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Sepsis Flow Chip Kit

Deteccion de bacterias, hongos y
marcadores de resistencia a antibioticos
mediante PCR multiple e hibridacion
reversa

para todas las plataformas hybriSpot

Compatible con la version 2.2.0 de hybriSoft HSHS.
Para compatibilidad con otras versiones por favor consulte con el fabricante / distribuidor.

VERSION ACTUALIZADA HASTA SEPTIEMBRE DE 2022, POR FAVOR CONSULTAR EN LA PAGINA DE VITRO POR POSIBLES
ACTUALIZACIONES :
https://www.vitro.bio/DocumentosNAVVitro/MAD/MAD-003936M%20HS12a%20FT%20ES %202022-01-04.pdf

Ref. MAD-003936M-HS12-24 \I/ 24 determinaciones

Ref. MAD-003936M-HS12-48 48 determinaciones
Ref. MAD-003936M-HS24-24 24 determinaciones
Ref. MAD-003936M-HS24-48 48 determinaciones

Para uso exclusivo en diagndstico in vitro
Directiva 98/79/CE e I1SO 18113-2
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1  USO PREVISTO

Sepsis Flow Chip es un kit de diagndstico in vitro de infecciones nosocomiales en humanos basado en PCR
multiplex e hibridacién reversa para la deteccidn simultdnea de bacterias, hongos y los principales genes
de resistencia a antibidticos en un Unico ensayo. El sistema Sepsis Flow Chip permite la deteccién
simultanea de alrededor de 36 especies bacterianas (Staphylococcus Coagulasa-Negativa, Staphylococcus
aureus, Streptococcus spp., Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes,
Listeria monocytogenes, Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Neisseria
meningitidis, Stenotrophomonas maltophilia, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,
especies de Enterobacteriaceae y Proteus spp./Morganella), varias especies de hongos (Candida albicans 'y
Candida spp.) y 20 marcadores de resistencia a antibioticos. Con respecto a estos, el kit detecta un gen
asociado a resistencia a meticilina (mecA), dos genes que confieren resistencia a vancomicina (vanA vy
vanB), dos genes asociados a resistencia frente a antibidticos B-lactdmicos (blaSHV y blaCTX-M de amplio
espectro) y quince genes que confieren resistencia a carbapenemos (kpc alelo: 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,22 y 23, sme alelo: 1, 2, 3,4y 5, nmc/imi alelo: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8
y9, gesalelo: 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25y 26, vim
alelo: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,41, 42,43, 44,45y 46, gim alelo: 1y 2, spm, ndm alelo: 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 15y 16, sim, imp3, 15, 19_like alelo: 1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 15, 19, 20, 21, 24,
25, 28, 29, 30, 40, 41, 42 y 47, oxa23_like alelo: 23, 27, 49, 73, 133, 146, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171
y 225, oxa24_like alelo: 24, 25, 26, 40, 72, 139 y 160, oxa48_like alelo: 48, 162, 163 y 181, oxa51_like alelo:
51, 60, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 82, 83, 84, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 98, 99, 106,
107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 115, 116, 117, 128, 130, 131, 132, 138, 144, 148, 149, 150, 172, 173,
174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 195, 196, 197, 194, 200, 201, 202, 203, 206, 208 y 223, oxa58_like alelo:
58, 96, 97 y 164). El método se basa en la amplificacion de dianas de ADN con dos reacciones de PCR
multiplex y la posterior hibridacidn reversa sobre una membrana que contiene sondas especificas.
Organismo ‘ DIETGE] ‘

Staphylococcus Coagulasa-Negativa | 16S rDNA
Staphylococcus aureus nuc

Streptococcus spp. 16S rDNA
Streptococcus pneumoniae cpsA
Streptococcus agalactiae 16S rDNA
Streptococcus pyogenes 16S rDNA

Listeria monocytogenes 16S rDNA
Enterococcus spp. 16S rDNA
Pseudomonas aeruginosa ecfX
Acinetobacter baumannii 16S rDNA
Neisseria meningitidis 16S rDNA
Stenotrophomonas maltophilia 16S rDNA
Escherichia coli 16S rDNA
Klebsiella pneumoniae khe

Serratia marcescens 16S rDNA
Enterobacteriaceae 16S rDNA

Proteus spp./Morganella 16S rDNA
Candida spp. 18S-5.8S ITS rDNA
Candida albicans 18S-5.8S ITS rDNA

Tabla 1: Genes diana usados para la amplificacion de bacterias y hongos.

Estado Microbioldgico: Producto no estéril.
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2 PRINCIPIO DEL METODO

El kit Sepsis Flow Chip se basa en una metodologia que consiste en la amplificacion simultanea de al
menos 36 especies bacterianas y varias especies fungicas, ademds de veinte marcadores de resistencia
mediante PCR multiple seguida de hibridacién en membrana con sondas de ADN especificas mediante la
tecnologia DNA-Flow para plataformas hybriSpot, tanto automatica como manual. Los amplicones
biotinilados generados tras la PCR se hibridan en membranas que contienen un array de sondas
especificas para cada patdgeno y marcador de resistencia, asi como sondas de control de amplificacion e
hibridacidn. La tecnologia DNA-Flow permite una unién muy rapida entre el producto de PCR y su sonda
especifica en un ambiente tridimensional poroso en contraste con la hibridacién en superficie
convencional. Una vez producida la unidn entre los amplicones especificos y sus sondas correspondientes,
la sefial se visualiza mediante una reaccién inmunoenzimatica colorimétrica con Estreptavidina-Fosfatasa y
un cromégeno (NBT-BCIP) que genera precipitados insolubles en la membrana en aquellas posiciones en
las que ha habido hibridacién. Los resultados son analizados automaticamente con el software hybriSoft.

3 COMPONENTES

El kit Sepsis Flow Chip se comercializa bajo dos formatos principales atendiendo al tipo de plataforma de
hibridacidon que se vaya a emplear para el analisis de las muestras clinicas. Ambos formatos proporcionan
todos los reactivos necesarios para la amplificacién por PCR multiple y posterior hibridacién de 24 o 48
muestras clinicas. Cada formato de kit cuenta con los siguientes componentes y referencias:

3.1 Reactivos para PCR multiple
- 24 test (MAD-003936M-P-HS-24):

Nombre Formato Color de tubo Color de Mix Referencia
Mix 1 Multiplex PCR 3 strips x 8 tubes Incoloro Rosado MAD-003936M-MIX1-HS
Mix 2 Multiplex PCR 3 strips x 8 tubes Incoloro Blanco MAD-003936M-MIX2-HS

Tabla 2: Reactivos suministrados en kits de 24 test para hacer la PCR mdltiple (Manual y Auto).

- 48 test (MAD-003936M-P-HS-48):

Nombre Formato Color de tubo Color de Mix LEEENE
Mix 1 Multiplex PCR 6 strips x 8 tubes Incoloro Rosado MAD-003936M-MIX1-HS
Mix 2 Multiplex PCR 6 strips x 8 tubes Incoloro Blanco MAD-003936M-MIX2-HS

Tabla 3: Reactivos suministrados en kits de 48 test para hacer la PCR mdltiple (Manual y Auto).

- Ambas presentaciones incluyen agua bidestilada libre de DNasa/RNasa para manipulacion de
muestras clinicas: RNASE/DNASE-FREE DISTILLED WATER; Ref: MAD-DDW; Vol 60,mL. Se incluye
un vial para la presentacion de 24 tests y dos viales para la presentacién de 48 tests.

o Sepsis Flow Chip kit (PCR Reagents): se comercializa en un formato de tiras de 8 tubos de 0,2 ml
gue contienen los reactivos liofilizados correspondientes a dos mixes de PCR — Mix 1y Mix 2.

- Los tubos correspondientes a la Mix 1 (incoloros) se disponen en un formato de esfera liofilizada
en color rosado cuyos componentes son: tampon de PCR, MgCl,, dNTPs (U/T), agua libre de
DNAsas y RNAsas, cebadores biotinilados y sin biotinilar, Hot Start Polymerase, Uracil DNA
Glycosylase y Amaranth dye. Los cebadores que se incluyen son los especificos para la
amplificacion de al menos 36 especies bacterianas (Staphylococcus Coagulasa-Negativa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes, Enterococcus spp., Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Neisseria meningitidis, Stenotrophomonas maltophilia, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens especies de Enterobacteriaceae y Proteus/Morganella
spp.), varias especies de hongos (Candida albicans y Candida spp.), un gen asociado a resistencia a
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meticilina (mecA), dos genes que confieren resistencia a vancomicina (vanA y vanB) y dos genes
asociados a resistencia frente a antibidticos B-lactamicos (blaSHV y blaCTX-M de amplio espectro).
Ademas, incluye los cebadores para amplificar un fragmento de DNA gendmico humano usado
como control interno.

- Los tubos correspondientes a la Mix 2 (incoloros) se disponen en un formato de esfera liofilizada
en color blanco cuyos componentes son: tampén de PCR, MgCl2, dNTPs (U/T), agua libre de
DNAsas y RNAsas, cebadores biotinilados y sin biotinilar, Hot Start Polymerase y Uracil DNA
Glycosylase. Los cebadores que se incluyen son los especificos para la amplificacién de quince
genes que confieren resistencia a carbapenemos (kpc, sme, nmc/imi, ges, vim, gim, spm, ndm,
sim, imp, oxa23_like, oxa24_like, oxa48_like, oxa51_like y oxa58_like). Ademas, incluye un ADN
sintético exdgeno, usado como control exdégeno de amplificacidn, y cebadores especificos para
amplificarlo.

3.2  Reactivos para hibridacién reversa

- 24 test:
» (MAD-003936M-H-HS12-24):

Nombre | Formato Referencia

Hybridization Solution (Reagent A) 40 ml MAD-003930MA-HS12-24
Blocking Solution (Reagent B) 10 ml MAD-003930MB-HS12-24
Streptavidin-Alkaline Phosphatase (Reagent C) 10 ml MAD-003930MC-HS12-24
Washing Buffer | (Reagent D) 35 ml MAD-003930MD-HS12-24
Regent E 10 ml MAD-003930ME

Washing Buffer Il (Reagent F) 18 ml MAD-003930MF-HS12-24
Sepsis Chip (HS) 24 unidades MAD-003936M-CH-HS-24

Tabla 4: Reactivos suministrados en kit de 24 test para realizar la hibridacidn (hybriSpot 12).
» (MAD-003936M-H-HS24-24):

Nombre | Formato Referencia

Hybridization Solution (Reagent A) 60 ml MAD-003930MA-HS24-24
Blocking Solution (Reagent B) 10 ml MAD-003930MB-HS24-24
Streptavidin-Alkaline Phosphatase (Reagent C) 10 ml MAD-003930MC-HS24-24
Washing Buffer | (Reagent D) 35 ml MAD-003930MD-HS24-24
Reagent E 10 ml MAD-003930ME-HS24
Sepsis Chip (HS) 24 unidades MAD-003936M-CH-HS-24

Tabla 5: Reactivos suministrados en kit de 24 test para realizar la hibridacidn (Auto: hybriSpot 24 e hybriSpot 12 PCR AUTO).

- 48 test:
» (MAD-003936M-H-HS12-48):

Nombre \ Formato Referencia

Hybridization Solution (Reagent A) 80 ml MAD-003930MA-HS12-48
Blocking Solution (Reagent B) 18 ml MAD-003930MB-HS12-48
Streptavidin-Alkaline Phosphatase (Reagent C) 18 ml MAD-003930MC-HS12-48
Washing Buffer | (Reagent D) 70 ml MAD-003930MD-HS12-48
Reagent E 18 ml MAD-003930ME-HS12-48
Washing Buffer Il (Reagent F) 35 ml MAD-003930MF-HS12-48
Sepsis Chip (HS) 2 x 24 unidades MAD-003936M-CH-HS-24

Tabla 6: Reactivos suministrados en kit de 48 test para realizar la hibridacidn (hybriSpot 12).

