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AVISOS

e Sélo para uso diagndstico in vitro.

e La confiabilidad de los resultados depende de una adecuada recolecciéon de muestras,
almacenamiento, transporte y procedimiento de procesamiento.

e Esta prueba ha sido validada para los siguientes tipos de muestras: esputo, cultivo y
lavado bronquial. Esta prueba no ha sido validada para ninguin otro tipo de
muestras.

e Almacene las muestras de ADN a < -20 °C hasta su uso y manténgalas en hielo
durante el uso.

e Lasensibilidad del ensayo puede disminuir si las muestras se congelan / descongelan
repetidamente o se almacenan durante un periodo de tiempo mas largo.

e El exclusivo tubo de PCR [EU 0.1 mL, tira de 8 tubos de pared delgada (Cat. No.
B77009) y EU 8-Optica acoplable tnica (Cat. No. B79501); BIOplasticos] deben
utilizarse para las reacciones de PCR de este producto.

e Lareaccidn de control de tipo salvaje siempre debe realizarse en cada ejecucién de
prueba.

e Elflujo de trabajo en el laboratorio debe proceder de manera unidireccional.

e Use guantes desechables y cambielos antes de ingresar a diferentes areas. Cambie los
guantes inmediatamente si estdn contaminados o tratelos con reactivo de
descontaminacién de ADN.

e Los suministros y equipos deben estar dedicados a las areas de trabajo y no deben
trasladarse de un area a otra.

e No pipetear por la boca.

e No coma, beba ni fume en areas de trabajo de laboratorio. Use guantes desechables
sin polvo, batas de laboratorio y protecciones para los ojos al manipular muestras y
reactivos. Lavese bien las manos después de manipular muestras y reactivos de
prueba.

e Evite la contaminacion de los reactivos al retirar alicuotas de los tubos de reactivos. Se
recomienda el uso de Tips de pipeta desechables, esterilizadas.

e No agrupe reactivos de diferentes lotes o de diferentes tubos del mismo lote.

e No utilice el producto después de su fecha de caducidad.

e No reutilice todos los articulos desechables.

e Use tubos con tapdn de rosca y evite cualquier posible salpicadura o contaminacion
cruzada de las muestras durante la preparacion.

e Tenga cuidado de no contaminar los reactivos con acidos nucleicos extraidos,
productos de PCR y control positivo. Para evitar la contaminacion de los reactivos, se
recomienda el uso de filtros-tips.

e Use areas de trabajo separadas y segregadas para cada trabajo.
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e Para evitar la contaminacién de las areas de trabajo con productos amplificados, abra
los tubos o tiras de reaccién de PCR solo en las dreas de trabajo designadas después de
la amplificacién.

e Almacene materiales positivos separados de los reactivos del kit.

e Los procedimientos de seguridad de laboratorio (consulte Bioseguridad en laboratorios
microbioldgicos y biomédicos y documentos CLSI)que deben tomarse al manipular
muestras. Limpie y desinfecte a fondo todas las superficies de trabajo con hipoclorito
de sodio al 0.5% (en agua desionizada o destilada). Los componentes del producto
(residuos del producto, embalaje) pueden considerarse residuos de laboratorio.
Deseche los reactivos y desechos no utilizados de acuerdo con las regulaciones
federales, estatales y locales aplicables.

e Lafecha de caducidad es de 12 meses a partir de la fecha de fabricacién a < -20 °C.
Consulte la etiqueta para la fecha de caducidad final.

e Lamarcadel" CFX96™ Real-time PCR Detection System-IVD" se cambia a " CFX96™ Dx
System". Como no hay cambios de hardware en los sistemas, se espera obtener los
mismos resultados de ambos sistemas.

e "CFX Manager ™ Dx Software v3.1" es una versién de actualizacidon de "CFX Manager ™
Software-1VD v1.6". El software actualizado incluye mejoras en el menu "Ejecutar".
Estas mejoras no afectan los resultados del analisis de datos; por lo tanto, los
resultados seran los mismo.

e Este kit esta destinado a ayudar en el diagndstico diferencial de infecciones por
patdgenos diana; Mycobacterium tuberculosis y su resistencia a los farmacos
antituberculosos de primera linea (isoniazida y rifampicina) y a los farmacos
antituberculosos de segunda linea (fluoroquinolonas y farmacos inyectables).

USO PREVISTO

Allplex ™ MTB / MDR / XDRe Detection es una prueba cualitativa in vitro para la deteccion
Unica o multiple de Mycobacterium tuberculosis y su resistencia a los farmacos
antituberculosos de primera linea (isoniazida y rifampicina) y a los farmacos antituberculosos
de segunda linea (fluoroquinolonas y farmacos inyectables) de muestras de esputo, cultivo o
lavado bronquial de pacientes sintomaticos. Cubre 7 mutaciones que causan resistencia a la
isoniazida en el gen katG y la regidon promotora inhA, 18 mutaciones que causan resistencia a
la rifampicina en el gen rpoB, 7 mutaciones que causan resistencia a las fluoroquinolonas en el
gen gyrA y 6 mutaciones que causan resistencia a farmacos inyectables en el gen rrs y el
promotor eis region.
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PRINCIPIOS Y RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO

1. Principios

Seegene posee dos tecnologias sobresalientes relacionadas con la PCR: la tecnologia de
oligonucledtidos de cebado dual (DPO ™) y la tecnologia TOCE ™. DPO ™ es una herramienta
fundamental para bloquear la extension de plantillas cebadas no especificamente, lo que
permite el disefio y desarrollo de ensayos con una especificidad excepcionalmente alta. La
fuerza vy la utilidad de la tecnologia DPO ™ se pueden incorporar con éxito en varios sistemas
de diagndstico molecular, como ensayos moleculares multiplexados y ensayos para la
deteccién de mutaciones puntuales. TOCE ™ es una tecnologia novedosa para lectura en
tiempo real basada en analisis de temperatura de fusién. Hasta ahora, el andlisis de la
temperatura de fusidn se ha visto limitado por varias limitaciones inherentes, a saber, el
disefo restringido de la sonda, la incapacidad de multiplexar de manera extensay eficiente y la
alta sensibilidad de las temperaturas de fusion debido a la variacién de secuencia en el sitio de
la sonda. La tecnologia TOCE ™ supera estas limitaciones proporcionando capacidades de
multiplexacién mejoradas, mejorando la flexibilidad del disefio de la sonda, proporcionando
una lectura que es independiente de la variacién de la secuencia objetivo y la compatibilidad
entre plataformas. La combinacién de las tecnologias DPO ™ y TOCE ™ permite la deteccién
simultanea en tiempo real de multiples mutaciones puntuales con alta especificidad.

