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Proyecto Manual de instrucciones

WGene C. trachomatis RT Detection
Para la deteccién de secuencias de ADN de Chlamydia trachomatis en muestras de hisopado

endocervical u orina

FINALIDAD DE USO
Es un ensayo para la deteccion cualitativa de secuencias de ADN de la bacteria Chlamydia trachomatis
mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en Tiempo Real. El ensayo utiliza como muestra

ADN purificado a partir de muestras de hisopado endocervical u orina.

El producto debe ser utilizado por personal de salud autorizado (uso profesional) en laboratorios de

analisis clinicos, clinicas médicas y hospitales.

Es un producto de uso manual, no automatizado, aunque requiere la utilizaciéon de un termociclador

especifico para PCR en tiempo real.

SIGNIFICACION CLINICA
Chlamydia trachomatis es una bacteria cuya infeccién constituye la enfermedad de transmision
sexual (ETS) mas frecuente en los paises industrializados, y probablemente a nivel mundial. La mayor
prevalencia de Infecciones de transmisién sexual (ITS) es entre los adolescentes y adultos jovenes
menores de 25 afios y mujeres en edad reproductiva. Los factores de riesgo para ETS son edad,
género, parejas sexuales multiples o nuevas, la falta de uso de preservativo, condicién socio-
econdmica, presencia de otras enfermedades de transmision sexual. Las manifestaciones
predominantes causadas por las clamidias son secrecién uretral y vaginal, dolor al orinar, picazdn,
sangrado vaginal, etcétera. La mayoria de los casos son asintomaticos (aproximadamente 70% en
mujeres y 50% en hombres). Las infecciones no tratadas de C. trachomatis pueden provocar
complicaciones graves. Hasta el 30% de las mujeres con infecciones por C. trachomatis no tratadas
desarrollan enfermedad inflamatoria pélvica (PID) con consecuencias tales como infertilidad dolor
pélvico crénico debilitante, o embarazo trombético potencialmente mortal o ectdpico. La infeccion
por C. trachomatis durante el embarazo puede conducir a conjuntivitis y neumonia infantil y
endometritis materna postparto. Entre los hombres, la uretritis es la enfermedad mas comun que
resulta de la infeccién por C. trachomatis. Las complicaciones (como la epididimitis) afectan a una
minoria de hombres infectados. Las infecciones por C. trachomatis del recto pueden ser resultado de
relaciones sexuales anales no protegidas y suelen ser asintomaticas, pero pueden progresar a

proctocolitis. Las infecciones oculares pueden dar lugar a conjuntivitis en neonatos y adultos. La
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artritis reactiva adquirida sexualmente también ha sido reportada como una posible consecuencia

de la infeccién por C. trachomatis.

El diagndstico de la infeccién se apoya en un adecuado examen fisico, pero la confirmacién del
diagndstico se da principalmente por pruebas de laboratorio. La deteccion directa del patégeno se
puede realizar empleando métodos: a) Microbiolégicos (cultivo): actualmente no se recomienda
debido a que presentan dificultades para mantener la viabilidad de los organismos durante el
transporte y el almacenamiento. Ademas, son dificiles de normalizar, técnicamente exigentes, caros
y relativamente poco sensibles. b) Inmunolégicos (ELISAs o DFA): detectan una respuesta inmune
sistémica a la infeccion (anticuerpos), y no se recomiendan debido a la falta de precisidon para la
deteccion de una infeccidn activa. Tienen buena especificidad pero baja sensibilidad. c) Ensayos
cualitativos de amplificacién de acidos nucleicos (NAAT): son actualmente las Unicas recomendadas
para uso de rutina por organismos internacionales. Estas pruebas son mas sensibles que las pruebas
anteriores y tiene muy buena especificidad, por lo tanto son considerados los métodos de eleccion
para el diagndstico de la infeccidn. Las NAAT han permitido una implementacidn y expansion
significativas de los programas de cribado mediante la recoleccién menos invasiva de muestras (por
ej. orina (primer chorro miccional)). El método de amplificacién mas empleado corresponde a real
time PCR cualitativa. Los ensayos NAAT se recomiendan para la deteccidn de infecciones urogenitales
causadas por infecciones por C. trachomatis en mujeres y hombres con y sin sintomas. Actualmente
no estan sugeridas las muestras extragenitales (boca o recto). Estas pruebas han demostrado ser

rentables para prevenir secuelas debidas a esta infeccion.

FUNDAMENTOS DEL METODO

El WGene C. trachomatis RT Detection es un ensayo "in vitro" que comprende la amplificacién por
PCR en tiempo real y deteccidn de secuencias especificas del ADN bacteriano. Este ensayo de deteccidn
cualitativa de secuencias del genomay del pldsmido criptico, se realiza a partir de muestras bioldgicas
de origen urogenital (hisopados endocervical u orina) de individuos con sospecha de infecciones de
transmisidn sexual. El kit detecta dos regiones de ADN bacteriano: una gendmicay otra perteneciente
al plasmido criptico. El procedimiento completo consiste en la purificacion del ADN bacteriano a partir
de la muestra bioldgica, el cual luego se utiliza en la amplificaciéon por PCR en tiempo real mediante
una enzima HotStart ADN polimerasa utilizando sondas tipo TagMan® para la deteccion. Durante la
reaccion de PCR, la actividad exonucleasa de la enzima provoca la degradacion de la sonda tipo
TagMan® separandose el fluoréforo del quencher. El aumento de la sefal de fluorescencia resultante
por acumulacion del ADN templado, es detectado por el instrumento de PCR en tiempo real: a) canal