» (MAD-003936M-H-HS24-48):

Nombre | Formato Referencia

Hybridization Solution (Reagent A) 115 ml MAD-003930MA-HS24-48
Blocking Solution (Reagent B) 18 ml MAD-003930MB-HS24-48
Streptavidin-Alkaline Phosphatase (Reagent C) 18 ml MAD-003930MC-HS24-48
Washing Buffer | (Reagent D) 70 ml MAD-003930MD-HS24-48
Reagent E 18 ml MAD-003930ME-HS24-48
Sepsis Chip (HS) 2 x 24 unidades MAD-003936M-CH-HS-24

Tabla 7: Reactivos suministrados en kit de 48 test para realizar la hibridacidn (Auto: hybriSpot 24 e hybriSpot 12 PCR AUTO).
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e Sepsis Chip: El kit incluye un total de 24, 48 Chips o membranas (ref: MAD-003936M-CH-HS-24)
qgue contienen un array de sondas DNA especificas para cada de las dianas incluidos en el analisis,
asi como otras correspondientes a los controles de amplificacidon incorporados en este kit. La
disposicion de todas ellas sobre el Chip se puede consultar en el apartado 11 de este manual
(INTERPRETACION DE RESULTADOS).

e Flow Chip Hybridization Reagents: contiene todos los reactivos necesarios para el proceso de
hibridacidn reversa por Flow-Through.

4 MATERIAL ADICIONAL REQUERIDO NO SUMINISTRADO

4.1 Reactivos y materiales

A. Reactivos comunes para plataformas tanto manual como automatica:
e Guantes desechables.
e Tubos de 0,2/0,5 ml/1.5 ml libres de DNasa/RNasa.
e Puntas de pipeta con filtro libres de DNasa/RNasa.

B. Reactivos especifico (Auto, ref: MAD-003936M-HS24):
e Washing Reagent (ref: MAD-003930WSH).

4.2 Equipamiento

A. Equipamiento comuin para para plataformas tanto manual como automatica:
o Microcentrifuga.
e Micropipetas automaticas: P1000, P200, P20 y P2.
e Software hybriSoft.

B. Equipamiento especifico:
e Con Sepsis Flow Chip kit (Manual) (ref: MAD-003936M-HS12)
o Termociclador.
o Bloque térmico para calentar tubos de PCR (puede ser sustituido por un
termociclador).
o Placa de frio (4 °C).
o Equipo manual para hibridacién hybriSpot 12 (VIT-HS12).
o Bafio termostatizado/estufa.
o Con Sepsis Flow Chip kit (Auto: hybriSpot 24 e hybriSpot 12 PCR AUTO) (ref: MAD-003936M-
HS24)
o Equipo automatico para hibridacion hybriSpot 24 (VIT-HS24) o hybriSpot 12
PCR AUTO (VIT-HS12a).
Termociclador (no necesario para hybriSpot 12 PCR AUTO).
Bloque térmico para calentar tubos de PCR (no necesario para hybriSpot 12
PCR AUTO).
o Placa de frio (4 °C).
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4.3

Material adicional opcional

e Para la manipulacién de muestras clinicas es posible el uso del producto Transport and
Dilution Medium (TDM) (Ref: MAD-003930TDM). El protocolo de trabajo, en funcién del tipo
de muestra de partida, se indica en el apartado 7. Preparacion de la muestra.

5 CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Sepsis Flow Chip kit consta de dos componentes que se suministran en cajas separadas:

e Reactivos de PCR multiple en formato liofilizado: Envio a 2-8 °C*. Una vez recibido se deben conservar

almacenados a 2-8 °C, siendo estables hasta la fecha de caducidad especificada. Los reactivos de PCR

deben ser conservados en zonas libres de contaminacién por ADN o productos de PCR. Una vez abierto

el envase que contiene la tira de tubos, conservar los tubos sobrantes hasta un maximo de una

semana a 2-8 °C en el embalaje original.

Reactivos para hibridacidn: Enviados y almacenados entre 2-8 °C*. No congelar. Los reactivos y los

Chips se deben conservar almacenados a 2-8 °C, siendo estables hasta la fecha de caducidad
especificada. Consideraciones previas sobre los reactivos de hibridacion:

e El reactivo A de hibridacién debe ser precalentado en un bafio termostatizado o estufa (sélo
antes de usar en equipo manual) a 51 °C previo a su uso.

e Elresto de los reactivos de hibridacion deben ser usados a temperatura ambiente (15-25 °C).

Consideraciones previas sobre los chips:

e Una vez abierto el envase que contiene los chips, mantener esponja y desecante en su interior
hasta fin de uso para asegurar una correcta conservacién de las membranas.

*Se incluye un indicador de temperatura con el embalaje para controlar las condiciones durante el envio. En caso de

gue la cadena de frio se rompa se recomienda contactar con el fabricante antes de utilizar los reactivos.

6 ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Lea las instrucciones de uso antes de utilizar este producto.

Las precauciones de seguridad y eliminacidn de residuos vienen descritas en la Ficha de Datos de
Seguridad de este producto. Este producto esta destinado Unicamente para uso profesional en un
laboratorio, y no como farmaco, para uso doméstico ni otros fines. La version actual de la ficha de
seguridad de este producto se puede descargar del sitio web www.vitro.bio o puede solicitarse a
regulatory@vitro.bio.

Sepsis Flow Chip kit utiliza como material de partida acidos nucleicos previamente extraidos y
purificados, colonias bacterianas, o bien muestras clinicas que requieren de una manipulacién
previa para su analisis. Se proporcionan protocolos de manipulacién de los distintos tipos de
muestras clinicas cuyo procesamiento ha sido validado con este kit (ver apartado 7).
Consideraciones generales para evitar la contaminacién con producto de PCR:

La mayor fuente de contaminacion suele ser el propio producto de PCR amplificado, por lo cual es
recomendable llevar a cabo la manipulacidn de los productos amplificados en una zona diferente a
donde se realiza la reaccidon de PCR. Es recomendable trabajar en areas diferenciadas de pre- y
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RESIDUOS POTENCIALES GENERADOS  CODIGO

TRAS EL USO DE ESTE PRODUCTO ELW*
1. Basura/Residuos generados a “Residuos acuosos liquidos que contienen sustancias
partir de los reactivos de hibridacion peligrosas” después de afiadir un 10% del volumen total
2. Desecho de Residuos liquidos 161001 de un agente desinfectante. Si la desinfeccion no es
(“Residuos” en los equipos manuales llevada a cabo, estos residuos deben considerarse como
y automaticos) “residuos cuyo almacenamiento y eliminacién es sometida

post-PCR en donde se realice la manipulacién del ADN problema y preparacién de tubos de PCR
(pre-PCR) y la manipulacion e hibridacidon de los productos amplificados (post-PCR). Estas areas
deben estar separadas fisicamente y debe emplearse distinto material de laboratorio (batas,
pipetas, puntas, etc.) para evitar la contaminacién de las muestras con el ADN amplificado, lo que
podria conducir a falsos diagndsticos positivos. El flujo de trabajo debe ir siempre en una Unica
direccién, desde la zona de pre-PCR hasta la zona de post-PCR y nunca en direccién opuesta. Se
debe evitar el flujo de material y personal desde la zona post-PCR a la zona pre-PCR. Ademas, a fin
de evitar la contaminacion con productos de PCR previos, se incluye en el kit la enzima uracil-DNA
glycosylase, que degrada productos de PCR que contengan dUTP. Se recomienda incluir controles
negativos de amplificacidn que contengan todos los reactivos manejados en el kit, desde la
extraccién hasta la amplificacién, con excepcién de la muestra de ADN, con objeto de detectar y
controlar cualquier posible contaminacién de los reactivos con muestras problema o con
productos amplificados. La hibridacion en membrana de este control debe ser negativa,
marcandose solo el control de hibridacidn y el control exdgeno de amplificacion. De este modo se
comprueba que no existe contaminacion de ADN de pacientes y/o de ADN amplificado en la zona
de pre-PCR.

Precaucion: el empleo de d6xido de etileno para la preparacién de muestras clinicas y/o la mezcla
de PCR podria interferir en el correcto desarrollo de la reaccidon de PCR. Se recomienda evitar el
uso de este compuesto para tales fines.

Eliminacién de residuos: La manipulacién de residuos generada por el uso de los productos
comercializados por Vitro S.A., debe realizarse de acuerdo con la legislacién vigente en el pais en
el que estos productos sean usados. Como referencia, la siguiente tabla indica la clasificacién de
los residuos generados por este kit de acuerdo con la legislacién europea, especificamente de
acuerdo con la decision de la comision europea del 18 de diciembre de 2014 enmienda de la
decision 2000/532/CE sobre la lista de residuos conforme a la directiva 2008/98/CE del
parlamento europeo y del consejo:

TIPO DE RESIDUO DE ACUERDO A ELW

a requisitos especiales a fin de prevenir infeccion”

3. Chips empleados

4. Material perecedero (tubos,
puntas, papel de aluminio, etc.)
5. Cualquier elemento que haya

“Residuos cuyo almacenamiento y eliminacién es
180103 | sometida a requisitos especiales a fin de prevenir

infeccion”
estado en contacto con ADN
6. Contenedor para reactivos usados
clasificados como peligrosos (de . “Envases que contienen residuos o contaminados por
acuerdo a la Ficha de Datos de sustancias peligrosas”

Seguridad)

Tabla 8: Clasificacion de residuos generados por este kit de acuerdo con la legislacion europea. *ELW: Acrénimo del inglés

wl

European Legislation of Waste.
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Nota: Esta clasificacion se incluye como pauta general de actuacion, estando bajo la responsabilidad final del
usuario el cumplimiento de todas las regulaciones locales, regionales y nacionales sobre la eliminacién de este tipo
de materiales.

7 PREPARACION DE LA MUESTRA

7.1 Hemocultivos

El kit Sepsis Flow Chip ha sido disefiado y validado para su uso en PCR directa con muestras de
hemocultivos diluidas. La dilucion recomendada de forma rutinaria para procesar hemocultivos de adultos
es 1:100.
Procedimiento:
7.1.1 Agitar bien el frasco de hemocultivo hasta obtener una mezcla homogénea, tomar un
volumen de 100 ul y pasar a un tubo eppendorf.
7.1.2 Diluir el hemocultivo en agua bidestilada libre de DNasa/RNasa en un volumen final de 1 ml:
- 1:100: 10 pl de hemocultivo + 990 pl de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa, agitar en
vortex.
7.1.3 Usar 30 ul de muestra para la Mix1 de PCR y otros 30 pl para la Mix2 de PCR, previamente
homogeneizada.

7.1.4 Realizar la amplificacion siguiendo las instrucciones descritas en el apartado 8.1.

Si se observara inhibicion de la PCR se recomienda repetir usando como muestra de partida una diluciéon
1:1000 del hemocultivo diluido previamente (100 pl de hemocultivo dil:100 + 900 ul de agua bidestilada
libre de DNasa/RNasa, agitar en vortex). Usar 30 ul de muestra para la Mix1 de PCR y otros 30 pul para la
Mix2 de PCR, previamente homogeneizada.

Cuando se trabaja con hemocultivos pediatricos la dilucién recomendada de forma rutinaria es 1:1000
7.1.5 Agitar bien el frasco de hemocultivo hasta obtener una mezcla homogénea, tomar un
volumen de 100 pl y pasar a un tubo eppendorf.
7.1.6 Diluir el hemocultivo 1:100 en agua bidestilada libre de DNasa/RNasa en un volumen final
de 1 ml:

- 1:100: 10 pl de hemocultivo + 990 ul de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa, agitar
en vortex.

