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Validacién interna del panel GPS™
Mycoplasmas Contagious Agalactia dtec-
qPCR siguiendo la norma UNE-EN ISO/IEC
17025:2005 para la deteccidon en pequefos
rumiantes
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AGALAXIA CONTAGIOSA U=

Ovina y Caprina

Agentes etiologicos:

L)

L4

) Mycoplasma agalactiae
* M. mycoides subsp. capri

* M. capricolum subsp. caprlcoltﬂﬁ Complejo Micoides
* M. putrefaciens

\
"i
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CUADRO CLINICO
*Mastitis

*Artritis
*Queratoconjuntivitis
*Septicemias (jovenes)

3

" Periodo de incubacion: 1 - 2 semanas

Laboratorio Nacional de
Referencia: Laboratorio Central de E ’ﬁ? DEEPNA  DEAGRCUATUAA FEsCA
Sanidad Animal de Santa Fe (Granada),

MAPA.
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Evolucion Epidemioldgica ;

TRANSMISION
Contacto directo, inhalacidon, lactancia
y ordeno

*Leche

*Calostro

*Secreciones respiratorias
*Secreciones oculares, fecales y
genitourinarias

*Semen
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Estrés

!

Portador asintomatico Animal Enfermo

genetic PCH solutions
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Marco Reglamentario |ER

v Ley 8/2003, de 24 de abril (prevencién, control y

mejora sanitaria) E

v Real Decreto 1941/2004 de 27 de septiembi soerivoriciat oew estaco
(normas de policia sanitaria: intercambios e
iImportaciones)

v Enfermedad de declaracién obligatoria, Real Decreto

526/2014
Oe

v Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal



Distribucién geografica RES

Agalaxia contagiosa en region mediterranea de
Europa, Asia y Africa del Norte.

En Espana:

- 1987 endémica (90% M. agalactiae)

- 2007 incluida en las Agrupaciones de Defensa Sanitaria
(ADS)

- 2015 programa de control voluntario

- 2018 programa nacional voluntario*
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Programa nacional voluntario de vigilancia,
control y erradicacidon de la Agalaxia
Contagiosa Ovina y Caprina 2018-2020

Identificacion del Programa

» Matriz: leche e hisopos nasales/auriculares (analisis
por PCR)

» Subdireccion General de Sanidad e Higiene Animal y
Trazabilidad (MAPA)

Medidas
» Mejora del control (Programas de bioseguridad y
desparasitacion, separacién y aislamiento, plan de vacunacion)
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Innovacién GPS™ : Ensayo en panel gPCRF™

Mycoplasmas Contagious Agalactia dtec-qPCR
Panel |

v Mycoplasma agalactiae dtec-qPCR Test

v M. mycoides dtec-qPCR Test ‘
v' M. capricolum dtec-qPCR Test

v' M. putrefaciens dtec-qPCR Test
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MONODOSE GPS™ dtec-qPCR 5%

v Ensayos de qPCR especificos para cada patégeno
v’ Listo para usar (deshidratados)
v Tarea simple y répida (solo afladir la muestra)

NO necesita hielo en el transporte

SIN danos en la enzima por congelacidon/descongelacion
BAJO riesgo de contaminacion cruzada

SIN deterioro del fluoréforo por luz UV



Validacidn interna siguiendo las pautas de la
norma UNE/EN ISO/IEC 17025: 2005
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48487
Parametros de la Validacion /’:
1. Especificidad analitica //f,,' s/
- Inclusividad / Exclusividad = el L
2. Sensibilidad analitica

Calibracion y Analisis estadistico (n=10)

Evaluacion de la regresion lineal (ecuacion de la recta y R?)
Validacion del modelo lineal (Test de Fisher)

Validacion de la eficiencia (rendimiento de la reaccion PCR)

" F ia bl I ld a d ( nN= 1 O ) . Inclusividad: Amplificacién positiva frente a
s todas las cepas de la especie diana.
Re petl bl I Id ad Especificidad Exclusividad: Amplificacién negativa frente al
resto de especies de Mycoplasma y géneros

"WV VV

- Reproducibilidad cercanos
-3,587 < a <-3,103
4. Sensibilidad (n=10): QOQSjV;Ff‘;“;;,%
- Limite de deteccidn (LD) o e
iabilidad* L
- Limite de cuantificacién (LQ) T
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genetic PCH solutions

Especificidad y Sensibilidad analitic:®2=

UNE/EN 1SO 17025:2005

1. Especificidad analitica.
(in silico - in vitro)

> La inclusividad, deteccion de todas las cepas de la

especie

> La exclusividad, NO deteccidon de todas las demds

2. SerRGIsitidad analitica. Validacion de la recta de
calibrado

» Regresion lineal (ecuacion de la recta y R2)
» Modelo lineal (Test de Fisher)
» Eficiencia (rendimiento de la reaccién PCR)