FAM para deteccion conjunta de los genes gendmico ochI '(:c-ggl i‘%‘:f’g%?é‘ asépl)-ré ewn-?élggtérﬁ#@jl})lMAT
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de membrana externa) y plasmidico orf8 (codifica una proteina tipo recombinasa putativa); y b) canal
HEX para la deteccidn de ADN codificante de receptor de tirosina fosfatasa tipo N2 de rata (ptprn-2)
como control interno exégeno (IC). Este control exdgeno, previene la generaciéon de resultados falsos
negativos asociada con la posible pérdida de ADN molde durante la preparacion de la muestra, y
asegura la ausencia de inhibidores en la reaccién de amplificacion. El control interno (IC) debe ser

adicionado a cada muestra antes del procedimiento de extracciéon del ADN.

Es necesario ademds incluir un Control Negativo de reaccién (NC) para confirmar la ausencia de
contaminacidn de los reactivos. Para esto se utiliza agua libre de nucleasas (reactivo Nuclease-free
H,0) como muestra. En caso de resultado positivo para este control, se debe repetir la prueba

buscando previamente las posibles fuentes de contaminacién y eliminandolas.

REACTIVOS PROVISTOS
PC C. trachomatis: Control Positivo que consiste en secuencias de acidos nucleicos especificas de C.

trachomatis. Presentacion: liofilizado

Master Mix C. trachomatis (5x): mezcla de reaccion para la amplificacion/deteccion de los ADNs
blanco. Contiene: KCl 250mM, MgCl, 15 mM, dNTPs 1mM, dUTP, UNG, Hot Start DNA polimerasa y

aditivos tales como agentes reductores, estabilizantes y conservantes. Presentacién: liquido

Oligo Mix C. trachomatis: mezcla de oligonucledtidos y sondas para la amplificacion especifica de

las secuencias de C. trachomatis y del Control Interno (IC). Presentacion: liofilizado

IC: Control Interno que consiste en ADN conteniendo secuencia de organismo no infectivo ausente
en humanos. Presentacidn: Liofilizado

RNase/DNase-free H,0: agua libre de nucleasas. Presentacién: liquido

REACTIVOS Y EQUIPAMIENTO NO PROVISTOS

- Sistema comercial de purificacién de ADN (mediante columnas de silica o particulas
magnéticas).
Nota: este producto fue validado con los siguientes sistemas comerciales (aunque pueden
utilizarse otros sistemas comerciales):
- QlAamp DNA mini kit (QIAGEN, Cat: 51306)
- QUICK DNA Miniprep kit (Zymo Research, Cat: Z D3024-25)
- cobas x 480 Instrument (Roche, Cat: 05200890001)
- MagNA Pure 24 instrument (Roche, Cat: 7290519001)
- High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Cat: 11796828001)
- MagMAX DNA Multi-Sample Ultra Kit (Applied Biosystems, Cat:
A25597)

- Micropipetas de volumen variable
- Tips con filtro libres de nucleasas IF-2024-37194684-APN-DVPCY AR#ANMAT

Pégina 3 de 22



Riobamba 2944 S2003GSD
Rosario, Argentina

WWiener lab. Tel.: (54) 341 4329191

Moreno 1850 2°Piso - C1094AABB
Capital Federal Argentina
www.wiener-lab.com

HACIENDO POSIBLE EL FUTURO

- Tubos de microcentrifuga (1,5 o 2 ml) libres de nucleasas

- Gradilla para tubos de 1,5 ml o 2 ml

- Guantes descartables latex, vinilo o nitrilo sin polvo

- Soporte de reaccion acorde al Instrumento de PCR en tiempo real que se utilice (e]. microplacas
con films dépticos, tubos de qPCR, etc.)

- Termociclador o instrumento de PCR en tiempo real: pueden utilizarse diferentes marcas
comerciales, siempre que cuenten con canal de deteccién de fluorescencia para FAM vy
YAK/JOE/VIC. Nota: este producto fue validado en los siguientes termocicladores: CFX96®
(Biorad), Rotor Gene Q® (Qiagen) y StepOne Plus®(Applied Biosystems).

- Agitador vortex

- Microcentrifuga de mesa con rotor para tubos de 1,5a 2 ml

- Recipiente para el descarte de material biolégico

- Equipo de proteccién personal

- Bafio de hielo o bloque frio (para tubos x 1,5 a 2 ml)

- Recipiente para el descarte de material biolégico con hipoclorito de sodio 5 % recién diluido

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagndstico in vitro.

Todas las muestras de pacientes deben manipularse como si fueran capaces de transmitir infeccion.

Todos los componentes deben descongelarse completamente (una vez reconstituidos),

homogeneizarse y centrifugarse brevemente antes de iniciar el ensayo. Luego se recomienda

mantenerlos refrigerados, especialmente la mezcla de amplificacion del ADN. Esta ultima debe

homogeneizarse suavemente, evitando formacién de espuma.

- No usar los reactivos luego de la fecha de vencimiento.

- No intercambiar reactivos de distintos lotes ni modificar los procedimientos del ensayo.

- No emplear reactivos de origen diferente al indicado.

- Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de acuerdo a la normativa local vigente.