7.1.7 Diluir 1:10 el hemocultivo anteriormente diluido 1:100 en agua bidestilada libre de
DNasa/RNasa en un volumen final de 1 ml:

- 1:10: 100 pl de hemocultivo 1:100 + 900 ul de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa,
agitar en vortex.

7.1.8 Usar 30 pul de muestra para la Mix1 de PCR y otros 30 pl para la Mix2 de PCR, previamente
homogeneizada.

NOTA: Si los hemocultivos no van a ser analizados en el momento es posible almacenar una alicuota de la dilucion
1:100 a 4 °C durante un maximo de dos dias o a -20 °C durante al menos tres meses. Tras descongelar la alicuota se
recomienda agitar para homogeneizar la muestra.

Los siguientes termocicladores han sido validados con el kit Sepsis Flow Chip:
- Veriti 96 (Applied Biosystems)
- GeneAMP® PCR System 9.700 Thermal Cycler (Applied Biosystems)
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- Mastercycler® personal (Eppendorf)

El kit Sepsis Flow Chip funciona correctamente con los siguientes medios de hemocultivo:
- BD BACTEC™ Plus Aerobic/F y Plus Anaerobic/F Medium (Becton Dickinson)
- BD BACTEC Peds Plus™/F Medium Bactec (Becton Dickinson)
- BacT/ALERT® FA Plus Aerobic y FN Plus Anaerobic (bioMérieux)
- BacT/ALERT® PF Plus (bioMérieux)

7.2 Exudados rectales

Sepsis Flow Chip se ha validado para su uso en PCR directa partiendo de suspensiones de exudados
rectales sin necesidad de extraer el ADN. El protocolo recomendado para el procesamiento de las
torundas es el siguiente:

7.2.1 Colocar la torunda en 0.5 ml de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa.

7.2.2 Agitar la torunda dentro del tubo para que las células se dispersen en el liquido.

7.2.3 Diluir la suspension obtenida 1:50 en agua bidestilada libre de DNasa/RNasa (con esta
dilucion se consigue reducir la concentracidn de posibles inhibidores presentes en este tipo
de muestras): 10 pl de muestra + 490 pl de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa, agitar en
vortex.

7.2.4 Anadir 30 pl de esta diluciédn para la Mix1 de PCR y otros 30 pl para la Mix2 de PCR,
previamente homogeneizada.
7.2.5 Realizar la amplificacion siguiendo las instrucciones descritas en el apartado 8.1.

En el caso de que se trabaje con torundas con medio de transporte se recomienda agitar la torunda
manualmente o con vértex en el propio medio de transporte durante unos segundos y proceder de la
misma manera que para torundas secas a partir del punto 7.2.3.

NOTA: Si las torundas no van a ser analizados en el momento es posible almacenarlas congeladas a -20 °C durante al
menos tres meses. Tras descongelar afiadir los 0.5 ml de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa y homogeneizar la
muestra previamente a su dilucion. Las muestras diluidas pueden ser almacenadas a 4 °C durante un maximo de dos
dias 0 a -20 °C durante al menos tres meses. Si tras diluir 1:50 quedaran inhibidores en la muestra, se recomienda
diluir 1:2 a partir de la dilucion 1:50 o purificar el ADN a partir de la suspension inicial (0.5 ml).

El kit también se puede usar a partir de ADN purificado de exudados rectales. Se ha validado con los
siguientes sistemas de extraccion:

- NucliSENS® easyMag® (bioMérieux S.A.)
- MagNa Pure (Roche)
- Chelex® (Bio-Rad)

NOTA: El sistema no ha sido validado con otros sistemas de extraccion de ADN, por tanto, si se emplea otro sistema
de purificacion diferente éste debe verificarse previamente.

7.3 Colonias bacterianas

El kit Sepsis Flow Chip ha sido validado para su uso partiendo directamente de colonias bacterianas. El
protocolo recomendado para ello es el siguiente:
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7.3.1 Tomar una pequefa cantidad de la colonia con asa estéril.
7.3.2 Resuspender cada muestra en 500 pl de agua bidestilada libre de DNasa/RNasa.
7.3.3 Agitar vigorosamente en vértex hasta obtener una suspensién celular homogénea.

7.3.4 Anadir 30 pl de esta dilucién, previamente homogeneizada, para la Mix1 de PCR y otros 30 pl
para la Mix2 de PCR, previamente homogeneizada.

7.3.5 Realizar la amplificacion siguiendo las instrucciones descritas en el apartado 8.1.

Los hemocultivos, exudados rectales y colonias bacterianas se deben tratar como posibles agentes
infecciosos. Las directrices para la manipulacién de este tipo de muestras se pueden consultar en las
publicaciones del Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades de EEUU (CDC). Todos los
materiales peligrosos o bioldgicamente contaminados se deben desechar de forma segura y aceptable
segun las directrices de su institucion.

7.4 Protocolo de procesamiento de muestras con medio de dilucidn y trasporte (TDM)

Opcionalmente, es posible usar el medio Transport & Dilution Medium TDM (Ref: MAD-003930TDM) para
el procesamiento de los diferentes tipos de muestras clinicas descritas en los apartados anteriores. A
continuacién, se muestra una tabla donde describen los pasos a seguir para el procesamiento de muestras

con este reactivo, en funcién del tipo de muestra de partida (tabla 9).

MUESTRA DE FORMATO PROTOCOLO PROCESAMIENTO DE MUESTRA CON REACTIVO TRANSPORT AND
PARTIDA DILUTION MEDIUM (TDM) (Ref: MAD-003930TDM)

1. Agitar bien el frasco de hemocultivo hasta obtener una mezcla homogénea.

2. Tomar un volumen de 10 pl del hemocultivo y afiadirlo a uno de los viales con
. Medio aerobio y medio 900 ul de medio TDM.

Hemocultivos . - . ;
anaerobio 3. Utilizar 30 pul de esta muestra para la Mix1 de PCR y otros 30 pul para la Mix2,

previamente homogeneizada, como molde para realizar la amplificacion.

1. Colocar la torunda en uno de los viales con 900 pl de medio de dilucién y
transporte pre-alicuoteado (TDM).

2. Agitar la torunda dentro del tubo para que las células se dispersen en el
. . liquido.

Torunda/hisopo sin o .
3. Tomar un volumen de 35 pl de esta muestra y afiadirlo a un nuevo vial de
medio TDM.

4. Agitar la dilucidn resultante en vortex y utilizar 30 pl de esta muestra para la

medio de transporte

Exudados rectales Mix1 de PCR y otros 30 pl para la Mix2, como molde para realizar la

amplificacion.

1. Agitar la torunda manualmente o con vértex en el propio medio de transporte

durante unos segundos.

Torunda/hisopo con 2. Afadir 18 pl de muestra a uno de los viales con 900 ul de medio TDM.

medio de transporte 3. Usar 30 pl de esta dilucidn para la Mix1 de PCR y otros 30 ul para la Mix2,

previamente homogeneizada, para la PCR.

Tabla 9. Protocolos para el procesamiento de muestras usando el reactivo de diluciéon y trasporte TDM.

Vitro S.A.
d Calle Luis Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sevilla (Spain) C € IVD Rev.: 2022/01/04 11/36
Tel: +34 954 933 200. vitro@vitro.bio; www.vitro.bio



mailto:master@vitroweb.com

2R vitro

master diagndstica®

8 PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

8.1 Reaccidén de amplificacion multiple del ADN

Ce

La reaccion de PCR se lleva a cabo en un volumen final de 30 ul en tiras de tubos de PCR de 0.2 mL que
contienen la mezcla de reaccidn de PCR liofilizada. Las esferas liofilizadas de color rosado y color blanco
corresponden a la Mix 1 y a la Mix 2, respectivamente y se suministran en tiras separadas. Por cada

muestra se deben usar dos tubos de PCR, uno de cada tira.

Si el nUmero de muestras a analizar es inferior o superior a 8, se pueden separar de cada tira los tubos que
sean necesarios sin tener que emplear tiras completas.

Una vez abierta la tira, el resto de tubo liofilizados que no se vaya a usar en el momento deben ser
almacenado durante un maximo de 1 semana a 4°C en el embalaje original.
En el siguiente esquema se representa un ejemplo de la distribucién de muestras/tiras:

Muestras

Tiral (Mix1)

Muestras

Tira 2 (Mix2)

El procedimiento es el siguiente:

e Tomar un tubo de la Mix1 y otro tubo de la Mix2 Multiplex PCR que contienen las mezclas de PCR

liofilizada por cada muestra a analizar.

e Afadir hasta 30 ul de muestra en cada tubo siguiendo el protocolo recomendado en apartado 7.

e Homogenizar la mezcla mediante pipeteo y centrifugar durante unos segundos.

e Siel nimero de muestras a analizar es inferior o superior a ocho, se pueden separar de la tira los
tubos que sean necesarios sin tener que emplear tiras completas. El resto de la tira de tubos
liofilizados que no se vaya a usar en el momento debe ser almacenada durante un maximo de 1

semana a 4 °C en el embalaje original.

e Colocar los tubos en el termociclador y programar las siguientes condiciones de amplificacion:

PROGRAMA DE AMPLIFICACION EN TERMOCICLADOR

1 ciclo 25°C 10 min

1 ciclo 94°C 5 min
94°C 30s

40 ciclos 55°C 45s
72°C 1 min

1 ciclo 72°C 7 min
8°C oo

Tabla 10: Programa de PCR.
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Si no se va a proceder con la hibridacion directamente, se pueden almacenar los tubos con el producto
amplificado en la zona de post-PCR a una temperatura de 8-10 °C durante 1-2 dias. Para almacenarlos
durante un periodo mayor de tiempo se recomienda hacerlo a -20 °C.

8.2 Hibridacion reversa por Flow-through

Todos los reactivos se suministran en formato “listo para uso”.
Los Chips son de un solo uso. Se deben manejar con guantes y alejados de cualquier fuente de
contaminacion.

Atendiendo al tipo de kit con el que se esté trabajando se procederd de la siguiente manera:
A. Para Sepsis Flow Chip kit (Manual, ref: MAD-003936M-HS12):

Todo el proceso de hibridacion se realiza de forma semiautomatica en hybriSpot (HS12) siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el wizard del equipo. La gestiéon de las muestras, la captura de las
imagenes y el andlisis e informe de los resultados se realizan a través del software hybriSoft.

Nota: Configurar el instrumento siguiendo las instrucciones del manual de usuario (proporcionadas con el instrumento).

Antes de comenzar el proceso de hibridacion realizar los siguientes pasos:

1. Precalentar el Reactivo A a 51° C (Solucion de Hibridacidn) durante al menos 20 min en un bafo
termostatizado.
Encender el equipo HS12 y fijar la temperatura a 51° C.
Para cada muestra mezclar el producto de PCR de la Mix1l con el producto de PCR
correspondiente de la Mix2. Desnaturalizar la mezcla de productos de PCR calentando a 95°C
durante 8-10 min (en termociclador) y enfriar rdpidamente en hielo durante al menos 2 min.

4. Colocar un Sepsis Chip para cada una de las muestras objeto de andlisis sobre los pedestales que
incluye la camara de reaccidn del equipo HS12.

5. Seguir las instrucciones dadas en el manual del equipo HS12 para llevar a cabo la introduccion de
los datos de las muestras, la captura de imdgenes y el analisis de resultados.