Allplex ™ MTB / MDR / XDRe Detection es un ensayo de PCR multiplex en tiempo real que
permite la amplificacidn y deteccidn simultdneas de secuencias objetivo de Mycobacterium
tuberculosis (MTB), 7 mutaciones que causan resistencia a isoniazida (INH) [katG S315I (ATC),
S315N ( AAC), S315T (ACC), S315T (ACA), promotor inhA -15 (T), -8 (A), -8 (C)], 18 mutaciones
gue causan resistencia a la rifampicina (RIF) [rpoB L511P (CCG), Q513K (AAA), Q513L (CTA),

Q513P (CCA), delecién de 3 aminoacidos en 513 ~ 516, D516V (GTC), D516Y (TAC), S522L
(TTG), $522Q (CAG), H526C (TGC), H526D (GAC), H526L (CTC), H526N (AAC), H526R (CGC),
H526Y (TAC), S531L (TTG), S531W (TGG), L533P (CCG)], 7 resistencia a fluoroquinolonas (FQ)
gue causa mutaciones [gyrA A90V (GTG), S91P (CCG), D94A (GCC), D94G (GGC), D94H (CAC),
D94N (AAC), D94Y (TAC)], 6 mutaciones que causan resistencia a farmacos inyectables [rrs
1401 (G), 1402 (T), 1484 (T), el promotor eis -37 (T), -14 (T), -10 (A)] y Control interno (IC).

Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection incluye control interno. El control interno se agrega para
monitorear las muestras procesadas que contienen sustancias que pueden interferir con la
amplificacion por PCR.

La especificidad de los oligonucleétidos dirigidos a mutaciones en Allplex™ MTB/MDR/XDRe
Detection se puede confirmar mediante el control de tipo salvaje (WTC). El control de tipo
salvaje esta disefiado para exhibir el mismo patrdn de resultados que el de la muestra de M.
tuberculosis susceptible a farmacos. La reaccion de control de tipo salvaje siempre debe
realizarse para cada ejecuciéon de prueba, y el resultado de resistencia a los medicamentos de
muestras desconocidas se analiza en funcién del resultado del control de tipo salvaje.
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El sistema uracil-ADN glicosilasa (UDG) -dUTP se emplea en Allplex™ MTB/MDR/XDRe
Detection. El sistema UDG-dUTP se usa comunmente cuando se realiza PCR para eliminar el
arrastre de amplicén, ya que la UDG escinde los residuos de uracilo del ADN al escindir el

enlace N-glicosilico.

2. Descripcion del procedimiento

Muestras
(esputo, cultivo y lavado bronquial)

Extraccion de acido nucleico

Acido Nucleico

Amplificacion y deteccion simultaneas
utilizando Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection.

Analisis de resultados
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INFORMACION DEL CONTEXTO

1. Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad bacteriana infecciosa causada por Mycobacterium
tuberculosis y se sabe que se propaga por el aire. Cuando las personas infectadas tosen,
escupen o hablan, los organismos de M. tuberculosis se dispersan en el aire. Solo una pequeiia
cantidad de M. tuberculosis es suficiente para causar una infeccién cuando se inhala. Sin
embargo, no todas las personas infectadas con M. tuberculosis se enfermaran; el sistema
inmunoldgico mata o protege a los gérmenes donde pueden permanecer inactivos durante
afos.

La incapacidad del sistema inmunolégico para controlar la infeccidon por M. tuberculosis
conduce a una enfermedad activa.

La tuberculosis y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) forman una combinacién
letal. El SIDA debilita el sistema inmunoldgico, y una persona que es positiva al virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) e infectada con M. tuberculosis tiene muchas mas
probabilidades de enfermarse de tuberculosis que alguien que es VIH negativo e infectado con
M. tuberculosis.

2. Tuberculosis farmacorresistente

Cuando se identifica a una persona con tuberculosis infecciosa, se debe iniciar un tratamiento
con medicamentos antituberculosos. Los medicamentos contra la tuberculosis mas comunes
(medicamentos de primera linea) son isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol. En
todos los paises encuestados se han documentado cepas resistentes a un solo farmaco; es
mas, han surgido cepas de M. tuberculosis resistentes a todos los principales farmacos
antituberculosos. Una forma particularmente peligrosa de tuberculosis farmacorresistente es
la tuberculosis multirresistente (MDR-TB), que se define como la enfermedad causada por M.
tuberculosis resistente a al menos dos de los farmacos antituberculosos mas eficaces y
comunmente utilizados, la isoniazida y Rifampicina. La MDR-TB esta presente en
practicamente todos los paises encuestados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). La
tuberculosis extensamente resistente a medicamentos (XDR-TB), un tipo relativamente raro de
MDR-TB, es resistente a isoniazida y rifampicina, ademas de resistente a cualquier
fluoroquinolona y al menos a uno de los tres medicamentos inyectables de segunda linea
(amikacina, kanamicina y capreomicina ). En julio de 2010, 58 paises y territorios habian
notificado al menos un caso de XDR-TB.
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3. Diagnéstico de tuberculosis y tuberculosis farmacorresistente

El diagndstico rapido y preciso de los pacientes sintomaticos es la piedra angular de las
estrategias globales para el control de la tuberculosis. Actualmente, la tuberculosis activa se
diagnostica mediante una evaluacién total de los sintomas, los signos clinicos y los resultados
de las pruebas. Los métodos de prueba de diagndstico para la tuberculosis incluyen la
radiografia de térax (rayos X), microscopia (tincién de bacilos dcido-resistentes (AFB)), cultivo y
diagndstico molecular. Junto con el cultivo como estandar de oro, los métodos de diagndstico
molecular basados en PCR se utilizan ampliamente para el diagndstico precoz de la
tuberculosis.