- Evitar que los componentes sufran contaminacion microbiana o con nucleasas, cuando se
introduzcan elementos dentro de los mismos.

- Es fundamental para el uso de este producto, contar con los conocimientos basicos en el manejo

de técnicas moleculares para diagndstico. Debido a la alta sensibilidad de la tecnologia de

amplificacion, es necesario respetar las normas de trabajo indicadas para este tipo de analisis (areas

de procesamiento de muestras, pre y post amplificacion, flujo del trabajo, uso de material

apropiado, etc.).

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO
El kit se puede transportar en forma refrigerada (2-10°C). Una vez recibido, almacenar el kit completo

a-20°C hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja.

. e ) ., JF-2024-37194684-é°\PN-D\{PCYAR#ANMAT
Los reactivos liofilizados, una vez resuspendidos, también deben ser conservados a -20°C.
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MUESTRA
ADN proveniente de muestras de hisopado endocervical u orina recolectada y transportadas segun
las siguientes recomendaciones:

Hisopados endocervicales: Los hisopos utilizados deben ser de fibra de dacrén o polimero similar y

mango pldstico o metdlico (no usar hisopos de algodén o con mangos de madera, ya que estd
demostrado que inhiben la reaccién de PCR). También pueden ser cepillos para citodiagnédstico.
Colocar los hisopos en un tubo plastico estéril con tapa a rosca. Las muestras deben ser depositadas
y transportadas en 0,5 ml de solucién salina o PBS u otro medio de transporte adecuado para tal fin
(como RPMI, 2SP, UTM). Si la muestra se procesara en el dia o dentro de las 48 hs, conservar
refrigerada a 42C. En caso contrario, congelar a -202C.

Qrina: recolectar entre 10 y 15 ml del primer chorro miccional de orina en un recipiente estéril.
Centrifugar por 30 min a 3000 g, descartar el sobrenadante. Realizar un par de lavados del pellet con
buffer o solucién salina. Si la extraccién del ADN se realizara en el dia o dentro de las 48 hs, conservar

refrigerada a 42C. En caso contrario congelar a -202C.

Purificacion del ADN:

El ADN se purifica segln los requerimientos e instrucciones del fabricante del kit de extraccién de
ADN utilizado, el cual debe ser compatible con la metodologia qPCR, asegurando una alta calidad del

ADN purificado.

El control interno (IC) debe ser adicionado directamente a cada muestra antes del procedimiento de
purificaciéon del ADN. Agregar 5 ul de IC por muestra, luego del agregado del buffer de lisis a la

muestra (salvo que en las instrucciones del fabricante del kit de extraccion indique otra opcién).

El procedimiento se realiza en condiciones de seguridad adecuadas para manejo de material
infeccioso (segun el documento M29-Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired

Infections del NCCLS).

Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: Los ensayos moleculares son particularmente
sensibles a las condiciones preanaliticas subdptimas, por lo cual la calidad de la muestra a utilizar es
fundamental. Es recomendable conservar la muestra como se indica en el apartado MUESTRA hasta
llevar a cabo la purificacién del acido nucleico.

No utilizar muestras con contaminacién microbiana.

Si las muestras deben ser transportadas, deben embalarse siguiendo las especificaciones legales

relativas al envio de material infeccioso. |F-2024-37194684-APN-DV PCY AR#ANMAT
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Se aconseja que el ADN sea extraido preferentemente con sistemas comerciales que empleen
columnas o particulas magnéticas, por su mayor grado de purificacién y reproducibilidad en los

resultados.
PROCEDIMIENTO COMPLETO DEL ENSAYO

1- Extraccion del ADN (ver MUESTRA y Purificacion del ADN)

2- Reconstitucion de los reactivos liofilizados
Hacer una breve centrifugacion de los mismos para evitar pérdidas al abrir los tubos.

En el drea de pre-amplificacidon: Reconstituir el reactivo Oligo Mix C. trachomatis con el volumen de

reactivo Nuclease-free H,0 indicado en el rétulo segun presentacion del producto (28 ul para 25
determinaciones, 55 ul para 50 determinaciones y 110 ul para 100 determinaciones). Homogeneizar
con vértex por 30 segundos, dejar 10 min a temperatura ambiente, volver a homogeneizar y hacer
una breve centrifugacién antes de su uso. Mantener el reactivo reconstituido refrigerado (en hielo o
bloque frio) durante su uso. Guardar el reactivo reconstituido a -202C luego de su uso. Reconstituir el
reactivo IC utilizando 500 pl del reactivo Nuclease-free H,0. Homogeneizar con vortex por 30
segundos, dejar 10 min a temperatura ambiente, volver a homogeneizar y hacer una breve

centrifugacidn antes de su uso. Guardar el reactivo reconstituido a -202C luego de su uso.

En el drea de amplificacién: Reconstituir el reactivo PC C. trachomatis utilizando 500 pl del reactivo

Nuclease-free H,0. Homogeneizar con vértex por 30 segundos, dejar 10 min a temperatura

ambiente, volver a homogeneizar y hacer una breve centrifugacion antes de su uso. Guardar el

reactivo reconstituido a-209C luego de su uso.

3- Preparacion de la mezcla de reaccién

En el drea de pre-amplificacién: Descongelar los reactivos por completo y mezclar. El reactivo Master

Mix C. trachomatis (5x), debe mezclarse suavemente evitando formacién de espuma y colocarse
inmediatamente en frio (hielo o bloque frio), una vez descongelado. Hacer una breve centrifugacién
del mismo para evitar pérdidas al abrir los tubos. Preparar la mezcla de reaccién siguiendo las

proporciones que indica la tabla, teniendo en cuenta el nimero de reacciones a realizar en el ensayo.