PROTOCOLO DE HIBRIDACION:

a) Afadir 300 pl de reactivo A (Solucidn de Hibridacidn) precalentada a 51°C durante al menos 20
minutos e incubar durante al menos 2 min a 51°C.

b) Eliminar el reactivo A activando la bomba de vacio.

c) Afadir 50 pl correspondientes a la mezcla de los productos de PCR de la Mix 1 y Mix2
(previamente desnaturalizadas y mantenidas en hielo) a 230 ul de reactivo A (Solucién de
Hibridacion) (51°C) y dispensar la mezcla sobre el Sepsis Chip-HS correspondiente.

d) Incubara51°C durante 8 min.

e) Activar la bomba para eliminar los productos de PCR (asegurarse que la bomba esta activa al
menos 30 s).

f) Lavar 3x 300 pl con reactivo A (51°C).

g) Fijar la temperatura en 29°C.
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Bloquear las membranas durante al menos 5 min con 300 pl de reactivo B (Solucion de
Bloqueo).
Cuando la temperatura llegue a 29°C activar la bomba para eliminar el reactivo B.
Afadir 300 ul de reactivo C (Complejo estreptavidina-fosfatasa alcalina) e incubar durante 5
min a 29°C.
Activar la bomba para eliminar el reactivo.
Fijar la temperatura en 36°C.

) Lavar las membranas 4x 300 pl con reactivo D (Solucion de lavado 1).
Revelar las membranas afiadiendo 300 ul de reactivo E (Solucidon de revelado) e incubar 8 min a
36°C.
Activar la bomba para eliminar el reactivo E.
Lavar las membranas con 2x 300 pul con reactivo F (Solucién de lavado II).
Captura de imagenes, anadlisis e informe de resultados siguiendo instrucciones del manual de
usuario HS12.

B. Para Sepsis Flow Chip kit (Auto, ref: MAD-003936M-HS24) en equipo HS24:

Todo el

proceso de hibridacion se realiza de forma automatica en hybriSpot 24 (HS24). La gestion de las

muestras, la captura de las imagenes y el analisis e informe de los resultados se realizan a través del

softwar

e hybriSoft.

Antes de comenzar el proceso de hibridacion realizar los siguientes pasos:

1.

Configurar el instrumento siguiendo las instrucciones del manual de usuario (proporcionadas
con el equipo).

Desnaturalizar los productos de PCR calentando a 95 °C durante 8-10 min en un termociclador o
bloque térmico y enfriar rdpidamente en hielo durante al menos 2 min.

Seguir las instrucciones dadas en el manual de usuario del equipo para llevar a cabo la
introduccion de los datos de las muestras.

Disponer las muestras amplificadas previamente desnaturalizadas, los Chips de Sepsis y los
reactivos en sus correspondientes posiciones del hybriSpot 24.

Una vez que han sido colocados correctamente en el equipo todos los reactivos de hibridacion,
muestras y Chips dar al botdn de Iniciar, en la ventana de hS Control, para comenzar el protocolo.

9 PROCEDIMIENTO DE ANALISIS PARA EL EQUIPO HS12 PCR AUTO

Los procesos de amplificacidn por PCR e hibridacién se realizan de forma automatica en la plataforma
HS12 PCR AUTO.

El procesamiento de la muestra, la captura de imagenes y el andlisis de los resultados se lleva a cabo
mediante el software hybriSoft.

Antes

1.

wl

de comenzar el proceso de amplificacion e hibridacion realizar los siguientes pasos:

Configurar el instrumento siguiendo las instrucciones del manual de usuario (proporcionadas
con el equipo).

Tomar un tubo de la Mix1 y un tubo de la Mix2 que contiene la mezcla de PCR liofilizada para cada
muestra a analizar.

Aiadir hasta 30 pl de muestra en cada tubo siguiendo el protocolo recomendado en apartado 8.1.
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4. Homogenizar la mezcla mediante pipeteo y centrifugar durante unos segundos.

5. Si el nimero de muestras a analizar es inferior o superior a 8, se pueden separar de la tira los
tubos que sean necesarios sin tener que emplear tiras completas. El resto de la tira de tubos
liofilizados que no se vaya a usar en el momento debe ser almacenada durante un maximo de 1
semana a 4 °C en el embalaje original.

6. Seguir sus instrucciones del manual para colocar las tiras de tubos, chips y reactivos de hibridacién
en el instrumento e iniciar el proceso.

10 PROCEDIMIENTO DE CONTROL DE CALIDAD

El kit Sepsis Flow Chip contiene varios controles internos para controlar la calidad de los resultados.

SPOTS ‘ CONTROL POSICION INTERPRETACION
1A-1B-2K-6F-10A 5 posiciones son correctas
cl Control de amplificacién exégeno 1C-6G 0, 1 0 2 posiciones son correctas
BG Control de amplificacion enddgeno 1D-6H 0, 1 0 2 posiciones son correctas

Tabla 11: Sondas control incluidas en Sepsis Chip.

Control de hibridacidn: Tras el revelado de las membranas debe aparecer una senal intensa en las cinco
posiciones de control de hibridacidn (B) que sirve como control de calidad. Esta sefial indica que los
reactivos de hibridacion y revelado han funcionado correctamente. Si no aparece sefial indicara que ha
habido un fallo durante el proceso de hibridacién o que algun reactivo no se ha usado correctamente.
Ademas, esta sefal permite que el software pueda orientar correctamente el panel de sondas para su
posterior analisis.

Control de amplificacién exégeno (Cl): sonda para la deteccidon de ADN sintético incluido en la mezcla de
PCR. Este ADN se co-amplificara junto con el material genético de la muestra. Dos sefiales positivas en el
Control de amplificacion exdgeno (Cl) indicaran que la reaccion de PCR ha funcionado correctamente. Un
resultado negativo en este control no invalida el resultado de la técnica si el control enddgeno ha
amplificado correctamente y/o la muestra ha sido positiva para alguna de las dianas incluidas en el panel.
Control de amplificacion endégeno (BG): sonda para la deteccién de ADN del gen de la beta-globina
humana que es co-amplificado durante la PCR. Todas las muestras donde el ADN problema se haya
amplificado correctamente tendran una sefal positiva en el Control de amplificacién endégeno (BG). Esta
sefial es indicativa de la calidad/cantidad del ADN empleado en la amplificacién. Una sefial positiva indica
gue la amplificacion ha funcionado correctamente y que la calidad y cantidad del ADN empleado para ello
han sido dptimas. La ausencia de sefial para este control nos indica fallos durante la amplificacién, baja
calidad/ cantidad del ADN utilizado en la amplificacién o ausencia de DNA humano en la amplificacion.
Este ultimo caso es posible que ocurra cuando el volumen de sangre en el hemocultivo es demasiado bajo
y teniendo en cuenta la dilucion que se le hace a la muestra para la PCR. No obstante, un resultado
negativo en este control no invalida el resultado de la técnica si el control exdégeno ha amplificado
correctamente y/o la muestra ha sido positiva para alguno de las dianas incluidas en el panel.

Las muestras que sean positivas para alguno de los patégenos/marcadores de resistencias incluidos en el
kit deben dar sefial para algunas de las sondas especificas. Ademas, deben aparecer las cinco sefales de
control de hibridacién (B), dos sefiales de Control de amplificacion exégeno (Cl) y dos sefales de Control
de amplificacién enddgeno (BG) (siempre que la muestra contenga ADN humano). En el caso de que no
aparezcan sefiales para los controles de amplificacion, pero si para los patégenos/marcadores de
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resistencias se incluye en el informe un mensaje de ausencia de ADN humano/presencia de inhibidores de
la PCR. En este caso el usuario deberia verificar la calidad de las muestras antes de validar los resultados.

Cuando las muestras sean negativas para todos los patégenos/marcadores de resistencias incluidos en el
kit presentaran las cinco sefiales positivas para el control de hibridacion (B) dos sefiales para el Control de
amplificacidon exdgeno (Cl). Las sefiales de Control de amplificacion enddgeno (BG) apareceran ademas si
la muestra analizada contiene ADN humano.

El usuario es responsable de determinar los procedimientos de control de calidad apropiados para su
laboratorio y cumplir con la reglamentacién aplicable.
11 INTERPRETACION DE RESULTADOS

La interpretacion de resultados se realiza de forma automatica mediante el software de andlisis hybriSoft.
En el siguiente esquema se muestra la disposicién de las sondas en el Chip de Sepsis:
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A B LIS kpc spm ECOLI vanB B
B B ABAU ENTEROC sme ndm ENTEROB vanA ges oxa23
C Cl S PAER n‘m(.:/ sim mecA vim oxa24
KLEB imi
D BG SAGAL KLEB SPYOG imp SMALTO CALB gim oxa48
E STAPHYL STREP blaSHV CAND REoT kpc oxa51
MOR
F SPNEU SA NEIS blaCTX B ABAU LIS spm oxa58
G ECOLI L ges oxa23 a LY ENTEROC sme ndm
MOR KLEB
. nmc/ -

H SMALTO ENTEROB vim oxa24 BG SAGAL PAER imi sim
| CAND mecA gim 0xa48 STAPHYL KLEB SPYOG imp
J CALB vanA oxa51 SPNEU SA STREP blaSHV

K B vanB oxa58 NEIS blaCTX

Figura 1: Esquema de la disposicién de sondas sobre el array. Se incluyen las sondas especificas para los patdégenos y genes de
resistencia de estudio y aquellas sondas empleadas como controles de amplificacion e hibridacion. Las coordenadas de cada una
de ellas también quedan indicadas.

“B”: control de hibridacion

“Cl”: Control de amplificacion exdgeno

“BG”: Control de amplificacion enddgeno (fragmento 3-Globina humana)
“X”: Sondas especificas para cada bacteria/hongo/marcador de resistencia

Todas las sondas estdn duplicadas para garantizar la fiabilidad en el andlisis automdtico de los resultados.
El control de hibridacion (B) estd repetido en 5 posiciones y permite que el software pueda orientar
correctamente el panel de sondas para su posterior andlisis.
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En la siguiente tabla (Tabla 12) se muestran tipo de sondas empleadas y posiciones en las que éstas han
sido espoteadas sobre el Chip de Sepsis. Igualmente se indican los posibles resultados obtenidos y la
interpretacién de los resultados:

Sonda/posiciones (columna-fila)