La deteccidén de la farmacorresistencia antes del inicio de una quimioterapia inadecuada
rescata la morbilidad, la mortalidad, los costos econédmicos y el tratamiento innecesario con
medicamentos ineficaces. Los métodos de rutina para las pruebas de susceptibilidad a los
medicamentos (DST), estandar de oro para el diagnéstico de la tuberculosis
farmacorresistente, son lentos y rara vez estan disponibles en entornos con recursos limitados.
El hecho de que a menudo se necesiten varias semanas para producir un resultado retrasa la
institucion de un tratamiento eficaz, por lo que aumenta el riesgo de transmisién de M.
tuberculosis farmacorresistente a los contactos. Ademas, los pacientes pueden recibir una
terapia inapropiada que amplifica la resistencia y compromete adn mas la posibilidad de un
resultado exitoso del tratamiento. Por lo tanto, un diagndstico preciso, simple y rapido es
necesario para un cribado eficaz y proporciona una asistencia clinica util para el tratamiento
adecuado de la lucha mundial contra la tuberculosis.

Los avances recientes en la DST fenotipica incluyen el uso de indicadores de crecimiento de
micobacterias y ensayos basados en fagos. Aunque estos métodos pueden informar la
resistencia fenotipica en 2 a 10 dias, el cultivo de M. tuberculosis viable representa un riesgo
para la salud del personal de laboratorio y, por lo tanto, requiere altos niveles de bioseguridad.
Para superar estas limitaciones y mejorar la velocidad de deteccidn de la resistencia a los
farmacos, se han desarrollado numerosos métodos basados en PCR.

Sin embargo, la gran cantidad de polimorfismos de un solo nucleétido no sindnimos (nsSNP)
que confieren resistencia sigue siendo un desafio importante para el desarrollo exitoso de
métodos de prueba genotipicos. Ademads, muchos de estos métodos basados en PCR se ven
obstaculizados por la necesidad de procesamiento posterior para permitir la deteccién de
nsSNP dentro del dominio amplificado por PCR (p. Ej., Hibridacién con oligonucleétidos
inmovilizados, micromatrices, hibridacién dot-blot, cromatografia liquida de alto rendimiento
desnaturalizante y secuenciacién de ADN ).
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Las mutaciones diana de Allplex ™ MTB / MDR / XDRe Detection se resumen en la siguiente

tabla.

Mutaciones objetivo de Allplex ™ MTB / MDR / XDRe Detection

Resistencia a Gen Mutaciones objetivo
droga relacionado
Resistencia a la katG S315I S315N S315T S315T
isoniazida (AGC>ATC) (AGC—>AAC) (AGC—>ACC) (AGC->ACA)
(INH-R) Promotor -15 -8 -8
inhA (C->T) (T->A) (T=>C)
Resistencia a la rpoB L511P Q513K Q513L Q513pP
rifampicina® (CTG->CCG) (CAA->AAA) (CAA-CTA) (CAA->CCA)
(RIF-R) 3a.a. D516V D516Y S522L
supresion (GAC->GTC) (GAC->TAC) (TCG->TTG)
en 513~ 516
$522Q H526C H526D H526L
(TCG>CAG) (CAC->TGC) (CAC->GAC) (CAC->CTC)
H526N H526R H526Y S531L
(CAC->AAC) (CAC—>CGC) (CAC—>TAC) (TCG->TTG)
S531W L533P
(TCG>TGG) (CTG—>CCG)
Resistencia a gyrA A90V S91P D94A D94G
fluoroquinolonas (GCG>GTG) (TCG->CCG) (GAC—>GCC) (GAC->GGC)
(FQ-R) D94H D94N Do4Y
(GAC->CAC) (GAC—>AAC) (GAC-TACQ)
Resistencia a rrs 1401 1402 1484
farmacos (A>G) (C->T) (G->T)
inyectables Promotor eis -37 -14 -10
(Inj. Droga-R) (G->T) (C->T) (G>A)

! También se detectan nueve mutaciones adicionales con la misma mutacién en la misma base
(subrayadas): Q513N (CAA—>AAT), D516F (GAC->TTC), D516V (GAC->GTG), H526F (CAC->TTC),
H526G (CAC>GGC), H526L (CAC>CTG), H526L (CAC—>CTT), H526S (CAC>AGC), and H526T

(CAC->ACC).
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REACTIVOS

Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection

Volumen
Simbolo Contenido Descripcion
MTBe TOM 250 uL Mezcla de oligo TOCE (TOM):
- Reactivo de amplificacidn y deteccidn
MDRe TOM 250 uL Mezcla de oligo TOCE (TOM):
- Reactivo de amplificacidn y deteccidn
XDRe TOM 250 pL Mezcla de oligo TOCE (TOM):
- Reactivo de amplificacidn y deteccidn
| PREMIX EM1 250 uL X 3 - ADN polimerasa
- Uracil-DNA glicosilasa (UDG)
- Tampdn que contiene dNTP
MTB/DRe PC 150 plL Control positivo (PC):
- Mezcla de clones de patdgenos e IC
MTB/DRe IC 500 pL Control interno exégeno (Cl) para
Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection
[ conTROL [ W] MTB/DRe 150 pL Control de tipo salvaje (WTC):
WTC - Mezcla de clones de MTB de tipo salvaje
objetivos y clones de IC
Agua libre de 1000 pL Calidad ultrapura, grado PCR
ARNasa X3
DNA |ES Solucion de 10 mL Reactivo para extraccidn de ADN bacteriano
extraccién de
ADN
[j:i] Manual de usuario
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ALMACENAMIENTO Y MANIPULACION

Todos los componentes del Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection deben almacenarse a<-20°
C. Todos los componentes son estables en las condiciones de almacenamiento recomendadas
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta. El rendimiento de los componentes del kit
no se ve afectado por hasta 5 congelaciones/descongelaciones. Si los reactivos deben usarse
solo de manera intermitente, deben almacenarse en alicuotas.