At s e Haprslid [rve

106-10 copias DNA estandar i

M synowae ATCC 25204
glycophll
M. corogy,
M gallmaceum ATCC 33550
columborale
M cncetullCH
M. oxoniensis
M ansensal lngms 1220
M. anatis 1
M. uIIorum ATCC 33553
- crocodyli MP
M. alllgatons A21JP2
[ M. sphenisci U

M. cal/fom/cum ST 6
M. bowgen/tal/um PG11
M. phocirhinis 852
M. zalophidermidis CSL 4779
M. columbinasale 694
M columbinum MMP-1

M. caviae G122

M. opalescens MH5408

M. lipofaciens R171

M. mccizlculosum PG15

M preputii Zaradi2

M rimatum HRC292

0ViS PG45

M agalactiae PG2
—— M. equi enltal/um T37

M. elep

M pulmon/s PG34

1/T1

ggl%ph/ CSL 5346
M orale NC10112
M fauctum DC333

hyosynoviae S-16

M anseris 1219
M. buccale CH20247
M. subdolum TB
M. spumans PG13
M. arginini G230
M. auris UIA
M. phocicerebrale 1049

M. hominis ATCC 23114 PG21
M p hocidae
qwrhln/s M432/72

=

m lare
Iagogemtallum 12MS
M. igtanae 2327
con/unct/vae HRC/581T

M. bovocul /69

M hyopneumon/ae J

owpneumomae Y-98

M. dispar ATCC 27140

M. flocculare ATCC 27399

M. mobile 1

M. moatsii MK405

M. sualvi Mayfield B

M. monodon

M. cottewii VIS
M. yeatsii GIH
M. putrefaciens KS1
M. feriruminatoris G5847
M capricolum ssp. capricolum ATCC 27343

caprlcolum Ssp. capripneumoniae
M. leachif PG50
M. mycoides ssp. mycoides SC PG1
/ M. mycoides ssp. ¢apri PG3
alvi
Agalllseptlcum ATCC 19610

genitalium M2288
M. pneumoniae ATCC 15531
M. penetrans GTU-54-6A1
M. iowae 695 ATCC 33552

M. fastldlosum 4822
M. insons 117P1
M. coccoides

M. haemocanis German no. 1

—

0.05

M. suis HLJ/2010

Arbol filogenético de Mycoplasma spp. obtenido a partir del alineamiento (NJ
method, 1000 replicas) de 1226 bp del gen 16S para 86 secuencias de diferentes

especies del género.



3. Fiabilidad -

UNE/EN ISO 17025:2005

Grado de precision o exactitud de la medida

Repetibilidad. Variabilidad del ensayo bajo las mismas
condiciones

Reproducibilidad. Variabilidad del ensayo en condiciones

diferentes
Fiabilidad Coeficiente de Variacién (CV)
GPS™ dtec-qPCR Test
MycAga MycMyc "Y<¢? Mycput
- 0 o Py o
Repetibilidad —nteensayo  1,13% 1,15% 1,37% 0,73%

Inter-ensayo 1,74 % 1,45% 1,12% 1,56 %
Reproducibilid

(0) (o) (0) (0]
ad . .1,67 % 2,17 % . ,2,25 /8 1|E8°/Z
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Especificidad y sensibilidad RES
diagnostica

Ensayos con muestras
Especificidad diagnostica. (Falsos positivos en

sujetos sanos)
Sensibilidad diagndstica. (Falsos negativos en sujetos
enferppos)

134 muestras de leche ovina/caprina

- 57 hisopos nasales/auriculares

It

/ 191 muestras

GPSpin Tissue DNA de
GPS™ Ensayos GPS™ dtec-qPCR Test
My;:Ag Mszy MycCa MycPut

Especificidad
diagndstica
Sensibilidad

97,0% 994% 100% 100 %

100% 100% 100% 100 %
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Especificidad y sensibilidad
diagnostica

120,000 5

Amplificabien Flot

110000

100,000, N =191

00.000 muestras -
5 positivos en

el limite de
deteccion
(35 - 37 Ct)

AR
B
g

wycle

NEGATIVOS usando
otros métodos de PCR
de referencia

M. agalactiae: Oravcova et al. (2009)
M. mycoides, M. capricolum y M. putrefaciens: Becker et al. (2012)
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Pardmetros
Inclusividad:
Estudios in silico frente a todas  Estudios in silico frente a todas Estudios in silico frente a todas Estudios in silico frente a todas  Amplificacién
las secuencias de las cepas de la las secuencias de las cepas de la las secuencias de las cepas de las secuencias de las cepas de la positiva en todaslas ACEPTADO