Resultados esperados (Organismos/Resistencia Sonda ID
P (Org / ) Sonda B Cl BG
1A-1B-2K-
Streptococcus pneumoniae SPNEU 1F-6) 6F-10A ~/1C6G | -/ 1D-6H
1A-1B-2K-
Streptococcus pyogenes SPYOG 4D-9| 6F-10A -~/1C6G | -~/ 1D-6H
1A-1B-2K- | o |-/ 1D-6H
Stenotrophomonas maltophilia SMALTO 1H-6D 6F-10A
1A-1B-2K- --/1D-6H
Candida spp. CAND 11-6E 6F-10A /166
‘ ) 1A-1B-2K- -/ 1C-6G --/1D-6H
Acinetobacter baumannii ABAU 2B-7F 6F-10A
1A-1B-2K- | oo |-/ 1D-6H
Serratia marcescens SMAR/KLEB | 2C-7G 6F-10A
1A-1B-2K- -/ 1C-6G --/1D-6H
Klebsiella pneumoniae SMAR/KLEB | 2C-7G-3D-8I | 6F-10A
' ' 1A-1B-2K- | o |-/ 1D-6H
Klebsiella pneumoniae KLEB 3D-8| 6F-10A
‘ 1A-1B-2K- - /1C-6G --/1D-6H
Streptococcus agalactiae SAGAL 2D-7H 6F-10A
1A-1B-2K- | o | -/ 1D-6H
Coagulase-negative staphylococci STAPHYL 2E-71 6F-10A
1A-1B-2K- --/1D-6H
Staphylococcus aureus SA 2F-7) 6F-10A -~ /1C-66
1A-1B-2K- --/1D-6H
Escherichia coli* ECOLI 2G-7A 6F-10A /1666
1A-1B-2K- --/1D-6H
Enterobacteria ENTEROB | 2H-7B 6F-10A /1666
1A-1B-2K- --/ 1D-6H
Candida albicans CALB 2J-7D 6F-10A /1666
1A-1B-2K- --/1D-6H
Listeria monocytogenes LIS 3A-8F 6F-10A /1666
1A-1B-2K- --/ 1D-6H
Enterococcus ENTEROC | 3B-8G 6F-10A /166
. 1A-1B-2K- /1666 -/ 1D-6H
Pseudomonas aeruginosa PAER 3C-8h 6F-10A
1A-1B-2K- --/1D-6H
Streptococcus spp. STREP 3E-8) 6F-10A /166
1A-1B-2K- --/ 1D-6H
Neisseria meningitidis NEIS 3F-8K 6F-10A /166
1A-1B-2K- --/1D-6H
Proteus spp. PROT/MOR | 3G-8E 6F-10A /166
A1B2K- | e |/ 1D-6H
Morganella morganii PROT/MOR | 3G-8E-2H-7B | 6F-10A
1A-1B-2K- | /1C-66 --/ 1D-6H
GEN DE RESISTENCIA A METICILINA mecA mecA 31-8C 6F-10A
AB2K- | e |-/ 1D-6H
GEN DE RESISTENCIA A VANCOMICICA vanA vanA 3J-8B 6F-10A
1A-1B-2K- | /1C-66 --/ 1D-6H
GEN DE RESISTENCIA A VANCOMICINA vanB vanB 3K-8A 6F-10A
A-1B2K- | e |-/ 1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE A KPC kpc 4A-9E 6F-10A
A-1B2K- | e |/ 1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE A SME sme 4B-9G 6F-10A
A-1B2K- | e |-/ 1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE A NMC/IMI nmc/imi 4C-9H 6F-10A
A-1B-2K- | oc |-/ 1D-6H
R-LACTAMASA SHV blaSHV 4E-9) 6F-10A
A-1B2K- | e |-/ 1D-6H
R-LACTAMASA DE AMPLIO ESPECTRO CTX-M blaCTX 4F-9K 6F-10A
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A-1B2K- | e |/ 1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE A GES ges 4G-9B 6F-10A

1A-1B-2K- /106G --/1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE B VIM vim 4H-9C 6F-10A

A1B2K- | e |/ 1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE B GIM gim 41-9D 6F-10A

1A-1B-2K- /106G --/1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE B SPM spm 5A-9F 6F-10A

A-1B2K- | e |/ 1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE B NDM ndm 5B-10G 6F-10A

1A-1B-2K- - /1C66G --/1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE B SIM sim 5C-10H 6F-10A

A-1B-2K- | oo |-/ 1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE B IMP3, 15, 19_like imp3 5D-10I 6F-10A

1A-1B-2K- - /1C66G --/1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE D OXA23 oxa23 5G-10B 6F-10A

1A-1B-2K- | o |-/ 1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE D OXA24 oxa24 5H-10C 6F-10A

1A-1B-2K- - /1C66G --/1D-6H
CARBAPENEMASA CLASE D OXA48 0xa48 51-10D 6F-10A

1A-1B-2K- -/ 1C-6G --/1D-6H
CLASS D CARBAPENEMASE OXA51 oxa51 5J-10E 6F-10A

1A-18-2K- | o | -/ 1D-6H
CLASS D CARBAPENEMASE OXA58 oxab8 5K-10F 6F-10A
RESULTADOS NO VALIDOS (Nota: Ausencia de control de ADN 1A-1B-2K- - -
humano. Ausencia de control exégeno) -- -- 6F-10A

1A-1B-2K- 1C-6G -
SEP NEGATIVO (Nota: Ausencia de control de ADN humano) -- -- 6F-10A
Imagen no disponible/Imagen defectuosa/Error de hibridacién - -- - B B

Tabla 12: Posicidn de las sondas en el Chip de Sepsis e interpretacion de los resultados.

1 Sepsis Flow CHIP kit no permite distinguir Escherichia coli de Shigella spp. Cuando un paciente esté bajo sospecha clinica y se

obtenga un resultado positivo para E. coli, hay que contemplar la posibilidad de que sea una infeccion por Shigella.

Otros resultados posibles:

1.

Cuando una muestra es positiva para S. pneumoniae pueden aparecer dos sondas positivas en el
Chip, SPNEU: sonda especifica para S. pneumoniae y STREP: sonda genérica para especies del
género Streptococcus. No obstante, en estos casos no podemos descartar que en la muestra exista
una coinfeccidn de S. pneumoniae con otro Streptococcus spp.

Cuando una muestra es positiva para S. agalactiae pueden aparecer dos sondas positivas en el
Chip, SAGAL: sonda especifica para S. agalactiae y STREP: sonda genérica para especies del género
Streptococcus. No obstante, en estos casos no podemos descartar que en la muestra exista una
coinfeccidn de S. agalactiae con otro Streptococcus spp.

Cuando una muestra es positiva para S. aureus pueden aparecer dos sondas positivas en el Chip,
SA: sonda especifica para S. aureus y STAPHYL: sonda genérica para especies del género
Staphylococcus. No obstante, en estos casos no podemos descartar que en la muestra exista una
coinfeccidn de S. aureus con otro Staphylococcus spp.

Cuando en el Chip aparezca una sefial positiva para la sonda STAPHYL sola, mecA sola o ambas
sondas la interpretacion mas probable es Staphylococcus coagulasa negativa.

Hasta el momento el gen de resistencia oxa51 sélo ha sido detectado en A. baumannii, E. coli y P.
aeruginosa. En el caso de Acinetobacter baumannii este gen tiene localizacidn cromosémica
mientras que en E. coli y P. aeruginosa la resistencia se encuentra en plasmidos. Cuando una
muestra es positiva para A. baumannii pueden aparecer dos sondas positivas en el Chip, ABAU:
sonda especifica para A. baumannii y oxa51: sonda especifica para oxa51. Se han descrito
mutaciones en la region del 16S en la que se ha disefiado la sonda especifica ABAU, por lo tanto, si
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en el Chip sélo se observa una sefial positiva para oxa51, sin obtener sefiales positivas para las
sondas especificas de A. baumannii, E. coli o P. aeruginosa, la interpretacién mas probable es
Acinetobacter baumannii. En este caso se recomienda identificar el patégeno mediante otro
método.

Cuando una muestra es positiva para K. pneumoniae, E. coli, S. marcescens o Morganella morganii
en el Chip apareceran dos sondas positivas: 1) la sonda especifica para cada bacteria (KLEB, ECOLI,
SMAR/KLEB, PROT/MOR) vy 2) la sonda genérica para Enterobacteriaceae (ENTEROB). Ya que la
sonda ENTEROB ha sido validada para detectar otras Enterobacterias como Citrobacter,
Salmonella, K. oxytoca y Enterobacter, en estos casos no podemos descartar que en una muestra
positiva para K. pneumoniae, E. coli, S. marcescens o Morganella morganii exista una coinfecciéon
con otra Enterobacteria que sea reconocida por la sonda ENTEROB.

La sonda PROT/MOR detecta Proteus mirabilis y Morganella morganii. La forma de distinguir un
patdgeno de otro es que en una muestra que presente uno solo de ellos Morganella morganii
también dard una senal positiva para la sonda ENTEROB mientras que Proteus mirabilis no. No
obstante, no se podria distinguir entre una muestra positiva para Morganella morganii y otra que
presente una coinfeccién de Proteus y otra Enterobacteria que sea reconocida por la sonda
ENTEROB.

La sonda SMAR/KLEB detecta K. pneumoniae y S. marcescens. La forma de distinguir un patégeno
de otro es que en una muestra que presente uno solo de ellos K. pneumoniae también dard una
sefial positiva para la sonda especifica de K. pneumoniae (KLEB) mientras que S. marcescens no.
Sin embargo, no se podria diferenciar entre una muestra que presenta una infeccidén con K.
pneumoniae y otra que presente una coinfeccidn con K. pneumoniae y S. marcescens.

La B-lactamasa de espectro limitado SHV-1 se encuentra en cepas de K. pneumoniae con una alta
frecuencia (entre el 80-90%). Por este motivo normalmente cuando una muestra es positiva para
K. pneumoniae también es positiva para el gen shv. En dicho caso la deteccidon de SHV no indicaria
necesariamente una evidencia fenotipica de produccidn de B-lactamasa de espectro extendido.

Se ha descrito la existencia de cantidades trazas de ADN microbiano en las Taqg DNA polimerasas.
Debido a que el método de deteccidn presenta una alta sensibilidad a veces podria observarse
sefiales débiles en el Chip en la sonda genérica para Enterobacteriaceae y la sonda para P.
aeruginosa (PAER). También podrian aparecer sefales débiles en las sondas para Staphylococcus
spp. y Streptococcus spp. probablemente causada por contaminacidon de muestras, materiales o
reactivos con dichas bacterias durante su manipulacion.

Normalmente las bacteriemias son causadas por un Unico patégeno. En ocasiones es posible detectar dos

o tres microorganismos en muestras de hemocultivos en cuyo caso uno de estos microorganismos es el

causante de la infeccion y el otro/s estarian asociados a contaminaciones durante la manipulacion de las

muestras.

Se ha probado la deteccién de diferentes especies con las siguientes sondas genéricas:

La sonda STAPHYL ha sido validada para la deteccidon de:
o S. epidermidis
o S. haemolyticus
o S.capitis
o S. hominis-hominis
o S intermedius
La sonda ENTEROC ha sido validada para la deteccién de:
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o E faecalis

o E. faecium
e Lasonda STREP ha sido validada para la deteccion de:

o S. pasteurianus
S. dysgalactiae
S. gallolyticus
S. macedonicus
S. mitis/oralis
S. salivarius
S. infantarium
S. pyogenes
o S.intermedius

O O O O O O

e Otras especies de Streptococcus no detectadas con la sonda STREP:

o S.viridans
o S.anginosus
o S. parasanguinis
e lLasonda ENTEROB ha sido validada para la deteccién de:
o E. aerogenes
E. cloacae
K. oxytoca
K. pneumoniae
Morganella morganii
E. coli
S. marcescens
Citrobacter
o Salmonella entérica
e Lasonda CAND ha sido validada para la deteccién de:
o C. tropicalis
o C. parapsilosis
o C. krusei

O O O O O O

Ce

A continuacidn, se expone un ejemplo de un informe en el que el caso analizado ha sido positivo para

Klebsiella pneumoniae.
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ea \ | t 0 Sepsis Flow Chip Kit

master diagndstica LOTES
PCR: SEPOD2L ¢ 10/10/2020

Chips: E035-13 HS ¢ 10/10/2020
Reactivo: SEPHOS6-2 ¢ 10/10/2020

DETALLES DE LA MUESTRA
ID MUESTRA: Muestral24 TIPO DE MUESTRA:

ID PACIENTE: PACIENTE:
SEXO: - FECHA MAC.: EDAD:

INFORME

SEP POSITIVO

FUESTRA POSITIVA PARA:

PATOGENDS:

Enterobacterizcese, Klebsislls preumonize

GEMES DE RESISTENCIA:

E-actamasa de espectno exterdicdo SHV

Muestra nezativa para &l resto de patogenos y enes de resistencia antibiotica incluidos en el test SEPSS flow chip.

PROTOCOLO

Deteccion de un panel de bacterias, hongos y genes de resistencia antibiotica mediante PcR maltiple & hibridacion reversa automatizada, que
incluye:

- Bacterias Gram positivas: Staphylocooous coagulasa negativa/Staphylocooous aurews/Enterococous spp./Streptococcus Spp./Sireptoonoous
preumoniae/Straptococous agalactiae/Listeria monocytogensas.