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS

e NALC-NaOH (0,5% NALC, 2% NaOH y 1,47% citrato trisédico) o 4% NaOH (1 N NaOH)
e Solucién 1X PBS

e Bucle o aguja de plastico desechable

e Guantes desechables sin polvo (latex o nitrilo)

e Pipetas (ajustables) y puntas de pipeta estériles

e Tubos de microcentrifuga de 1,5 ml

e Maquina de hielo

e Centrifuga de escritorio

e Mezclador Vortex

e Bloque de calor

e Banco limpio

e CFX96TM Real-time PCR Detection System (Bio-Rad)

e CFX96TM Dx System (Bio-Rad)

e EU 0.1 mL, Thin-wall 8-tube Strip, white (Cat. No. B77009; BlOplastics)

e EU 8-single attachable optical wide indented cap-strip (Cat. No. B79501; BlOplastics)
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PROTOCOL

1. Recoleccion, almacenamiento y transporte de muestras.

Nota: Todas las muestras deben tratarse como material potencialmente infeccioso. Solo se
permiten aquellos materiales de muestra, los cuales son recolectados, almacenados y
transportados atendiendo estrictamente a las siguientes reglas e instrucciones.

Nota: Para garantizar una alta calidad de la muestra, las muestras deben transportarse lo mas
rapido posible y a las temperaturas indicadas.

A. Coleccion de muestras

Esputo

e Darinstrucciones claras a los pacientes al recolectar muestras de esputo. Los pacientes
deben recolectar muestras al aire libre o lejos de otras personas. Los pacientes no
deben recolectar muestras en espacios reducidos como inodoros.

e Enjuague la boca con agua antes de recolectar el esputo. Los pacientes deben toser
profundamente para expectorar el esputo directamente en el recipiente.

e Una muestra de esputo debe tener un volumen de 3 a 5 ml.

Cultivo sélido (Ogawa)

e Las muestras pueden analizarse tan pronto como el crecimiento sea visible y durante
los siguientes 60 dias de incubacion.

e Lacolonia se puede recolectar con un bucle o aguja de plastico desechable. Evite
recolectar cualquiera de los medios Ogawa junto con la celda.

Cultivo liquido (MGIT)

e Lostubos indicadores del crecimiento de micobacterias (MGIT) se examinan a diario
con una ldmpara UV para detectar una fluorescencia naranja brillante en la parte
inferior del tubo reflejada en el menisco. Con la sefial positiva de fluorescencia,
pipetee 0,5 mL de muestra del fondo del tubo.

Lavado bronquial

e El médico debe recoger asépticamente el lavado bronquial en un recipiente estéril
mediante técnicas de aspiracidn o procedimientos quirurgicos.
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B. Almacenamiento y transporte de muestras

Muestra Almacenamiento y transporte

Esputo - El rendimiento puede verse afectado

Cultivo sélido (Ogawa) por el almacenamiento prolongado de
muestras.

Cultivo liquido (MGIT) 2~8°C 5 dias - Las muestras también deben cumplir

Lavado bronquial con las instrucciones locales y
nacionales para el transporte de
material patégeno.

* Duracion: El periodo de tiempo desde la recoleccién de la muestra hasta la prueba final
(incluye el transporte y el almacenamiento de las muestras antes de la prueba).

2. Pretratamiento de muestras

Esputo

1) Para extraccion manual de acidos nucleicos

e Agregue el mismo volumen de NALC-NaOH (0.5% NALC, 2% NaOH y 1.47% citrato
trisédico) a la muestra en el recipiente de esputo y agite en vortex durante 1 minuto.

Nota: Se puede utilizar NaOH al 4% (NaOH 1 N) en lugar de NALC-NaOH.

e Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente.

e Transferir 1,5 mL a un nuevo tubo estéril y centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm)
durante 5 minutos.

e Deseche el sobrenadante, agregue 1 mL de solucién de PBS 1X y mezcle bien.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos y desechar el sobrenadante
con una pipeta.

e Agregue 1 mL de solucidn 1X PBS y mezcle bien.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos y desechar el sobrenadante
con una pipeta.

Lavado bronquial

e Sin afadir NALC-NaOH, centrifugue 1,5 ml de muestra a 15.000 x g (13.000 rpm)
durante 5 minutos.

e Deseche el sobrenadante, agregue 1 mL de solucién de PBS 1X y mezcle bien.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos y desechar el sobrenadante
con una pipeta.
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3. Extraccion de acidos nucleicos

A. Control interno

Nota: El IC, incluido en el kit, permite al usuario no solo confirmar el procedimiento de
extraccién de acido nucleico, sino también identificar cualquier inhibicion de la PCR.

e Sedeben agregar 10 uL de MTB / DRe IC a cada muestra antes de la extraccion de
acido nucleico.

e ElCl se puede agregar directamente a la solucidn de extraccién de ADN o a la mezcla
de la muestra y la solucion de extraccién de ADN.

B. Kits de extraccion manual de acidos nucleicos

Nota: La soluciéon de extraccion de ADN se incluye en el Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection
kit.