especie diana especie diana la especie diana especie diana cepas de la especie
[P diana
Espelc_lfladad Estudios in silico frente al resto  Estudios in silico frente al resto Estudios in silico frente al resto Estudios in silico frente al resto  Exclusividad:
analitica de las especies del genero de las especies del genero de las especies del genero de las especies del genero Amplificacién
Mycoplasma y los géneros Mycoplasma y los géneros Mycoplasma y los géneros Mycoplasma y los géneros negativa frente al ACEPTADO
cercanos Spiroplasma, cercanos Spiroplasma, cercanos Spiroplasma, cercanos Spiroplasma, resto especies de
Mesoplasma, Entomoplasma y Mesoplasma, Entomoplasma y Mesoplasma, Entomoplasmay  Mesoplasma, Entomoplasmay  Mycoplasmay
Haemobartonella Haemobartonella Haemobartonella Haemobartonella géneros cercanos
Y = -3.485*X + 38.646 Y =-3.526*X + 39.938 Y = -3.555*%X + 42.252 Y =-3.492*X + 39.504 3.587<a<-
a =-3.485 a = -3.526 a =-3.555 a =-3.492 3 '103 ACEPTADO
Sensibilidad R?= 1.000 R2 = 0.999 R2 = 0.998 Rz =1.000 '
analitica Fassay = 3.80101 Fossay = 4.98647 Fossay = 4.74936 Fassay = 1.27551 E <F ACEPTADO
Ficer = 5.31766 Ficer = 5.31766 Ficer = 5.31766 Ficer = 5.31766 assay = fisher
Eficiencia (e) = 93.6 % Eficiencia (e) = 92.1 % Eficiencia (e) = 91.10 % Eficiencia (e) = 93.3 % 75 %<e<125 % VALIDADO
Repetibilidad Repetibilidad Repetibilidad Repetibilidad
Conc. CV (%) Conc. CV (%) Conc. CV (%) Conc. CV (%)
106 copias 0.54 106 copias 0.76 106 copias 0.52 106 copias 0.94
105 copias 0.29 105 copias 0.99 105 copias 0.57 105 copias 0.38
. . . . V <109 REPETIBLE
104 copias 0.33 104 copias 0.44 104 copias 0.45 104 copias 0.31 CV<10%
103 copias 0.37 103 copias 0.49 103 copias 0.50 103 copias 0.36
102 copias 0.51 102 copias 1.06 102 copias 2.17 102 copias 0.56
Fiabilidad* 10! copias 3.27 10! copias 2.25 10! copias 2.71 10! copias 2.20
Reproducibilidad Reproducibilidad Reproducibilidad Reproducibilidad
Conc. CV (%) Conc. CV (%) Conc. CV (%) Conc. CV (%)
10 copias 1.84 106 copias 0.87 10 copias 0.79 10¢ copias 0.94
P 105 copias 1.50 105 copias 1.88 105 copias 2.41 105 copias 0.37 CV<10% REPRODUCI
] 10“ copias 1.35 10* copias 1.81 10* copias 1.85 10 copias 0.38 BLE
E 103 copias 0.75 103 copias 1.96 103 copias 2.62 103 copias 0.60
- 102 copias 0.92 102 copias 2.24 102 copias 2.94 102 copias 0.83
2 10! copias 2.93 10! copias 3.95 10! copias 2.50 10! copias 3.12
] * "
" tgpigls()) Posit. = 93,3% Posit. = 93,3% Posit. = 93,3% Posit. = 100% Pos't"’;s =90 AcepTADO
E (o)
4] LQ* (10 t value = 1.234 t value = 0.050 t value = 0.063 t value = 0.160
n.u COpiaS) tstudent = 2.145 tstudent = 2.201 tstudent = 2.160 tstuden't = 2.144 tvalue < tstudent ACEPTADO
- Verdaderos Negativos: Verdaderos Negativos: Verdaderos Negativos: Verdaderos Negativos:
M Especificidad 128 174 181 181 o
E diagnostica Falsos Positivos: 4 Falsos Positivos: 1 Falsos Positivos: 0 Falsos Positivos: 0 ED >90% ACEPTADO
o ED = 97.0 % ED =99.4 % ED =100 % ED = 100 %
Sl Verdaderos Positivos: 59 Verdaderos Positivos: 16 Verdaderos Positivos: 10 Verdaderos Positivos: 10
. . Falsos Negativos: 0 Falsos Negativos: O Falsos Negativos: 0 Falsos Negativos: 0 SD >90 % ACE,[’TA?Q
diagnostica n=

SD =100 % SD =100 % SD =100 % SD =100 %



DE AGRICULTURA, PESCA

Laboratorio Autorizado por M
N2 Autorizacion: R-10046 %ﬁg MINISTERIO
Y ALIMENTACION
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Genetic PCR Solutions™
by GENETIC ANALYSIS STRATEGIES S.L
CEEl - Elche
Polg. Ind. Carrus
Ronda Vall d’'Uxo6 125
03206-Elche (Alicante) Spain
Phone: +34-965429901
Fax: +34-966661040
www.geneticbcr.com
info@geneticpcr.com



http://www.geneticpcr.com/
mailto:info@geneticpcr.com
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