Nota: para evitar la contaminaciéon cruzada, mezclar todos los componentes a temperatura
ambiente para asegurar la activacién de la enzima UNG. Cualquier amplicdn que contenga uracilo,

proveniente de una amplificacidn previa, sera digerido por UNG.

|F-2024-37194684-APN-DVPCY AR#FANMAT
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Volumen por reaccién Volumen porn

Reactivo (i) reacciones (pl)
Master Mix C. trachomatis (5x) 4xn
Oligo Mix C. trachomatis 1 1xn
Nuclease-free H,0 10 10xn

n = numero de muestras clinicas a analizar + PC C. trachomatis + NC (Control Negativo) + 10%

Dispensar 15 pl de la mezcla de reaccion en cada tubo/pocillo de reaccién.

Agregar 5 pl de lamuestra clinica o de los controles a los correspondientes pocillos/tubos de reaccion,
segun lo siguiente:

- Muestras a analizar: 5 pl de los ADN purificados correspondientes a cada muestra
- NC: 5 ul del reactivo Nuclease-free H,0

- PC:5 pl del reactivo PC C. trachomatis

El volumen final de reaccién es de 20 pl.
Se recomienda en todo momento, manipular las muestras en el area destinado para tal finy el PCen
el drea de amplificacion, para evitar contaminar el resto de los reactivos. Cerrar los tubos/pocillos

de reaccion e iniciar la reaccion en el termociclador.

4- Programacion del termociclador
Es necesario tener informacion bdsica respecto al manejo y programacion del termociclador a
utilizar, por lo cual se recomienda referirse al manual del instrumento correspondiente. Las

condiciones generales para llevar a cabo la reaccién qPCR, son las siguientes:

Condiciones generales

Programa Cuantificacidn absoluta
Volumen de reaccion 20 ul
Colorante de referencia pasivo* No contiene

Tipo de enzima (Taq) Hot Taq

Tipo de quimica Sonda de hidrdlisis

*Solo agregar en equipos que requieren colorantes pasivos

Detectores de fluorescencia

Deteccion Fluoréforo (absorcion/emision)
C trachomatis FAM (492 nm /516 nm)
IC HEX* (535 nm / 580 nm)

* El espectro de absorciéon/emisién es similar a JOE/VIC/JAK

Programa de amplificacion y deteccion

Temperatura Tiempo (min:seg) Ciclos Adquisicidn
Desnaturalizacion 952C 3:00 1 -
Inicial/Activacion Taq
952C 0:05 -
Amplificacion - 40 :
P 602C IESHb4-37104684-APN-DVPCY ARZANMAT

*Los datos de fluorescencia se deben registrar durante el paso de extensién (602C).
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5- Anadlisis de los resultados
Es importante tener informacién bdsica respecto al procedimiento de andlisis de datos del
termociclador utilizado en la reaccién de gqPCR, por lo cual se recomienda referirse al manual del

instrumento.

Para analizar las curvas de amplificacidn, ajustar la escala de fluorescencia para cada target a analizar (C.
trachomatis o IC). Es necesario fijar correctamente los siguientes parametros: linea de base (baseline)
y valor umbral de fluorescencia (threshold). Estos parametros pueden ser seleccionados de forma

automatica por el programa, de acuerdo al algoritmo que utiliza, o de forma manual.

Ambos parametros influyen en la determinacion del valor de Ct (ciclo que supera el valor umbral de

fluorescencia) para cada muestra.

O Lalinea de base debe comprender los ciclos de PCR en los cuales la sefial de fluorescencia se
encuentra por debajo de los limites de deteccién del instrumento (normalmente un rango de

valores de Ct desde 3 a 15).

0 El valor umbral de fluorescencia se debe fijar en la fase exponencial de las curvas de

amplificacion de las muestras positivas para el templados que se analiza. Por lo general, se fija
alrededor del 10% respecto a la fluorescencia maxima del plateau general de las curvas de

amplificacion.

6- Criterios de validacion del ensayo:

Una vez definidos los pardmetros anteriores, el ensayo se considera vdlido si se cumplen

simultaneamente las siguientes condiciones:

Control Deteccién en FAM™ Deteccién en HEX™
(Ct) (ct)
PC <33 .
NC _ -

* Eventualmente se pueden observar sefiales inespecificas para el PC en el canal HEX, que no
poseen forma sigmoidea y suelen aparecer en Ct > 34.

7- Interpretacion de los resultados para las muestras clinicas

- Se considera muestra detectable para C. trachomatis cuando, en el canal de fluorescencia FAM se
observa una curva de amplificacion que cruza el umbral (threshold), dando lugar a un valor de Ct <
40.

- Se considera muestra no detectable para C. trachomatis cuando, en el canal de fluorescencia FAM,

la curva de fluorescencia no cruza el umbral dando lugar 3 E—?Hﬁi%SE&QA%ﬁEW%%\W#?A%MAT
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de Ct > 40.