Todas las muestras excepto las muestras de cultivo

e (Opcional) Agregue 1 mL de agua esterilizada al sedimento preparado, centrifugue a
15,000 x g (13,000 rpm) durante 5 minutos y deseche el sobrenadante con una pipeta.

e Afiada 100 pL de solucién de extraccion de ADN al sedimento y agite en el vortex
durante 30 segundos.

e Bloquee la tapa del tubo con un cierre de tapa y hierva a 100 ° C durante 20 minutos
en el bloque de calor.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos.

e Utilice 5 pL del sobrenadante como plantilla de PCR.

Cultivo sélido (Ogawa)

e Suspenda una colonia en 200 pL de solucién de extraccion de ADN en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml.

e Agite en el vortex durante 30 segundos.

e Cierre la tapa del tubo con un cierre de tapa y hierva a 100 ° C durante 20 minutos en
un bloque de calor.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos.

e Utilice 5 uL del sobrenadante como plantilla de PCR.

Cultivo liguido (MGIT)

e Transferir 0.5 mL del cultivo en la parte inferior a un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos.

e Deseche el sobrenadante y agregue 200 pL de solucidn de extracciéon de ADN al
sedimento.

e Agite en el vortex durante 30 segundos.

e Cierre la tapa del tubo con un cierre de tapa y hierva a 100 ° C durante 20 minutos en
un bloque de calor.
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e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos.
e Utilice 5 pL del sobrenadante como plantilla de PCR.

[ ]
4. Preparacion para PCR en tiempo real

Nota: Deben utilizarse tubos y tapas correctos (consulte MATERIALES NECESARIOS PERO NO
SUMINISTRADQS).

Nota: Se deben usar puntas con filtro resistentes a aerosoles y guantes ajustados al preparar
reacciones de PCR.

Tenga mucho cuidado para evitar la contaminacidn cruzada.
Nota: descongele completamente todos los reactivos en hielo.

Nota: centrifugue brevemente los tubos de reactivo para eliminar las gotas del interior de la
tapa.

Nota: Cada muestra se analizara simultdaneamente en tres reacciones separadas (MTBe, MDRe
y XDRe).

A. Preparar el Mastermix de la PCR.

5 uL MTBe TOM or MDRe TOM or XDRe TOM
5 uL EM1
5 pL RNase-free Water

15 pL Volumen total de PCR Mastermix
Nota: Calcule la cantidad total de cada reactivo necesaria en funcion del nimero de

reacciones, incluidas las muestras y los controles.
B. Mezclar con vdrtex radpido y centrifugar brevemente.
C. Coloque alicuotas de 15 pL de la mezcla maestra de PCR en tubos de PCR.

D. Afiada 5 pL de los acidos nucleicos de cada muestra en el tubo que contiene una alicuota de
la mezcla maestra de PCR.

15 pL PCR Mastermix
5 pL Acidos nucleicos de la muestra

20 pL Volumen Total de Reaccion

E. Cierre la tapa y centrifugue brevemente los tubos de PCR.
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F. Verifique que el liquido que contiene todos los componentes de PCR esté en el fondo de
cada tubo de PCR. Si no, centrifugue nuevamente a rpm mas altas por mas tiempo.

Nota: Se recomienda centrifugar los tubos de PCR antes de la PCR para eliminar las burbujas
de aire y recoger todos los liquidos residuales en el fondo de los tubos.

Correct Incorrect

Bubble

Nota: Utilice una nueva punta de pipeta estéril para cada muestra.

Nota: Para el control negativo (NC), use 5 L de agua libre de RNasa en lugar del 4cido nucleico
de la muestra.

Nota: Para el control positivo (PC), use 5 uL de MTB / DRe PC en lugar del 4cido nucleico de la
muestra.

Nota: Para el control de tipo salvaje (WTC), use 5 uL de MTB / DRe WTC en lugar del 4cido
nucleico de la muestra.

Nota: La reaccién de control de tipo salvaje siempre debe realizarse para cada ejecucion de
prueba, y el resultado de resistencia a los medicamentos de muestras desconocidas se analiza
en funcién del resultado del control de tipo salvaje.

Nota: Tenga cuidado de no contaminar de forma cruzada la mezcla maestra de PCR y las
muestras con control positivo o control de tipo salvaje.

Nota: No etiquete el tubo de reaccidn en su tapa. La fluorescencia se detecta en la parte
superior de cada tubo de reaccion.

|F-2023-09120848-APN-INPMAANMAT
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CONFIGURACION DEL INSTRUMENTO DE PCR EN TIEMPO REAL
Y ANALISIS DE RESULTADOS

1. CFX96TM Real-time PCR Detection System (CFX ManagerTM Software-IVD v1.6)
1.1. Configuracion del instrumento Real-time PCR

Nota: Para el analisis de datos simple en Seegene Viewer, instale cada tubo de reaccién MTBe,
MDRe, XDRe en la posicién especificada en el bloque de la siguiente manera.

- MTBe: columnal~4
- MDRe: columna5~ 8
- XDRe: columna 9 ~ 12

Nota: La configuracién del experimento del sistema de deteccién de PCR en tiempo real
CFX96TM (Bio-Rad) se puede dividir en tres pasos: configuracién del protocolo, configuracion
de la placa e inicio de ejecucion.

A. Configuracién de protocolo

1) En el menu principal, seleccione Archivo B Nuevo B Protocolo para abrir el Editor de

protocolos.

Fig. 1. Configuracion del protocolo. Cree un nuevo protocolo o cargue un protocolo existente
para la ejecucion
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2) En Protocol Editor, defina el perfil térmico de la siguiente manera:

Step No. of cycles Temperature Duration
1 1 95°C 15 min
2 95°C 30 sec
S 60°C 1 min
50
4 72°C 30 sec
5 GOTO Step 2, 49 more times
6 1 558 30 sec
7* 1 Melting curve 55°C ~ 85°C (5 sec/0.5°C)

* Lectura de placa en los pasos 3 y 7. Se detecta fluorescencia a 60 ° C y curva de fusion.