- Bacterias Gram negativas: Psewdomonas aerugingsa, Acinetobacter baumnannii, Stenotrophomonas maltophilia, Escherichia coli; Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacteriaceas, Proteus spp., Morganella morganii, Meisseria meningitidis.

- Hongos: Candida spp., C.albicans.

- Determinantes de resistencia a antibicticos: meca, vana, vang, blasHY, blaCTx-8, KPC, SME, NMC-IMI, GES, VIM, GIM, SPRL, NDM, SIM, IMP,
OXAZI, ONAZA, ONALE, ONASL, OMASE.

- Preparacion de |a musstra/estraccion dal ADM

- Usar suspension de DMA de partida (preparado segun instrucciones técnicas) para amplificar por PCR.
- Protocolo PCR Sepsis Flow CHIP: 1x 25° 10 min; 1x 847 5 min; 40w (347 30 5-55° 45 5-72° 60 s5); 1x 72° 7 min.

- protocolo HIBRIDACION REVERSA:

Hibridacion del producto de PCR biotinilzdo con Sepsis CHIF, Lavades post-hibridacion, incubacion con enzima Estreptavidina-Fosfatasa alcaling,
revelzdo con NET-BOIP v analisis automatico de resultados

PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA
Pasible resistencia a: Penicilinas y cefalosporinas de primera generacion [Mota: Versiones mutadas de SHY podrian conferir resistencia a penicilinas
y a cefalosporings de primera, segunda y tercera generacion).

NOTAS

FACULTATIVO: Default Doctor, doctor Validado: 03,/05/2019
Realizado por: Default Tech, tech Procesado: 03/05/2019
Instr. : Mock Serial N2: 000024 hybriSoft: HSHS 2.2.0.R00 f HEHS IPL 1.0.0.RO0S
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master diagnostica® LOTES
PCR: SEPOOZL & 10/10/2020
Chips: E035-13 HS 4 10/10/2020
Reactivo: SEPHD66-2 ¢ 10/10/2020
DETALLES DE LA MUESTRA
Il MUESTRA: Muestral24 TIPO DE MUESTRA:
ID PACIENTE: PACIENTE:
SEXO: - FECHA MAC.: EDAD:
INFORME
8 W ke oy OU sk 8
5 fEA BMERC i i INEOE b pm el
a P gy o ek dn sedd
G SROA. (M RS Ime SMAITD DB on ]
FUAN SRR bamy o e W
T 5 MEFS BTN L] LEL L1:] ]
ETOL T‘ [ -] awaly 1 ’*:':'um e Al
FMALTD ERTERGH wn anald L BAGH,  REER T:l e
Cram M gn ol ERML MBS0 e
(MR sl awatl SRR 114 STREP  blaSe)
PR~ s [P

- 5pot B: Control de hibridacion {3 puntos para orientar correctamente el CHIF)

- Spot CI: Control de amplificacion

- Spot B&: Control de BMA (Sonda de DHA gencoming humanao)
- Spot & Sondas especificas para cada patdgeno

Todaos los puntos estan imprasas por duplicado.

INFORMACION DEL ANALISIS

Umbral: 4

FACULTATIVG: Default Doctor, doctor Validado: 03/05/2019

Realizado por: Default Tech, tech Procesado: 03/05/2019

Imstr. : Mock Serial N2: 000024 hybriSoft: HSHS 2.2.0.R00 / HSHS IPL 1.0.0.R0S
Vitro S.A.
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12 CARACTERISTICAS DEL FUNCIONAMIENTO

12.1 Funcionamiento analitico en hybriSpot 12 (HS12)

12.1.1 Repetitividad

La repetitividad del método se analizdé ensayando el método un minimo de siete veces para cada patégeno
incluido en el panel a dos concentraciones distintas. El ensayo se realizdé por un mismo operador, en una
sola localizacidn y usando un mismo lote de reactivos.

Organismo Equivalentes genoma/reaccién ‘ Nimero de positivos/testados % positivos
Staphylococcus epidermidis 100 7/7 100%
10 6/7 86%
Staphylococcus aureus 100 7/7 100%
10 7/7 100%
Streptococcus pneumoniae 100 7/7 100%
10 7/7 100%
Streptococcus agalactiae 100 7/7 100%
50 7/7 100%
Streptococcus pyogenes 100 7/7 100%
10 7/7 100%
Listeria monocytogenes 100 7/7 100%
10 7/7 100%
Enterococcus faecalis 100 7/7 100%
10 4/7 57%
Enterococcus faecium 100 7/7 100%
10 5/7 71%
Pseudomonas aeruginosa 100 7/7 100%
10 7/7 100%
Acinetobacter baumannii 100 7/7 100%
10 7/7 100%
Neisseria meningitidis 500 7/7 100%
100 5/7 71%
Stenotrophomonas maltophilia | 100 7/7 100%
10 7/7 100%
Escherichia coli 100 7/7 100%
10 7/7 100%
Klebsiella pneumoniae 100 7/7 100%
10 6/7 86%
Serratia marcescens 100 7/7 100%
10 7/7 100%
Enterobacter cloacae 100 7/7 100%
10 7/7 100%
Proteus mirabilis/Morganella 100 7/7 100%
10 7/7 100%
Candida albicans 100 7/7 100%
10 7/7 100%

Tabla 13: Ensayo de repetitividad para cada uno de los patégenos incluidos en el panel.
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12.1.2 Reproducibilidad
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La precisién del método se analizé simulando la variabilidad interlaboratorio variando tanto el operario (1
y 2), como el lote de mix de PCR usado (SEQ05 y SE008) y el termociclador (Veriti TC-13 y Biometra TC-21)
para cada condicidn. Se ensayaron nueve de los patdgenos incluidos en el panel ocho veces y a dos

concentraciones distintas usando DNA gendmico purificado a partir de aislados clinicos y 24 muestras

negativas. Se incluyeron todos los resultados validos para calcular el porcentaje de resultados positivos.

No se obtuvo ningun falso positivo. Los porcentajes de resultados positivos se indican en la tabla 19. La

concordancia para ambas condiciones es muy buena, indice kappa de 0.93, error estandar de 0.07 e IC

95% de 0.8-1.07.

Organismo

GE /reaccién

Laboratorio

Condicion

Positivos/Validos

10 1 6/8 75
E. coli 2 6/8 75
50 1 8/8 100
2 8/8 100
P. mirabilis/Morganella | 10 1 8/8 100
2 8/8 100
50 1 8/8 100
2 8/8 100
S. pneumoniae 10 1 6/8 75
2 7/8 87.5
50 1 8/8 100
2 8/8 100
S. pyogenes 10 1 7/8 87.5
2 7/8 87.5
50 1 8/8 100
2 8/8 100
L. monocytogenes 10 1 7/8 87.5
2 6/8 75
50 1 7/8 87.5
2 8/8 100
S. maltophilia 10 1 6/8 75
2 7/8 87.5
50 1 8/8 100
2 8/8 100
P. aeruginosa 10 1 8/8 100
2 7/8 87.5
50 1 8/8 100
2 8/8 100
Staphylococcus 100 1 8/8 100
Coagulasa-Negativa 2 8/8 100
S. aureus 10 1 8/8 100
2 8/8 100
50 1 8/8 100
2 8/8 100
C. albicans 10 1 8/8 100
2 8/8 100

Tabla 14: Ensayo de reproducibilidad para bacterias incluidas en el panel de SEPSIS.
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12.1.3 Especificidad analitica

No se observaron reacciones cruzadas entre los patégenos incluidos en el test. Para el ensayo se partid de
10° EG/reaccién de cada cepa.

Organismo ‘ Especificidad

Coagulase-Negative Staphylococci | 100%
Staphylococcus aureus 100%
Streptococcus spp. 100%
Streptococcus pneumoniae 100%
Streptococcus agalactiae 100%
Streptococcus pyogenes 100%
Listeria monocytogenes 100%
Enterococcus spp. 100%
Pseudomonas aeruginosa 100%
Acinetobacter baumannii 100%
Neisseria meningitidis 100%
Stenotrophomonas maltophilia 100%
Escherichia coli 100%
Klebsiella pneumoniae 100%
Serratia marcescens 100%
Enterobacteriaceae 100%
Proteus spp./Morganella 100%
Candida spp. 100%
Candida albicans 100%

Tabla 15: Especificidad de Sepsis Flow Chip.

No se observaron reacciones cruzadas con diferentes géneros de bacterias, hongos y virus, que pueden
estar presentes en el entorno hospitalario. Para el ensayo se partié de 10° EG/reaccién de cada cepa.

Organismo
Bacteria Virus ‘ Hongos
Haemophilus influenzae Herpes simplex-1 Cryptococcus neoformans
Mycobacterium tuberculosis Herpes simplex-2
Coxiella burnetti Epstein Barr virus
Borrelia burgdorferi Varicella Zoster virus
Treponema pallidum

Tabla 16: Especificidad de Sepsis Flow Chip

12.1.4 Sensibilidad analitica

Se calculd el limite de deteccidn del kit para cada uno de los patédgenos analizados. La determinacion del
numero minimo de copias detectadas se realiz6 mediante diluciones seriadas del ADN gendmico de cada
una de las cepas incluidas en el panel con 5 ng de ADN gendmico humano. Para calcular la sensibilidad,
especificidad e intervalo de confianza cada muestra se repitié entre 5 y 14 veces. Todas las PCRs fueron
hibridadas usando la plataforma hybriSpot 12. Los resultados se analizaron con hybriSoft y el valor
establecido para considerar las sefiales positivas fue de 4 (intensidad de gris).
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Organismo EG/ Positivos/ Sensibilidad Intervalo Especificidad Intervalo
reaccion  Testados confianza 95% confianza 95%

S. epidermidis mecA 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.1%-99.9%
mecA 100 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.1%-99.9%
STAPHYL 10 10/14 71% 45.4%-88.3% 100% 98.7%-100%
STAPHYL 100 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.7%-100%
S. aureus SA 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100%
SA 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.8%-100%
STAPHYL 10 2/14 14% 4%-39.9% 100% 98.7%-100%
STAPHYL 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.7%-100%
S. pneumoniae SPNE 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100%
SPNE 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.8%-100%
STREP 10 13/14 93% 68.5%-98.7% 96%* 93.1%-97.7%
STREP 100 6/6 100% 61%-100% 96%* 93.1%-97.7%
S. agalactiae SAGAL 50 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100%
SAGAL 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.8%-100%
S. pyogenes SPYOG 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100%
SPYOG 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.8%-100%
L. monocytogenes LIS 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.6%-100%
LIS 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.6%-100%
E. faecalis ENTEROC 10 2/14 14% 4%-39.9% 100% 98.6%-100%
ENTEROC 100 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.6%-100%
E. faecium ENTEROC 50 4/6 67% 30%-90.4% 100% 98.6%-100%
ENTEROC 100 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.6%-100%
P. aeruginosa PAER 10 14/14 100% 78.5%-100% 97%** 94.3%-98.3%
PAER 100 6/6 100% 61%-100% 97%** 94.3%-98.3%
A. baumannii ABAU 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.9%-100%
ABAU 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.9%-100%
N. meningitidis NEIS 100 8/10 80% 49%-94.3% 100% 98.8%-100%
NEIS 500 10/10 100% 74.2%-100% 100% 98.8%-100%
S. maltophilia SMALTO 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100%
SMALTO 100 5/5 100% 56.5%-100% 100% 98.8%-100%
E. coli ECOLI 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.6%-100%
ECOLI 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.6%-100%
K. pneumoniae KLEB 10 12/14 86% 60.1%-96% 100% 98.6%-100%
KLEB 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.6%-100%
S. marcescens SMAR/KLEB 10 8/8 100% 67.6%-100% 100% 98.8%-100%
SMAR/KLEB 100 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.8%-100%
E. cloacae ENTEROB 10 14/14 100% 78.5%-100% 97%** 94.3%-98.5%
ENTEROB 100 6/6 100% 61%-100% 97%** 94.3%-98.5%
P. mirabilis/Morganella PROT/MOR 10 17/17 100% 81.6%-100% 100% 98.8%-100%
PROT/MOR 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.8%-100%
C. albicans CALB 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.9%-100%
CALB 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.9%-100%
CAND 10 14/14 100% 78.5%-100% 100% 98.9%-100%
CAND 100 6/6 100% 61%-100% 100% 98.9%-100%

Tabla 17: Sensibilidad analitica (LoD): equivalentes genoma de cada patdgeno que da resultados positivos en el 100% de las
réplicas analizados con software hybriSoft y punto de corte de positividad en un valor de 4.

