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Instrucciones de uso
ADL67Y1-PCV2_NO_(ES)_V03
06/2024

: Test para la deteccién del circovirus porcino de tipo 2 (Porcine CircoVirus 2) mediante amplificacién enzimdtica en

Para uso veterinario in viiro Gnicamente

Muestra Andlisis individual ‘ Andlisis en mezcla*, posible hasta
Suero v 5
Sangre v 5
Organos (pulmon, corazén, abortén) v 5

*depende de la calidad de la muestra y de la situacion epidemioldgica

Composicién del test

A6 Solucion de amplificacién

100 reacciones

1 frasco liofilizado (para reconstituir)

Tampdn de rehidratacion Solucién de rehidratacion

1 frasco de 6 mL
(reactivo listo para usar)

PCV2 CTL+ Control positivo circovirus porcino tipo 2

1 tubo con tapdn violeta (para reconstituir)

Agua NF Agua sin nucleasas

2 tubos con tapdn blanco de 1000 pL (reactivo listo para usar)

Historial de revisiones

Fecha | Versién | Modificaciones
04/2022 Vo1 Cambiar al formato simplificado (primera version)
11/2022 V02 Adaptacién del envase a 100 reacciones
06/2024 V03 Error en el titulo del control interno de la prueba en "§B Objectivo del test".

Nota: los cambios menores de tipografia, gramatica y formato no se incluyen en el historial de revisiones.
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A. Introduccién
Los agentes involucrados en la enfermedad del desmedro del lechon
y en el sindrome Dematitis y Nefropatia Porcino son virus ADN de la
familia circoviridae. Son los responsables de una de las principales
enfermedades que afectan la produccién porcina con un importante
impacto econémico a nivel mundial.

B. Obijetivo del test

El test ADIALYO™ PCV2 se basa en la amplificacion génica de
fragmentos de ADN especificos del PCV2. Detecta simultdneamente
en monocupula:

el circovirus porcino de tipo 2 (sonda marcada con FAM)
RNase P: Control interno de extraccion y amplificacion
especifico de un acido nucleico endégeno (sonda etiquetada
HEX o su equivalente).

El control positivo PCV2 CTL+ suministrado en el kit permite
cuantificar el circovirus porcino de tipo 2.

C. Condiciones de conservacion

Tras su recepcién, conservar el kit a +4/8 °C en un lugar seco.
Los reactivos reconstituidos se deben dividir en alicuotas y
conservar a una temperatura inferior a -15 °C hasta la fecha de
caducidad del kit.

Conservar protegido de la luz.

No descongelar mas de 3 veces.

D. Material y reactivo necesarios, pero no

suministrados

Reciclador térmico con su consumible para PCR en tiempo real.
Dispositivo de homogeneizacién para tubos.

Pipetas de 1 — 10 pL, 20 — 200 yL y 200 — 1000 pL.

Conectores sin nucleasas con filtros para micropipetas.
Microtubos sin nucleasas de 1,5 mLy 2 mL.

Guantes de latex o nitrilo sin polvo.

Agua sin nucleasas.

Kit de extraccién de acidos nucleicos.

E. Precauciones de uso y seguridad

Para uso veterinario in vitro Unicamente.

Para uso animal Unicamente.

Para uso profesional Gnicamente.

Leer el protocolo en su totalidad antes de empezar y seguirlo
escrupulosamente.

No utilizar los reactivos después de la fecha de caducidad del
kit.

No utilizar los reactivos si el embalaje esta deteriorado.

No mezclar reactivos de diferentes lotes.

No abrir los tubos PCR tras la amplificacion.

Elimine el material usado de acuerdo con la legislaciéon vigente
sobre proteccién del medio ambiente y gestion de residuos
bioldgicos.

Esta caja contiene componentes de origen animal. Conocer el
origen o el estado sanitario de los animales no puede garantizar
de forma absoluta que estos productos no contengan ningun
agente patdgeno transmisible, por lo que se recomienda
manipularlos con las precauciones de uso relativas a los
productos potencialmente infecciosos (no ingerir; no inhalar).

F. Extraccidn de dcidos nucleicos
1. Kits de extraccién

Los ADN se deben extraer de las muestras antes de utilizar el kit. Bio-
X Diagnostics recomienda los kits de extraccién de ADN/ARN que se
detallan a continuacion:

Tecnologia de

Nombre del producto ‘ Ndmero de tests y referencia

extraccion
Esferas 200 tests : ref. NADIOO3
ADIAMAG magnéticas 800 tests : ref. NADIOO3-XL

QlAamp® DNA Mini | Columna de | 50 tests: ref. 51304

Kit silicio 250 tests: ref. 51306

Columna de | 50 tests: ref. 740952.50

silicio 250 tests: ref. 740952.250
Para la extraccion, consulte la versién de las instrucciones disponibles
en el sitio web, indicada en el certificado de andlisis incluido en el kit de
PCR utilizado.