"Jrc‘..'-'.-: Editor - New et

Fie seting: [l
Bl 8 e sup [ane =] sample velume 20 |l Est Run Time 03:08:00 | 9
I 1 z : 3 5 4 ) 3 i 2

%0 C %0 ©
1 — =1 ! 8 £ L
i 20
B00 | (| %0 %0
] i & ] 213
r - -
i 2
L]
= 1 340 C for 1500
24 insent Swp %0 ¢ tor 00
3 600 € for 1200

| Insert Gradient + Plate Fead
= 4 Bi C for &3

(=] Insen GOTO 5 0
= 6 550 C for 0530

-y T MekCune 550 10 B850 . increment (5

2] Insert Mett Curve for G:05 + Plate Fiead

fioll Add Plate Aead 1o Step ENC
;éh Step Options
L Debete Step

0K Cancel

Fig. 2. Protocol Editor

3) Haga clic en la casilla junto a Sample Volume para ingresar directamente 20 pL.
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4) Haga clic en OK y guarde el protocolo para abrir la ventana Experiment Setup.

Experiment Setup 82
Options

[24] Protocol | () Piate [ u> Stan Run
L Create New,,. J Express Load

[ Select Existing,.. | =]
Selected Pratocol

Preview

Est. Run Time: 03:08:00 (% Wells-All Channels)

Fig. 3. Experiment Setup: Protocol

B. Configuracion de la placa

1) En la pestaiia Plate en Experiment Setup, haga clic en Create New para abrir la ventana del
Plate Editor.

Dxperiment Setup "
Options
(o] Provocol | UL Pt s> Start un |
Croate Now... w! Express Load
Select Existng.,, ) [OuichPlate 56 wells Al Channels. phd -
Selected Plate
OuickPlate %6 wells Al Channels, pid [ Edn Selected...
Préview
Fluorophores : FAM. HEX. Texas Red. CyS. Quasar W06 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
| 2 3 4 5 6 1 8 9 10 1 12
A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
Y Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
C Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
v Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
5 Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
r Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
[ «<Prev ] Next>> |

Fig. 4. Editor de placas. Crea un plato nuevo
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2) Haga clic en Select Fluorophores para indicar los fluoréforos (FAM, HEX, Cal Red 610 y
Quasar 670) que se utilizaran y haga clic en OK.

»e il S
Fle Semngt  Took
Bl i“r Zoom 100% * [l Scan Mode | AR Chanoels wl Wl Groups ? ) Frote Loacing Guide
| e ) 4 o o 7 o J 0 L " ’_o. Sekec! Fluoreghores
) S T e | T o
~TR ' anple Type =
8
Chaveet *haotoph Jeected (&
2 - "\ —t
€ V\ —
& setracki ==
" o Red § ,\ — W Exvenment Semogn
. o [
3 - - Fo Cloar Replicate ¢
Quasy \ _j Clear Wells
O Lancel
Plste Type : BR Clear o Cancel

Fig. 5. Seleccione fluoréforos (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670)

3) Seleccione los pocillos donde se colocara el tubo de PCR y seleccione su tipo de muestra en
el menu desplegable Tipo de muestra.

- Desconocido: Muestras clinicas y controles de tipo salvaje
- Negative Control

- Positive Control

4) Haga clic en las casillas de verificacién apropiadas (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670)
para especificar los fluoréforos que se detectaran en los pocillos seleccionados.

5) Escriba Sample Name y presione la tecla Intro.

Nota: En los casos de control de tipo salvaje, se debe escribir el nombre correcto de la
siguiente manera.

- WTCe para la reaccién MTBe
- MWTCe para reaccién MDRe

- XWTCe para reacciéon XDRe

|F-2023-09120848-APN-INPMAANMAT
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6) En Settings del Plate Editor del menu principal, elija Plate Size (96 wells) y Plate Type

(BR White).

g

: (85 sewoct Fluorophores ...

mmmm’

cw ::ola Samgpie Type [ﬁ_cggem
Load Torget Namo
v FAm <nene>
(¥ HEX <none>
— ¥ Cal Rod 610 <none>
v L ’ ¥ r ’ r v r ¥
c | v |t | e | tex | tex | tex | e | Wel | tex | e | W | e 71 Quasar 6 <none>
Load Samole Name

2l

wEX
Cr Bad 430
Oumar 470 | Oumner 4

wEx wEX
0 |Cw wed 610 9 |Co med 432
Ovanar 679 | Quamar 439 | Ovamer €70 | Ouaner 470 | Oumser 68 | Ouaner 69 | Ouaner 439 | Ouaar &0

Plate Type : BR wm-

(oK ] [ Cencel |

Fig. 6. Plate Setup
7) Haga clic en OK para guardar la nueva placa.

8) Volverd a la ventana Experiment Setup.

Opticns )
2] Protocol| (20 Piate [w> Startfun |

Express Load

Create New..,

-

Select Existing... {

Selected Plate
plate.pitd
FAM. HEX_ Cal Red 610, Quasar 670

Fluorophores: Plate Type: BR White

(EdnSelected... ]

Scan Mode: All Channels

3 4 8 9 10 11

e m m o O © >

5|5 5|55 55|
A E E E R A A LA
S B A A R K
A H BB
glE|E 5|5 R R R
A H L B Bl ke
flE|E 5|5 5 5 R
flE|E|5|5|5] 5|5
£|E|E|5|5|5)5)E
g|E|E|E|5 55| E
A B R

~
~
—

I I H B EH BB

v
v

Fig. 7. Experiment Setup: Plate

9) Haga clic en Next para comenzar a ejecutar.
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C. Comenzar a correr

1) En la pestafia Start Run en Experiment Setup, haga clic en Close Lid para cerrar la tapa del
instrumento.