* La sonda de Streptococcus spp. muestra un 96% de especificidad por posible contaminacion con cantidades minimas de
Streptococcus spp. durante la manipulacion de las muestras, de los reactivos o de los plasticos.

**Las sondas PAER y ENTEROB muestran un 97% de especificidad debido a |a presencia de cantidades traza de ADN microbiano en
las ADN polimerasas termoestables comerciales. Se piensa que las fuentes de la contaminacién bacteriana pueden ser de algln
paso del proceso de purificacion o bien algun reactivo afiadido al enzima. Tras llevar a cabo alineamientos de secuencias de ADN
de tres Tag polimerasas se ha encontrado que el ADN bacteriano contaminante presenta homologia con especies de
Pseudomonas y otras fitobacterias, Escherichia coli, Salmonella y Shigella. (Spangler et al 2009. PLoS ONE, 4(9): €7010).
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Se validé el funcionamiento y robustez del kit Sepsis Flow Chip en el equipo automatico HS24 analizando
concentraciones limite de fragmentos sintéticos de ADN de los principales patdégenos asociados a

12.2 Funcionamiento analitico en hybriSpot 24

infecciones nosocomiales en humanos incluidos en el panel. Esta validacion demuestra la reproducibilidad
de los resultados entre las posiciones 1y 24 del equipo HS24 y la reproducibilidad de los resultados con
diferentes programas para distinto nimero de muestras.

12.2.1 Reproducibilidad de resultados en programas para distinto nimero de muestras

Se realizaron réplicas de una muestra positiva que contenia un ndmero de copias limite de E. coli (10
GE/reaccion). Estas réplicas se situaron en diferentes posiciones de la cdmara de reaccion del equipo HS24
y se evaluaron cinco protocolos diferentes:

= Protocolo para 2 muestras (2 réplicas)

=  Protocolo para 6 muestras (2 réplicas)

=  Protocolo para 12 muestras (3 réplicas)

=  Protocolo para 15 muestras (4 réplicas)

=  Protocolo para 24 muestras (5 réplicas)

Los resultados fueron analizados de forma automatica con hybriSoft y no se detectaron diferencias entre
las distintas posiciones de la cdmara de reaccidn ni entre los protocolos utilizados.

12.2.2 Reproducibilidad de resultados en diferentes posiciones de hibridacién en HS24

Se realizaron entre doce y veintidds réplicas para diferentes patégenos, situadas en diferentes posiciones
de las dos camaras de reaccién del HS24, en varios runs y con el protocolo para 24 muestras. Los
resultados fueron analizados de forma automdtica con hybriSoft, demostrando un 100% de
reproducibilidad para todas las muestras analizadas en diferentes posiciones a excepcion de una réplica de
Klebsiella pneumoniae, para la cual la reproducibilidad fue del 95.5%.

Bacteria GE/reaccién Positivos/testados Diferencia entre
posiciones
S. aureus 10 12/12 No
S. pneumoniae 10 12/12 No
S. agalactiae 50 12/12 No
S. pyogenes 10 12/12 No
A. baumannii 10 12/12 No
K. pneumoniae 100 21/22 Leve
P. mirabilis/Morganella 10 12/12 No
C. albicans 10 12/12 No
P. aeruginosa 10 12/12 No
S. epidermidis 100 12/12 No
E. coli 10 12/12 No

Tabla 18: Reproducibilidad del kit Sepsis Flow CHIP en HS24. La positividad se analizé con el software hybriSoft, estableciendo
como punto de corte el valor de 4.

12.3 Funcionamiento analitico en hybriSpot 12 PCR AUTO (HS12a)

Se validd el funcionamiento y robustez de Sepsis Flow Chip kit asociado a la plataforma de hibridacién
HybriSpot 12 PCR AUTO (HS12a) mediante ensayos funcionales en los que se evaluaron los siguientes
parametros:

- Verificacién del limite de sensibilidad (LoD) para cada patégeno
- Reproducibilidad de resultados en programas para distinto nimero de muestras
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12.3.1 Verificacion del limite de sensibilidad (LoD) para cada patégeno del panel

Se amplificaron réplicas de muestras que contenian cada uno de los fragmentos sintéticos
correspondientes a cada uno de los patégenos a concentraciones limite junto con 5 ng de ADN gendmico
humano. La amplificacion e hibridacidn se llevd a cabo en dos sistemas automaticos HS12a.

Patégeno N2 Positivos/
copias/ Testados
reaccion

S. epidermidis STAPHYL 100 3/3
S. aureus SA 10 3/3
S. pneumoniae SPNE 10 3/3
S. agalactiae SAGAL 50 3/3
S. pyogenes SPYOG 10 3/3
L. monocytogenes LIS 10 3/3
E. faecalis ENTEROC 100 3/3
E. faecium ENTEROC 100 3/3
P. aeruginosa PAER 10 3/3
A. baumannii ABAU 10 3/3
N. meningitidis NEIS 500 3/3
S. maltophilia SMALTO 10 3/3
E. coli ECOLI 10 3/3
K. pneumoniae KLEB 100 3/3
S. marcescens SMAR/KLEB 10 3/3
E. cloacae ENTEROB 10 3/3
P. mirabilis PROT/MOR 10 3/3
C. albicans CALB 10 3/3

CAND 10 3/3

Tabla 19: Reproducibilidad de Sepsis Flow Chip en HS12a. Los resultados fueron analizados automaticamente con hybriSoft
estableciendo como punto de corte de positividad un valor de 4.

12.3.2 Reproducibilidad de resultados en programas para distinto nUmero de muestras

La reproducibilidad se analizé usando la Mix de PCR en formato liofilizado. Se amplificaron réplicas de dos
pools de muestra positivas que contenian un numero de copias limite de ADN sintético del pooll: S.
aureus y ndm (10 y 500 copias/reaccion, respectivamente) y del pool 2: Paer y vim (10 y 100
copias/reaccion, respectivamente). A ambos pools se les afiadié 5 ng de ADN gendmico humano. Una vez
finalizada la PCR, las réplicas de cada muestra positiva se mezclaron y un mismo volumen de producto de

PCR se dispenso en diferentes posiciones de las cdmaras de hibridacion del equipo HS12a evaluandose dos
protocolos diferentes:

= Protocolo 1 para 2 muestras: 2 réplicas de cada pool de ADN sintéticos en las posiciones 1y 2.

= Protocolo 2 para 12 muestras: 3 réplicas de cada pool de ADN sintéticos en las posiciones 1, 6y 12.
Los resultados obtenidos fueron analizados de forma automatica con el software HybriSoft. En todos los
casos los ADN sintéticos de los dos pools utilizados fueron detectados como positivos. Las diferencias de
intensidad observadas entre unas posiciones y otras son aceptables.
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12.4 Clinico

12.4.1 Especificidad y sensibilidad clinica en hemocultivos

Se analizaron con el kit Sepsis Flow Chip 196 muestras de hemocultivos (168 positivos y 28 negativos) de
forma retrospectiva, previamente analizados con un método fenotipico de referencia. La especificidad
diagndstica se expresa como un porcentaje (fraccion numérica multiplicada por 100), calculada como 100
x el nimero de valores verdaderos negativos (VN) dividido por la suma del nimero de valores verdaderos
negativos (VN) mas el nimero de valores falsos positivos (FP), o 100 x VN/ (VN + FP). La sensibilidad
diagndstica se expresa como un porcentaje (fraccion numérica multiplicada por 100), calculada como 100
x por el nimero de valores verdaderos positivos (VP) dividido por la suma del nimero de verdaderos
positivos (VP) mas el nimero de valores falsos negativos (FN), o0 100 x VP/ (VP + FN).

Organismo Especificidad Sensibilidad
diagndstica diagndstica
Staphylococcus Coagulasa-Negativa 144 0 51 1 100% 98%
Staphylococcus aureus 185 0 11 0 100% 100%
mecA 156 0 40 0 100% 100%
Streptococcus spp. 190 0 6 0 100% 100%
Streptococcus pneumoniae 192 0 4 0 100% 100%
Streptococcus agalactiae 196 0 0 0 100% NT
Streptococcus pyogenes 194 0 2 0 100% 100%
Listeria monocytogenes 196 0 0 0 100% NT
Enterococcus spp. 184 0 12 0 100% 100%
Pseudomonas aeruginosa 192 0 4 0 100% 100%
Acinetobacter baumannii 190 0 6 0 100% 100%
Neisseria meningitidis 196 0 0 0 100% NT
Stenotrophomonas maltophilia 195 0 1 0 100% 100%
Escherichia coli 145 0 51 0 100% 100%
Klebsiella pneumoniae 189 0 7 0 100% 100%
blaCTX-M 191 0 5 0 100% 100%
blaSHV 188 0 8 0 100% 100%
Serratia marcescens 194 0 2 0 100% 100%
Enterobacteriaceae 185 0 11 0 100% 100%
Proteus mirabilis 193 0 3 0 100% 100%
Morganella morganii 194 1 2 0 99.5% 100%
Candida spp. 196 0 0 0 100% NT
Candida albicans 190 0 6 0 100% 100%

Tabla 20: Especificidad y sensibilidad diagndstica de Sepsis Flow CHIP sobre muestras de hemocultivo. NT: No testado.

12.4.2 Identificacion de mecanismos de resistencia con Sepsis Flow CHIP

Para evaluar la deteccion de los genes de resistencia incluidos en el panel se analizd una coleccion de 217
aislados clinicos, previamente caracterizados por métodos fenotipicos y moleculares estandares,
portadores de todos los marcadores de resistencia a antibidticos incluidos en el panel de deteccidn del kit
Sepsis Flow Chip. Los aislados clinicos habian sido recopilados entre los afios 2011 a 2015 y el origen de
aislamiento correspondia a portadores rectales o hemocultivos. Se incluyeron como controles negativos
diferentes cepas de la ATCC (n=6).
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Del total de 217 muestras, el kit identificd correctamente todas las cepas bacterianas. En cuanto a las

resistencias, detectd correctamente 31 de 31 cepas Gram positivas con diferentes marcadores de

resistencia y 28 de 28 bacterias Gram negativas portadoras de blaCTX-M y/o blaSHV. Del resto de cepas

Gram negativas portadoras de carbapenemasas el kit detectd correctamente 157 de un total de 158 (tabla

21). Unicamente no se detecté una cepa de Klebsiella pneumoniae portadora de IMP. Al secuenciar este

gen se comprobd que se trataba del alelo imp-4, el cual no estd incluido en el panel de deteccién del kit.

No se obtuvieron falsos positivos. EIl método Sepsis Flow Chip mostré una sensibilidad y especificidad del

100%, en una coleccion de aislados clinicos que contenia todos los marcadores de resistencia a

antibioticos cubiertos por el kit.

wl

Vitro S.A.