- Las muestras deben ademas detectar el IC, presentando una curva de amplificacion en el canal HEX
que cruce el umbral de fluorescencia con un Ct < 34. Sin embargo, puede ocurrir para muestras
detectables para C trachomatis (canal FAM), que se inhiba la amplificacion del IC (no detectable en
canal HEX), no invalidando el resultado (Ver nota 1 en la tabla que figura a continuacién). En caso de
gue una muestra resulte de dudosa interpretacion o invalida, se recomienda repetir el ensayo a partir

de una nueva purificacidon del ADN o recolectar una nueva muestra del paciente.

Deteccion en FAM  Deteccion en Interpretacion de la muestra del paciente
HEX

Detectable
Detectable (Ct<34) Vilido Presencia de ADN de C trachomatis
(Ct<40) No detectable

(Ct>34)[1]
No detectable Detectable Valido ADN de C trachomatis no detectado
(Ct > 40) (Ct < 34)
No detectable No detectable - Repetir
(Ct > 40) (Ct>34)[2]  Invdlido

[1] La deteccidn del IC en el canal de HEX (HEX detectable) no es requerida para validar resultados detectables
en el canal de FAM. Inhibicién de la gPCR, problema con la purificacion del ADN y/o en la recoleccion de la
muestra clinica.

LIMITACIONES DEL ENSAYO

O Cualquier resultado diagndstico obtenido con este kit debe ser interpretado en conjunto

con otros hallazgos clinicos y/o de laboratorio.

O Los resultados negativos no descartan la infeccidn por C. trachomatis y no deben ser la

Unica base de decision de manejo del paciente.
O  Unresultado positivo indica la deteccidn de acido nucleico de C. trachomatis.

O  Pueden surgir resultados falsos positivos debido a contaminacion cruzada por C
trachomatis, ya sea por muestras que contienen altas concentraciones de ADN

bacteriano o contaminacion debido a productos de PCR de reacciones anteriores.

O Los resultados falsos negativos pueden deberse a: recoleccién inadecuada de muestras;
degradacion del ADN bacteriano durante el envio/almacenamiento; la presencia de

inhibidores de qPCR en la muestra, etc.

|F-2024-37194684-APN-DVPCY AR#FANMAT
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ESPECIFICACIONES DEL ENSAYO
1- Sensibilidad Analitica - Limite de Deteccion (LoD)

Se determind la Sensibilidad Analitica del producto W Gene C. thrachomatis RT Detection a partir de
un panel de estdndares preparados con concentraciones de alrededor del LoD de la prueba. Los
estandares se generaron en ambas matrices bioldgicas (endocérvix y orina) a partir del ADN extraido
de la cepa de referencia de C. trachomatis LGV/L2/434 de concentracion conocida.

Se determind el limite de deteccién (LoD) empleando muestras de ADN correspondientes a
diferentes niveles de concentraciones de C. trachomatis, medidas por octuplicado a cada nivel
durante 5 dias consecutivos (tabla 1.1y 1.2). Se evaluaron 40 réplicas de cada nivel de concentracidn,
determinando el indice de Positividad correspondiente siguiendo las recomendaciones de la guia CLSI

EP-17.

Tabla 1.1: Determinacion del limite de deteccion de W Gene C. thrachomatis RT Detection en endocervix.

ENDOCERVIX
DIAS\CONC.(genomas/rxn) 0.0075 7,5 x10% 7,5x10°
1 8/8 8/8 5/8 2/8 0/8
2 8/8 8/8 5/8 4/8 0/8
3 8/8 8/8 7/8 2/8 0/8
4 8/8 8/8 5/8 0/8 0/8
5 8/8 8/8 3/8 0/8 0/8
TOTAL 40/40 40/40 25/40 8/40 0/40
% POSITIVOS 100 100 62,5 20 0

Tabla 1.2: Determinacion del limite de deteccion de W Gene C. thrachomatis RT Detection en orina.

| ORINA
DIAS\CONC.(genomas/rxn) ‘ 0.0075 7,5 x10* 7,5 x10°°
1 8/8 8/8 4/8 0/8 0/8
2 8/8 8/8 4/8 1/8 0/8
3 8/8 8/8 6/8 3/8 0/8
4 8/8 8/8 6/8 2/8 0/8
5 8/8 8/8 3/8 1/8 0/8
TOTAL 40/40 40/40 23/40 7/40 0/40
% POSITIVOS 100 100 57,5 17,5 0

El analisis de regresion Probit de los datos determiné que el WGene C. thrachomatis RT Detection

presenta un LoD de 0,024 genomas/rxn (4,8 genomas/ml) tanto para endocérvix como para orina.

|F-2024-37194684-APN-DVPCY AR#FANMAT
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2- Precision

2.1- Repetibilidad y Precisién intra-laboratorio

La precisién se determind a través de la evaluacién de una muestra clinica positiva fuerte (MC-P), una
muestra clinica positiva débil cercana al LoD (MC-LOD), una muestra negativa (MC-N) y el control positivo
del kit (PC) mediante un estudio de 20 x 2 x 2 (dias x corridas x réplicas), segun las recomendaciones
de la guia CLSI EPO5. La repetibilidad y precision intra-laboratorio se determiné empleando el
complemento de andlisis estadistico para Microsoft Excel (Analyse-it v6.15). El andlisis se realizd en

el instrumento CFX96® (Biorad). Los pardmetros obtenidos se resumen en la tabla 2.1.

El producto WGene C. thrachomatis RT Detection presenta para todas las muestras evaluadas un
coeficiente de variacidon (CV) <1 % (para el target especifico de C. trachomatis) y < 2% para el Control
interno (IC).