NucleoSpin® Tissue

Se pueden utilizar otros kits de extraccion una vez que hayan sido
validados por el usuario.

Tras la extraccion, los acidos nucleicos extraidos se pueden conservar
en hielo 0 a +2/8 °C durante 24 horas o hasta su utilizaciéon. Para
prolongar la conservacion, se deberdn conservar a una temperatura
inferior a -15 °C 0 -65 °C.

2. Testigos para incluir

El uso de controles permite comprobar la fiabilidad de los resultados.
Los controles se incluyen por serie de andlisis segun las
recomendaciones definidas por las normas vigentes (Cf. AFNOR U47-
600...).

Control

Control reactivo

Validacién de

ausencia de
contaminacién para la

Procedimiento

5 pL Agua NF en un
pozo por ejecucion de

(NTC) amplificacion PCR
PCV2 CTL+ e, 5 pL CTL+ para cada
I amplificacion de la
(Dilucién puro a cepa diana de PCV2 punto de rango en un
1/10 000) P y pozo por ejecucion de

rango de referencia PCR

Ausencia de

Control negativo | contaminacion para la
de extraccion extraccion y la

amplificacion

1 extraccion (agua o
tampon de lisis) por
serie de extraccion

1 extraccion (Muestra
positiva entre 1y 100x
LDwmétodo) por serie de
extraccion

Control positivo
de extraccion

Fases de extracciony
de amplificacién

G. Procedimiento

1. Preparacién de la solucién de amplificacién
A6

Afadir 1000 pL de «Solucion de rehidrataciéon» por tubo de
A6.

Homogeneizar el tubo mediante un agitador de tipo vértex >
20 segundos.

Tras la reconstitucién, dividir en alicuotas y conservar la solucién
a una temperatura inferior a -15 °C hasta la fecha de caducidad
del kit. No descongelar mas de 3 veces.

Para informacién sobre la utilizacién, consultar el apartado
«Amplificacién», paso 1.

2. Preparacién de los controles

Afadir 200 pL de «Agua NF» por tubo.

Homogeneizar el tubo con un agitador tipo vértex > 20

segundos, hasta la disoluciéon completa del residuo azul.

Tras la reconstitucion, dividir en alicuotas la soluciéon y

conservarla a una temperatura inferior a -15 °C hasta la fecha

de caducidad del kit. No descongelar mas de 3 veces.

Para informacion sobre la utilizacién del PCV2 CTL+ :

- consultar el apartado «Amplificacién», paso 1.

- Para el analisis PCR cuantitativo, preparar, antes de la
utilizacion, un rango de referencia con agua sin nucleasas:




Dilucién | Concentracién (copias/PCR) del PCV2 CTL+

puro 5.10°
1/10 5.10*
1/100 5.10°
1/1000 5.10°
1/10000 5.10"

Se utilizaran 5 pL de cada dilucion «PCV2 CTL+» por ensayo (§
«Amplificacion», paso 2).

3. Amplificacién

Atencion:

e Antes de empezar, descongelar los reactivos a temperatura
ambiente y protegidos de la luz.

e Homogeneizar todos los reactivos y las muestras antes de su
utilizacion.

e Tras la distribucién, volver a refrigerar los reactivos a una
temperatura inferior a -15 °C.

e Los acidos nucleicos extraidos se conservan a +2/8 °C durante 24
horas, y después, a una temperatura inferior a -15 °C.

Paso 1 : Reparto de 10 pL de reactivos de amplificacion A6.

Paso 2 : Reparto de 5 pL de los acidos nucleicos extraidos de las
muestras y 5 pL de los controles en cada pocillo asignado.

Utilice 10 uL de Agua NF para el control reactivo.

Paso 3 : Cerrar los pocillos con un film o pinzas adaptadas.

Paso 4 : Iniciar el analisis PCR.

El programa siguiente ha sido desarrollado para los dispositivos ABI
Prism (tipo 7500, QuantiStudio5, Step-one...) de Applied Biosystems,
para los Mx3000 y Mx3005P, AriaMx de Agilent, los LightCycleur de
Roche Diagnostics, el CFX96 y Chromo 4 de Biorad, para el MIC de
BioMolecular System y el Rotorgene de Qiagen.

Programa ARN/ADN

10 min. 45 °C
2 min. 95 °C

5 seg. 95 °C
30 seg. 60 °C*

*Lectura y parametros para la adquisicion de la fluorescencia:
Fluorocromo | Absorbancia (nm) | Emisién (nm)

40 ciclos

FAM 494 520
HEX o equivalente 538 554
ROX 575 602

Nota: El Quencher no es fluorescente. La mezcla contiene una
referencia pasiva ROX para los dispositivos ABI.

Péngase en contacto con su representante comercial o el servicio al
cliente para otros modelos de reciclador térmico.

H. Lectura e interpretacién de los

resultados
1. Vadlidacién e interpretacién de los resultados
cudlitativos

Genere todas las curvas y sitle la linea de umbral para cada
fluorocromo.

a. Validacién del ensayo
La amplificacién es valida si se obtienen los siguientes resultados.
Los valores indicativos del Ct (ciclo umbral) alcanzados por el CTL+ se
indican en el certificado de analisis del kit.