Calle Luis Fuentes Bejarano 60 Ed. Nudo Norte Local 3 41020 Sevilla (Spain)

Marcadores de resistencias testados

Cepas gram positivas testadas

Resultados con SFC kit

Enterococcus spp. vanA (1)

vanA
vanB Enterococcus spp. vanB (2)
mecA S. aureus mecA (3), Staphylococcus CoNS (25)

Cepas gram negativas testadas

CTX-M E. coli (20)
SHV K. pneumoniae (5), E. coli (2)
CTX-M + SHV E. coli (1)
KPC + SHV K. pneumoniae (1)
SME S. marcescens (2)
NMC E. asburiae (1), E. cloacae (1)
GES A. baumannii (2), E. coli (1)
IMP + OXA-51 A. baumannii (1)
IMP + SHV K. pneumoniae (2)
IMP K. oxytoca (1), P. aeruginosa (1)
VIM + CTX-M E. cloacae (1)
K. pneumoniae VIM (13), E. coli VIM (2), P.
VIM aeruginosa VIM (63), E. cloacae (9), K. oxytoca (5)
SPM P. aeruginosa (2)
SIM A. baumannii (1)
NDM E. coli (2)

OXA-23 + OXA-51

A. baumannii (1)

OXA-24 + OXA-51

A. baumannii (2)

K. pneumoniae (21), E. coli (2)

OXA-48
OXA-51 A. baumannii (9)
OXA-58 A. baumannii (1)

OXA-58 + OXA-51

A. baumannii (11)

Muestras control negativo

Ausencia de genes de resistencia a antibiéticos

ATCC 12401, ATCC 29213, ATCC 35659, ATCC
49619, ATCC BAA-751 and ATCC 25922

Tabla 21: Genes de resistencia a antibidticos identificados con el kit Sepsis Flow Chip.
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12.4.3 Especificidad y sensibilidad clinica en exudados rectales

En un estudio retrospectivo se analizaron un total de 73 exudados rectales (34 positivos y 39 negativos) de
forma retrospectiva, los cuales habian sido previamente analizadas con métodos fenotipicos y moleculares
de referencia para deteccidén de betalactamasas de espectro extendido y de carbapenemasas.

Se determind la especificidad y sensibilidad clinica del kit sepsis Flow Chip segun las férmulas descritas en
el apartado 12.41.

Métodos Gold Standard

Sepsis Flow Chip kit Ausente Presente Total

Test positivo 2 34 36
Test negativo 39 0 39
Total 41 34 75

Valor Intervalo de Confianza 95%
estimado  |imite inf. Limite sup.
Sensibilidad 1 0.873 1
Especificidad* 0.951* 0.822 0.991

Tabla 22: Especificidad y sensibilidad diagndstica de Sepsis Flow Chip sobre muestras de exudados rectales.

*La especificidad clinica fue del 95.1% debido a que el kit dio dos falsos positivos para SHV de amplio espectro, que en este caso al
tratarse del gen de localizacion cromosdmica en cepas de K. pneumoniae no confiere resistencia a betalactdmicos de espectro
extendido.

12.4.4 Validacion de Sepsis Flow Chip kit para su uso en PCR directa desde colonias

El kit Sepsis Flow Chip ha sido validado para su uso partiendo directamente de suspensiones celulares.
Para ello se testaron un total de 40 colonias de aislados clinicos procedentes de siete hospitales espafioles
(H. Carlos Haya, H. Valle Hebron, H. Virgen del Rocio, H. Donostia, H. Virgen de las Nieves, HUCA y H. San
Pedro). Los diferentes microorganismos testados o bien no contenian marcadores de resistencia a
antibidticos o bien eran portadores de uno o varios genes de resistencia. Los lotes de los kits de Sepsis
usados en los diferentes hospitales fueron Lote SEP011, Lote SEP012, Lote SEP014, Lote SEP015 y Lote
SEPO16. Los termocicladores empleados fueron aquellos de uso rutinarios en el hospital, principalmente
diferentes modelos de Applied Biosystems (Veriti, GeneAMP® PCR System).

Siguiendo el protocolo de PCR directa a partir de colonia (apartado 7.3), el kit Sepsis Flow chip detectd
correctamente el 100% de los géneros bacterianos encontrados en todos los aislados clinicos (n=40). En
cuanto a los genes de resistencia a antibidticos, el kit detectd correctamente 58 de 59 genes. El gen que no
detectado fue blaTEM, la razdn es que este es un marcador que no estd incluido en el panel de deteccién
del kit.
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Cepas y marcadores de resistencias

Resultados con SFC kit

testados
Enterococcus spp. (1) Enterococcus spp. (1)
Streptococcus pneumoniae (1) Streptococcus spp., Streptococcus pneumoniae (1)
Candida albicans (1) Candida spp., Candida albicans (1)

Klebsiella pneumoniae, SHV (2)
Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae, SHV (1)

Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M (6) Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M (6)

Klebsiella pneumoniae, SHV (3)

Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M, Oxa48 (1) | Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M, Oxa48 (1)

Klebsiella pneumoniae, SHV, Oxa48 (2) Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae, SHV, Oxa48 (2)

Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae, SHV, VIM, GES (1)
Klebsiella pneumoniae, SHV, VIM (3) Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae, SHV, VIM (2)

Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M, VIM (1) Klebsiella pneumoniae, SHV, CTX-M, VIM (1)

Klebsiella pneumoniae, SHV, KPC (2) Klebsiella pneumoniae, SHV, KPC (2)
Klebsiella pneumoniae, BLEE (1) Enterobacteriaceae, IMP19 (1)
Enterobacteria, CTX-M (1) Morganella morganii, CTX-M (1)

P. aeruginosa (1) P. aeruginosa (1)

P. aeruginosa, VIM (1) P. aeruginosa, VIM (1)

Proteus mirabilis, CTX-M-32 (1) Proteus, CTX-M (1)

Salmonella enterica, CTX-M-10 (1) Enterobacteriaceae, CTX-M (1)
Salmonella enterica, SHV-12 (1) Enterobacteriaceae, SHV (1)
Enterobacter cloacae, CTX-M-15 (1) Enterobacteriaceae, CTX-M (1)
Enterobacter cloacae, Oxa48 (1) Enterobacteriaceae, Oxa48 (1)

Enterobacter cloacae, CTX-M-15, Oxa48 (1) Enterobacteriaceae, CTX-M, Oxa48, GES (1)

E. coli, TEM (1) E. coli, Enterobacteriaceae (1)

E. coli, Oxa48 (2) E. coli, Oxa48 (2)

E. coli, CTX-M (2) E. coli, Enterobacteriaceae, CTX-M (2)

E. coli, CTX-M, Oxa48 (1) E. coli, Enterobacteriaceae, CTX-M, Oxa48 (1)
E. coli, SIM, Oxa48 (1) E. coli, SIM, Oxa48 (1)

E. coli, SHV, KPC, VIM (1) E. coli, Enterobacteriaceae, SHV, KPC, VIM (1)
Acinetobacter, Oxa23, oxa51 (1) Acinetobacter, Oxa23, oxa51 (1)

Tabla 23: Aislados clinicos identificados con Sepsis Flow Chip kit en PCR directa a partir de colonia.

13 LIMITACIONES

Utilizacion de muestras no adecuadas: el método ha sido validado con muestras diluidas de hemocultivos,
material genético purificado procedente de exudados rectales, muestras diluidas de exudados rectales y
colonias (ver apartado 7). El andlisis de cualquier otro tipo de muestra no indicado puede generar
resultados erréneos o no concluyentes por inhibicién de la reaccion de PCR por agentes quimicos
inhibitorios.
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14 PROBLEMAS Y SOLUCIONES

Problema

No se observa ninguna sefial/
no hay sefial de hibridacion

Causas

Fallo en el protocolo de hibridacién

Los reactivos de hibridacion han caducado o
no han sido almacenados de forma adecuada

Posible degradaciéon del ADN de los Chips
durante el proceso de descontaminacion de
superficies y material.

Soluciones

Comprobar que se han afadido todos los

reactivos de hibridaciéon en el orden correcto

(plataforma manual). Comprobar el
funcionamiento del hybriSpot (plataforma
automatica).

Repetir la prueba.

Comprobar la fecha de caducidad y las
condiciones de almacenamiento de los

reactivos y de los Chips. Repetir el test.

Limpiar con agua destilada abundante las
camaras de reaccion. Repetir el test.

Presencia de microorganismo/resistencia
en control negativo

Problemas de contaminacién en las zonas pre-
PCR o post-PCR.

Descontaminar (lejia 1%) las areas de trabajo y
repetir el test.

No hay sefial de control exégeno de
amplificacion

Problemas en la amplificacién por PCR.

Presencia de inhibidores de PCR en la muestra
problema.

Comprobar que el programa del termociclador
es el adecuado, que la mezcla madre de PCR
se ha preparado de forma adecuada y que los
reactivos de PCR se conservan correctamente.
Repetir el test.

Si la muestra de partida corresponde a una
dilucién 1:10 de una suspensidon de exudado
rectal purificar el ADN con alguno de los
sistemas de extraccion validados (ver
preparacion de la muestra en apartado 7).

Si se parte de ADN purificado comprobar que
el sistema de extraccién del material genético
empleado funciona correctamente incluyendo
un control de extraccion.

No hay sefial de control enddgeno de
amplificacion

Cantidad insuficiente de ADN humano en la
muestra problema.

Presencia de inhibidores de PCR en la muestra
problema.

Repetir la PCR aumentando la cantidad de
muestra de partida o disminuyendo la dilucién
inicial de la muestra. En todo caso, cuando se
trate de muestras de hemocultivos, no usar
diluciones inferiores a la dilucion 1:10.

Sefiales débiles en la hibridacién

Reactivos de PCR y/o hibridacién caducados o
almacenados de forma incorrecta.

Error en el protocolo de hibridacion.

El producto de PCR no se desnaturalizd
correctamente antes de la hibridacién.

Baja calidad/cantidad del ADN empleado.

Comprobar la caducidad de los reactivos, la
conservacion de mezcla de PCR y reactivos.

Comprobar las temperaturas y tiempos de
hibridacion y verificar el funcionamiento del
equipo hybriSpot.

Verificar que la desnaturalizacién se ha
realizado correctamente. Repetir el test.

Incrementar la cantidad de muestra o de ADN
de partida. Verificar el correcto
funcionamiento del sistema de extraccién de
acidos nucleicos empleado.
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16 SIMBOLOS DE LA ETIQUETA Y CAJA

Producto sanitario para diagndstico in vitro Fecha de caducidad

Numero de catdlogo Limite de temperatura

Cadigo de lote Fabricante

el EHE
<l As

Consultese las instrucciones de uso Contenido suficiente para <n> ensayos

Ficha de datos de seguridad

17 GLOSARIO

ADN: 4cido desoxirribonucleico

PCR: reaccidn en cadena de la polimerasa

HS12: hybriSpot 12 (plataforma manual)

HS24: hybriSpot 24 (plataforma automatica)

HS12a: hybriSpot 12 PCR AUTO (plataforma automatica)

NBT-BCIP: Cloruro de nitroblue tetrazolium- 5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato
MgCl; : cloruro de magnesio

dNTPs: desoxirribonucledtidos trifosfato

DNasas: desoxirribonucleasas

RNasas: ribonucleasas

dUTP: Deoxyuridine Triphosphate

CDC: Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades de EEUU
GE: equivalentes de genoma

VP: verdaderos positivos

VN: verdaderos negativos

FP: falsos positivos

FN: falsos negativos

ATCC: Coleccién americana de cultivos tipo

SFC: Sepsis Flow Chip

18 HISTORICO DE CAMBIOS

Fecha Descripcion
e Incorporacion de epigrafe de histérico de cambios
2022-01-04 e Incorporacion de explicacion del pictograma de Ficha de Seguridad

e Se modifica la temperatura en el epigrafe 5
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