Tabla 2.1: Estudio de Repetibilidad y Precision Intra-laboratorio

Target: genes especificos de C.trachomatis (canal FAM)

MUESTRA Ct promedio Repetibilidad Presicidn Intra-Laboratorio
SD cv SD cv
MC-P 28,74 80 0,168 0,6% 0,189 0,7%
MC-LOD 32,11 80 0,173 0,5% 0,18 0,6%
PC 30,16 80 0,192 0,6% 0,268 0,9%

N: nimero de réplicas, SD: desvio estandar, CV: coeficiente de variacion, MC-P: muestra clinica positiva, MC-LOD: muestra
clinica positiva cercana al LOD, PC: control positivo.

Target: control interno (IC), (canal HEX)

MUESTRA Ct promedio Repetibilidad Presicién Intra-Laboratorio
SD cv SD cv
MC-P 28,91 80 0,313 1,1% 0,379 1,3%
MC-LOD 29,69 80 0,252 0,8 0,347 1,2%
MC-N 29,95 80 0,311 1% 0,409 1,4%

SD: desvio estandar, CV: coeficiente de variacion, MC-P: muestra clinica positiva, MC-LOD: muestra cliinica positiva cercana
al LOD, MC-N: muestrea clinica negativa.

2.2-  Precisién inter-laboratorio

La precisidn se determind a través de la evaluacién de una muestra clinica positiva fuerte (MC-P), una
muestra clinica positiva débil cercana al LoD (MC-LOD), una muestra negativa (MC-N) y el control positivo
del kit (PC) mediante un estudio de 3 x 5 x 5 (equipos x dias x réplicas), segun lo recomendado en la
guia CLSI EPO5. La precision inter-laboratorio se determiné empleando el complemento de andlisis
estadistico para Microsoft Excel (Analyse-it v6.15). Los 3 equipos empleados fueron: CFX96 (Bio-rad),
Step One Plus (Applied Biosystems), Rotor-Gene Q (Qiagen).

En la tabla 2.2 se muestra un resumen los valores de %CV obtenidos entre equipos (precisién inter-
laboratorio). IF-2024-37194684-APN-DVPCY AR#ANMAT
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Tabla 2.2: Estudio de Precision Inter-laboratorio

coeficiente de variacién inter-laboratorio < 5 %.
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El producto WGene C. thrachomatis RT Detection presenta para todas las muestras evaluadas un

Reproducibilidad

Target Muestra  Ct promedio

SD cv

MC-P 27,93 1,25 4,5%

C. trachomatis| MC-LOD 31,19 1,42 4,6%
PC 29,33 1,25 3,9%
MC-P 28,43 1,09 3,9%
IC MC-LOD 29,35 0,84 2,9%

MC-N 29,68 1,2 4%

SD: desvio estandar, CV: coeficiente de variacion, MC-P: muestra clinica positiva, MC-LOD: muestra clinica

positiva cercana al LOD, PC: control positivo, MC-N: muestra clinica negativa

3- Especificidad Analitica Analisis in silico

La exclusividad de cada secuencia de oligonucledtidos y sonda con su target del kit WGene C.
thrachomatis RT Detection, fue analizada in silico mediante NCBI blastn contra la base de datos
RefSeq de arqueas, bacterias y virus (N=905889 secuencias analizadas), y/o que puedan estar
presentes en la muestra clinica (ver Tabla 3.1) y contra la secuencia del genoma humano (Genome
Reference Consortium Human Build 38 patch release 14, GRCh38.p14). Se definié como reactividad
cruzada a la presencia de un par de cebadores y una sonda en una misma secuencia de un
microorganismo que no sea el target especifico, con una identidad nucleotidica superior al 80%. No

se encontrd reactividad cruzada con ninglin microorganismo ni con el genoma humano.

Tabla 3.1: Patégenos incluidos en el analisis de especificidad analitica — in silico

icroorganismo

Numero de acceso GenBank

Citrobacter freundii NZ CP033744.1
Clostridium perfringens NZ CP075979.1
Enterococcus faecium NZ CP038996.1

Yersinia enterocolitica

CP009456.1

Neisseria gonorrhea

NZ_LOIB01000074.1

Candida albicans

NC 032089.1 - NC 032096.1

Cryptococcus neoformans

NC 006670.1, NC 006679.1 - NC 006687.1, NC 006691.1 -

NC 006694.1

Gardnerella vaginalis

CP019058.1

Haemophilus influenzae

NZ _CP007470.1

Lactobacillus brevis CP015338.1
Mycobacterium smegmatis (Cp102344.1
Neisseria perflava CP079818.1

Prevotella intermedia

NZ CP019300.1

Providencia stuartii

NZ CP095443.1

Staphylococcus aureus

NC 007795.1

Staphylococcus epidermidis

NZ CP035288.1

Streptococcus pneumonia

NZ CP020549.1

|F-2024-37194684-APN-DVPCY AR#AN
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Streptococcus salivarius GCA_026262505.1

Herpes simplex virus type 1 X14112.1

Herpes simplex virus type 2 786099.2

Trichomonas vaginalis CMO044617.1 - CM044622.1
Chlamydophila pneumoniae NC 005043.1
Acinetobacter calcoaceticus NZ_CP020000.1

Moraxella osloensis NZ CP014234.1
Acinetobacter Iwoffi NZ CP072549.1
Bacteriodes caccae NZ CP072258.1
Bacteriodes fragilis NZ CP069563.1
Bifidobacillus longum NC 015067.1

Kingella kingae NZ_JACBKVvV000000000.1
Ureaplasma parvum NC 010503.1

Ensayo in vitro

Se evaluaron acidos nucleicos correspondientes a 18 microorganismos representativos del tracto
genitourinario (endocervix u orina) (Tabla 3.2), que podrian presentar reactividad cruzada y generar
resultados falsos positivos con el kit WGene C. thrachomatis RT Detection. Se analizaron cada uno
de estos ADN de microorganismos (aprox. 1x10° genomas/rxn) en hisopado endocervical y orina,

tanto en presencia como en ausencia de baja carga de C. trachomatis.

