 y canal Cy5 -1000.

- DTlite Real-Tim
FAM -500, canal

tem (DNA-Technology) y VIASURE 48 Real Time PCR System (CerTest Biotec S.L.): canal
nal ROX - 500 y canal Cy5 - 500.

*Si el resulfado en el ca es el esperado, no hay amplificaciones o se observa elevado ruido de fondo,

por favor, baje los valores de icion indicados anteriormente hasta 150.

2
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e CFX™ and IQ5™ are registered tfrademarks of Bio-Rad Laboratories.
e ABI®, QuantStudio™, StepOnePlus™ and ViiA™ are registered trademarks of Thermo Fisher Scientific Inc.
e LightCycler®is a registered trademark of Roche.
e Mx3000P™, Mx3005™ and AriaMx are registered frademarks of Agilent Technologies.
A o Mastercycler™is a registered trademark of Eppendorf.
Rotor-Gene®Q is a registered tfrademark of Qiagen.

artCycler® is a registered frademark of Cepheid.
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