Amplificacién

HEX o Validacién de
equivalente
Ausencia de
Control No No contaminacién para
reactivo (NTC) . p
la amplificacién
. Amplificacion de la
PCV2 CTL+ S No .
' cepa diana de PCV2
Control Ausencia de
negativo de No No contaminacién para
extraccion la extraccién
Control .
o . . Fases de extraccion
positivo de Si Si/No e
L y de amplificacion
extraccion
b. Interpretacién de los resultados

La extraccion de los acidos nucleicos y la amplificacion son validos
para cada una de las muestras si se observa al menos una curva de
amplificacion caracteristica en FAM o HEX o equivalente.

Amplificacién Interpretacién

HEX o
equivalente

No No No detectado
Si Si/ No Detectado
No No No detectado

«No determinado»: ausencia de curva de amplificacion caracteristica.
Causas posibles:

- PCR defectuosa (presencia de inhibidores, error de
programa, ausencia de muestra o muestra demasiado
degradada) y/o

- Deficiencia en la extraccion de los acidos nucleicos
(pérdida o destruccién de los acidos nucleicos).

Acciones recomendadas:

- Volver a hacer la PCR con el extracto de los acidos
nucleicos puro y diluido al 1/10 en agua sin nucleasas.

- Volver a hacer la extraccion de los acidos nucleicos si el
test continla sin ser valido o solicitar otra muestra.

2. Vadlidacién e interpretacién de los resultados
cuantitativos

a. Rango de referencia

Amplificacién

Validacién
(copias/PCR) HEX o de
equivalente

Dilucién Concentraciéon
PCV2 CTL+

Puro 5.10° Si No amplificacion
1/10 5.10* Si No de la cepa
1/100 5.10° Si No diana de
1/1000 5.102 Si No PCv2
y de la recta
1/10000 5.10 Si No de
calibracién

Para la interpretacion cuantitativa de los resultados, establecer una
recta de calibracion (nimero de ciclos = f (concentracion logaritmica),
calcular la ecuacion de la recta (y = ax + b) y comprobar la eficacia
de la PCR (E£f% = (10(%) — 1) x 100)
La recta de calibracién es valida si:
Los 5 puntos del rango estan amplificados. No obstante, se
podra eliminar un punto del rango si dicho punto no es uno de
los 2 extremos.
El coeficiente de correlacion R? es mayor que 0,9.
La eficacia se encuentra entre el 75 % y el 125 %.
El reparto de los puntos es homogéneo.




b. Interpretacién de la cuantificacién

La cuantificacion de una muestra positiva solo es posible en el dmbito
de la cuantificacién del método utilizado (véase dosier de validacion).
Amplificacién | Estado de la muestra para PCV2 ‘
Negativo

Ninguna sefal P .
9 Acido nucleico no detectado

Tabla de simbolos

Positivo
Acido nucleico detectado en
cantidad inferior a LCwmeropo

Sefal < LCwmeropo

Positivo

Acido nucleico cuantificable
Positivo

Acido nucleico detectado en

LCwmertopo < sefial < LCrmax.

Sefal > LCmax

Simbolo

Significado

Referencia del catélogo

Fabricante

Limite superior de temperatura

el k]

Utilizar hasta

|_
o
=

Codigo del lote

cantidad superior a LCmx.

Si la muestra es «cuantificable», la concentracién de PCV2 se
determina mediante la ecuacion del rango de referencia:

x = 10(¥) X F

Donde  x: concentracion en PCV2 (copias/PCR)
y: valor de Ct en FAM de la muestra positiva a cuantificar
b: ordenada de origen de la recta
a: pendiente de la recta
F: factor multiplicador

El factor multiplicador se determina segun la matriz de la muestra y el
método de extraccion.

Ejemplo de factor multiplicador tras la utilizacién del kit de extraccion
ADIAMAG segun las instrucciones NFKF:

Matriz | Factor multiplicador (F) | Unidad ‘
Suero/Sangre 200 copias/mL
Tejido 10 copias/ mg

Consultar las instrucciones de uso

Contenido suficiente para «n» tests

A << &

Para uso veterinario in vitro Unicamente —
Para uso animal Unicamente

FaN Conservar protegido de la luz
J‘ Conservar en un lugar seco




Notes

1 | Extraer los acidos nucleicos con

Escanearme para
descubrir Adiamag™

Afiadir 1000 pL de Rehydration buffer
al solucion de amplificacion A6

2
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CTL+ Water e¥
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Sellar los pozos
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Iniciar el analisis PCR
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encia

Umbral
Ct

| Intensidad de flusresc

Wimero de ciclos i _ )
*Las notas no sustituyen a las instrucciones

de uso de las gue son una sintesis.

Contact us

¥ support.pcr@biox.com

& www.biox.com & +32(0)84322377
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