Tabla 3.2: Patégenos incluidos en el analisis de especificidad analitica — in vitro

P . e Resultado Resultado Resultado Resultado
Patdgeno identificado . .
C trachomatis IC C trachomatis IC

Klebsiella pneumoniae Negativo Positivo Negativo Positivo
Pseudomonas aeruginosa Negativo Positivo Negativo Positivo
Enterococcus fecalis Negativo Positivo Negativo Positivo
Morganella morganii Negativo Positivo Negativo Positivo
Streptococcus agalactiae Negativo Positivo Negativo Positivo
Enterobacter cloacae Negativo Positivo Negativo Positivo
Streptococcus pyogenes Negativo Positivo Negativo Positivo
Streptococcus anginosus Negativo Positivo Negativo Positivo
Proteus mirabilis Negativo Positivo Negativo Positivo
Serratia marcescens Negativo Positivo Negativo Positivo
Mycoplasma genitalium Negativo Positivo Negativo Positivo
Mycoplasma hominis Negativo Positivo Negativo Positivo
HPV 16 Negativo Positivo Negativo Positivo

HPV 18 Negativo Positivo Negativo Positivo
Bifidobacterium adolescentis Negativo Positivo Negativo Positivo
Haemophilus ducreyi Negativo Positivo Negativo Positivo
Lactobacilus acidophilus Negativo Positivo Negativo Positivo
Ureaplasma urealyticum Negativo Positivo Negativo Positivo

El producto no presentod reactividad cruzada con ninguno dlgfggggfgg%%gg}%%ﬁ\u@gE)?.VPCYAR#ANMAT
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Sustancias Potencialmente Interferentes

Se analizaron diferentes interferentes que podrian estar presentes en la muestra utilizada
(dependiendo de la matriz). Se evaluaron muestras clinicas débiles para Chamydia trachomatis (con
Ct>32y 2,45 equivalentes genomas/reaccidn), en presencia y ausencia de cada uno de los potenciales
interferentes por quintuplicado, siguiendo las recomendaciones de la guia del CLSI EPO7. Para
endocervix, las mayores concentraciones analizadas fueron: sangre (5%), mucina (0,8%), ADN
humano (1000 ug/l), y productos vaginales comerciales (KY Lubricante Intimo Gel (0,25 %), Prime
Sensual Excite Gel (0,25 %), Lomecan Vaginal Crema (0,25 %), Dermo Vagisil Desodorante Intimo
(0,25 %)). Para orina, las mayores concentraciones analizadas fueron: sangre (5%), bilirrubina (10
mg/ml), mucina (0,2%), glucosa (10 mg/ml), urea (300 mM), ac. urico (5 mM), Albumina sérica (5%)
y condiciones de pH 4 y 9. El andlisis de las sustancias demostré que no hubo interferencia con la
performance del producto WGene C. thrachomatis RT Detection para la amplificacién de ADN de C.

trachomatis, ni de su control interno.

4- Inclusividad

Se evaluaron muestras clinicas positivas tipificadas para los diferentes genotipos de C. trachomatis
(Tabla 4). El WGene C. thrachomatis RT Detection detecta los distintos genotipos de C thrachomatis

gue infectan a seres humanos.

Tabla 4: Andlisis de inclusividad con los diferentes genotipos de C.trachomatis.

Genotipo Resultado Resultado
C. trachomatis C trachomatis IC

A Positivo Positivo
B Positivo Positivo
D Positivo Positivo
E Positivo Positivo
F Positivo Positivo
G Positivo Positivo
H Positivo Positivo
| Positivo Positivo
K Positivo Positivo
L1 Positivo Positivo
L2 Positivo Positivo

La detectabilidad de todos los genotipos relevantes de infeccion por C. thrachomatis en humanos
estd garantizada con el disefio de las secuencias de los cebadores y la sonda del producto WGene C.

thrachomatis RT Detection. |F-2024-37194684-APN-DV PCY AR#ANMAT
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5- Validacién Clinica

La validacién clinica del WGene Chamydia trachomatis RT Detection se realizé mediante el andlisis
de 164 muestras clinicas provenientes de pacientes que presentaron sintomas clinicos compatibles
con infecciones urogenitales. Todas las muestras fueron previamente testeadas con métodos
utilizados habitualmente para el diagnéstico de infeccidn por C. trachomatis (cobas 4800 CT/NG test

(Roche), gPCR y PCR in house validadas clinicamente por las instituciones de Salud para

diagnéstico).

De las 164 muestras clinicas analizadas, 62 resultaron positivas y 102 negativas para C. trachomatis

(ver tabla 5.1).