Experiment Setup fre.sm
Options

(] Protocal | (i5) Pate "> St Run

Run Information
Protocol @ 1 pecd

Plate :  1phd
Notes

Scan Mode - Al Oharnels
Start Run on Selected Blocks)

Bock Name a Type Run Status Sample Volume Protocol ID
I e | Bl ide 2%

Y| Select Al Blocks

W Flash Bock Indcator c Open Ld a Cose Ud \

o Rt Run

<< Prev

Fig. 8. Close Lid

2) Haga clic en Start Run.

3) Almacene el archivo de ejecucidon en Mis documentos o en una carpeta designada. Ingrese
el nombre del archivo, haga clic en SAVE y comenzara la ejecucion.
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1.2. Analisis de los datos

A. Crear carpetas para exportar datos

1) Para guardar datos para todos los pasos de deteccion de curva de amplificacion del archivo

de resultados, cree una carpeta.

2) El nombre de la carpeta puede ser el deseado por el usuario (para la funcién "Seegene
Export", las carpetas "QuantStep3" y "MeltStep7" se crean automaticamente para guardar los
datos de cada curva de amplificacién en la carpeta creada por el usuario).

B. Preconfiguraciones para el analisis de datos en CFX Manager™

1) Después de la prueba, haga clic en la pestafia Cuantificacion para confirmar los resultados

de la curva de amplificacién.

—l-lo_ View  Settings Yool

o R B L L e —

e == )

No wells desgrated as Savcie Tyoe standad

VI FAM [V HEX W CaRed60 ) Ouaswr 670

Qoo Nrmber (3 -

I 1 2 3 4 s ¢ 7 3 S 10 1 12 Web O Pur & Comert O Seece O CB 0
A 3 -y ™ " oy ” Ik HIl  Cal Red 6 Unin 04
= HIZ  CalRed 6 Unin 58

A)l FAM  Unin %06
k& AR FAM  Unim R
0 A FAM  Unin %%
£ AM  FAM  Unin £
~ AB FAM  Unin ne

ADG FAM Unin N/A
$ A FAM  Unin A
M v v Unk | Uek In W Unk AN FAM Uakn N/A

Completed | | | Scan Mode: ANl Channels  Plate Type * BR White | Analysss Mode: Basedrs Subtracted Curve Fit

Fig. 9. Resultados de la curva de amplificacion
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2) Seleccione Seegene Export en el menu de herramientas.

‘iﬁ ?
oun | ] e e | ) 6 o |1 Mok Ot | 2 0 | £ o ot

No wells desgnated as Sarcie Type stondsd

SeoMmte (3 =
Wel 0 Rax & Coment O Seie O CO O
EOl  Cal Red 6 Unin a9
EQR  Caified 6 Unin =10
E03  Cal Ped § Unim 616
EOl  CaiRed & Unin =3
E05  Cal Red § Unin A0
E06  Col Ped 6 Unin “us
EO?  CalRed § Unin 2%
E0B  Cal Red 6 Unin an
E03  CalRed 6 Unin a0
EID  Cal Red § Unkn N/A

[ Scan Mode: Al Channels | Plate Type - BR White | Analysis Mode. Saseline Subtracted Curve Fit

Fig. 10. Seegene Export

3) Elija una ubicacién para guardar datos y haga clic en OK.

(2 Cata Anatysis - 1pcrd o @ B _
Fle View Settings Tooks

B &R A G veveorse. oo [k <) ? -

] e | 7 commton o[ ) et Orve |t v | ) o s o L) e Ovcmmten | ) | ) i iomten

Compleced !—g's«-m,um Plate Type - BR White | Analysis Mode: No Baseling Subtraction H(

Fig. 11. Seegene Exportar a la carpeta designada
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C. Configuracidn para el analisis de datos en Seegene Viewer

1) Abra el programa Seegene Viewer y haga clic en Opcion para seleccionar CFX96 en el
Instrumento.

e () Seegene

Vi3 Contrt sl
Panded Setmng ’ CFX96 Dx \

Nerdun/STAS Setung

Samgle Index Setmrg

Fig. 12. Seegene Viewer

2) Haga clic en Open para buscar el archivo guardado en la carpeta "QuantStep3", abra el
archivo de resultados y seleccione el kit de prueba en el meni PRODUCT.

e moue \ (D Seegene
| B e W @ e e B0 Sune

1 H00000000000
1900000000000 .,
000000000000 -
000000000000 | | =~ — .
290090009000000 o
‘000000000000
‘900000000000
000000000000
: : * .
B S

Fig. 13. Configuracion para el analisis de datos en Seegene Viewer
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3) Verifique el resultado para cada pocillo.

@@ = 8-

I Seegene

@ =i L oA

R BREE]
00000000000
r909090909000009 -

00000000009
9909990000000
:90909090000000
r9993900590006

900009000000 — —
9990390030006
@ rwina @rone Pro -

-

| E E{

g § 8|8 8¢
£

FH AL

Fig. 14. Resultado de la prueba en Seegene Viewer
4) Criterios de validez de los resultados de control

a. Ejecucién de ensayo valida

Para confirmar la validez de los experimentos, las series de PCR deben ir acompafiadas de PC
(control positivo) y NC (control negativo). La ejecucion del ensayo se determina como valida
cuando se cumplen todos los siguientes criterios:

Resultado del visor de Seegene (Ct)
Control Reaccion FAM HEX Cal Red Quasar Interpretacion
610 670 automatica
Control MTBe Ct<28 - - Ct<29 Control
Positivo MDRe - Positivo Positivo Positivo Positivo (+)
XDRe - Positivo Positivo Positivo
Control MTBe N/A - - N/A Control
Negativo MDRe - N/A N/A N/A Negativo (-)
XDRe - N/A N/A N/A

b. Ejecucién de ensayo no valida

En casos de falla de validez, los resultados no deben interpretarse ni informarse. Y la reaccién
de PCR debe repetirse.
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2. CFX96TM Dx System (CFX ManagerTM Dx Software v3.1)

2.1. Configuracidn del instrumento PCR Real-time

Nota: Para el andlisis de datos simple en Seegene Viewer, instale cada tubo de reaccién MTBe,
MDRe, XDRe en la posicion especificada en el bloque de la siguiente manera.