Tabla 5.1: Tabla de contingencia 2 x 2 entre el WGene C. trachomatis RT Detection y ensayos de diagnéstico de referencia

Método de referencia
C. trachomatis
Positivo Negativo TOTAL
WGene C. Positivo 62 0 62
trachomatis RT N iv
Detection R 1 101 102
TOTAL 63 101 164

Los datos fueron analizados segun lo recomendado por guia CLSI EP-12 para ensayos cualitativos Como
se observa en la Tabla 5.2, el producto WGene C. trachomatis RT Detection, presentd una sensibilidad
estimada del 98,5 % (1C95: 91,8-99,7%) y una especificidad estimada del 100 % (IC95: 96,3-100,0%) con
los métodos de referencia (criterio de diagndstico) para la deteccién de C. trachomatis, en las muestras
analizadas. El test mostrd un valor predictivo positivo (VPP) del 100%, un valor predictivo negativo

(VPN) del 99% y una exactitud diagndstica del 99,4%.

Tabla 5.2: Concordancia entre el WGene C. trachomatis RT Detection y ensayos de diagnéstico de referencia.

|SE(%) ES(%) VPP (%) VPN (%) Exactitud (%)
98,5 100 100 99 99,4
SE: Sensibilidad, ES: Especificidad, VPP: Valor Predictivo Positivo, VPN: Valor Predictivo Negativo.

WGene C. trachomatis RT Detection

PRESENTACIONES
- Kit para 25 determinaciones (Codigo 1060084)
- Kit para 50 determinaciones (Codigo 1060085)
- Kit para 100 determinaciones (Cédigo 1060086)

|F-2024-37194684-APN-DVPCY AR#FANMAT
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Proyecto Cajas

Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

]
¥/ 25

’1, -20°C

’f 2-10°C (transporte)

[vo]

Cont.

1 x 110 uL Master Mix C. trachomatis (5x)
1 x — 28 uL Oligo Mix C. trachomatis
1x—500uL IC

1 x — 500 uL PC C. trachomatis

1 x 1,85 mL Nuclease-free H,O

Industria Argentina

-

d Wiener Laboratorios S.A.I.C.
Riobamba 2944

2000 Rosario — Argentina
htpp://www.wiener-lab.com.ar

Uso profesional exclusivo
Producto Autorizado A.N.M.A.T.
PM 1102-235
Dir. Téc.: Viviana E. Cétola
Bioquimica
IF-2024—37194684—APN-DVPCYA£R#ANMAT
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Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

]
¥ 50

’1, -20°C

’f 2-10°C (transporte)

[vo]

Cont.

1 x 220 uL Master Mix C. trachomatis (5x)
1 x — 55 uL Oligo Mix C. trachomatis
1Xx—500uL IC

1 x — 500 uL PC C. trachomatis

1 x 1,85 mL Nuclease-free H.O

Industria Argentina

[toT]

=

d Wiener Laboratorios S.A.1.C.
Riobamba 2944

2001 Rosario — Argentina
htpp://www.wiener-lab.com.ar

Uso profesional exclusivo
Producto Autorizado A.N.M.A.T.
PM 1102-235

Dir. Téc.: Viviana E. Ceétola
Bioquimica
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Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

]
¥ 100

’1, -20°C

’f 2-10°C (transporte)

[vo]

Cont.

1 x 440 uL Master Mix C. trachomatis (5x)
1 x — 110 uL Oligo Mix C. trachomatis
1Xx—500uL IC

1 x — 500 uL PC C. trachomatis

2 x 1,85 mL Nuclease-free H,O

Industria Argentina

[toT]

=

d Wiener Laboratorios S.A.1.C.
Riobamba 2944

2002 Rosario — Argentina
htpp://www.wiener-lab.com.ar

Uso profesional exclusivo
Producto Autorizado A.N.M.A.T.
PM 1102-235
Dir. Téc.: Viviana E. Ceétola
Bioquimica
WIENER Laboratorios 5.A.1.C

Dra. VIVIANA E. CETOLA

DIRECTORA TECHICA
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Proyecto rétulos

Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

Master Mix C. trachomatis (5x)

110 uL
4 20
i

[teT]

=

Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

Master Mix C. trachomatis (5x)

220 uL
4 20C
I

[toT]

-

Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

Master Mix C. trachomatis (5x)

440 uL
4 -200C
&

[toT]
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Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

Ic

5 500 UL
{ 200c
@

[toT]

=

Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

PC C. trachomatis
— 500 uL

{ 20c

[wo]

[teT]

=

Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

Nuclease-free H,O

1,85 mL
4 200C
m

[toT]

|F-2024-37194684-APN-DVPCY AR#FANMAT
2

Pégina 21 de 22



Riobamba 2944 S2003GSD
Rosario, Argentina

WWienel’ |ab Tel.: (54) 341 4329191

Moreno 1850 2°Piso - C1094AABB
Capital Federal Argentina

HACIENDO POSIBLE EL FUTURO www.wiener-lab.com

Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

Olgo Mix C. trachomatis (x 25 det)
— 28 UL

4 200c

[wo]

[toT]

-

Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

Olgo Mix C. trachomatis (x 50 det)
— 55uL

{ 200c

[wo]

[toT]

-

Wiener lab.
WGene C. trachomatis RT Detection

Olgo Mix C. trachomatis (x 100 det)
— 110 uL

4 200c

o]

[toT]

8 WIENER Laboratorios S.A.1.C

Dra. VIVIANA E. CETOLA
DIRECTORA TECNICA
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