-MTBe: columnal~4
- MDRe: columna5~ 8
- XDRe: columna 9 ~ 12

Nota: La configuracién del experimento del CFX96TM Dx System (Bio-Rad) se puede dividir en
tres pasos:

Configuracion del protocolo, configuracion de la placa e inicio de ejecucion.
A. Configuracidn del protocolo

1) En el menu principal, seleccione File->New -» Protocol abrir Protocol Editor.

Fig. 1. Configuracion del protocolo. Cree un nuevo protocolo o cargue un protocolo existente
para la ejecucion
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2) En el Protocol Editor, defina el perfil térmico de la siguiente manera:

Step No. of cycles Temperature Duration
1 1 95°C 15 min
2 BT 30 sec
3* 60°C 1 min
50
4 72°C 30 sec
3 GOTO Step 2, 49 more times
6 1 55°C 30 sec
7" 1 Melting curve 55°C ~ 85°C (5 sec/0.5°C)

* Lectura de placa en los pasos 3 y 7. Se detecta fluorescencia a 60 ° C y curva de fusion.

ol Editor - New
File Settings Tools T
H _,‘E',. Insert Step | After | Sample volume [20 ul | Est Run Time 03:08:00
| 1 z H 3 ] | 5 6 i 7
| ®m ¢ wo c | 5 '
| | - | A
[ - 030 } | 7”0 C | T
||.lI 80 ¢ | o I %0 C 50 s T
| | T0 | P 030 i L1213
| ]
2
9 x|
— 1 %0 C for 1500
£4] insent Step » 2 %0 Cfor 00
3 600 € for 1:00
~_J Insert Gradient = Plate Aead
4 120 C for 3
=] Insent GOTO > :
= 6 550 C for 0030
[ = T MeiCuve 550 w8B0 C Incroment 05 C
E.J Insan Mkt Curve for 0:05 * Plate Aead
ENE

gl Add Plate Flead to Step
(2 Step Optians

[ Delete Step

0K Cancel

Fig. 2. Protocol Editor

3) Haga clic en la casilla Sample Volume para ingresar directamente 20 L.
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4) Haga clic en OK y guarde el protocolo para abrir la ventana Run Setup.

Run Setup
[ Protwcel |(EH) P‘Im] w» Start Fun |

Create New... ]
Select Existing... |

‘Selected Protocol
1.prcl

Est. Run Time: 03:08:00 (96 Walls-All Channels)

Express Load

Fig. 3. Run Setup: Protocol

B. Configuracion de la placa

1) Desde la pestaiia Plate en Run Setup, haga clic en Create New para abrir la ventana Plate

Editor.

Run Setup s

(4] Protoco | E£) le-\-)sunnunr

[ CreateNew.. W Express Load

[ Select Existing.., [QuickPiate. 96 wells Al Channels.pnd v

Selected Plate

OuickPlate_ 6 wells_All Channels, pid Edit Selected...

Preview

Fluorophores: FAM, HEX Texas Red. Cy5. Ouasar W5 Plate Type: BA Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 [ 5 § 7 0 3 10 1 2

Al uek Unk v | e I Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

v | um Unk v oo oo Unk unk Unk unk unk nk Unk

| ouek Unk uk I ue Unk unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

o | uek Unk Unk Unk [ Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

e | uek Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

Fl oumk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

6 | vk Unk I Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

ol o ok Jloue oo Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Uk

Py | | Next>>
Fig. 4. Plate Editor Crea un plato nuevo
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2) Haga clic en Select Fluorophores para indicar los fluoréforos (FAM, HEX, Cal Red 610 y

Quasar 670) que se utilizaran y haga clic en OK.

Exporenent Semngs

a2
& Cloae Raglic ate §
U

Claar Wels

Fig. 5. Seleccione fluoréforos (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670)

3) Seleccione los pocillos donde se colocara el tubo de PCR y seleccione su tipo de muestra en
el menu desplegable Sample Type.

- Desconocido: Muestras clinicas y controles de tipo salvaje
- Control negativo
- Control positivo

4) Haga clic en las casillas de verificacién apropiadas (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670)
para especificar los fluoréforos a detectar en los pozos seleccionados.

5) Escriba el Nombre de la muestra y presione la tecla Intro.

Nota: En los casos de control de tipo salvaje, se debe escribir el nombre correcto de la
siguiente manera.

- WTCe para la reaccion MTBe
- MWTCe para reaccion MDRe

- XWTCe para reaccion XDRe
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6) En Configuracion del menu principal del Plate Editor, elija Plate Size (96 wells) y Plate Type

(BR White).
e e - A |
Fle - Editing Took ?
Plate Size T
B - G Well Groups. |0 Trace Styles.. 33 Spreadiheet View/Impcrter (62 Pate Loading Guide
5 Seect Fuorophares...
A Sample Type  (Unknown )
Load Target Naerw
8 e o e x e . X e X = e ¥ FAM <none> v
Co Rad 410 | o et 1 Cal Ratt 030 | S At 410 | S Rt 40 Coladdi0 | Comaa it | CoRad 610 | Cotad 40 | Cotad 430 | Co it bio | Co it 'a .‘x
Qe 57 | D sm | Quasar 60 | QGuanwr 6% | Quaare 670 | Quanar $70 | Quanwr 670 | Quasr 70 | Quaner § | Guanar §7% | Quasr 60 | Quasae 50 L <none> v
—a ek — o e T - e ks W CalRed 610  <none> -
B ez l2]lE sl === = R
COn Sad 610 | Cof et 600 | S0 Rt 430 | T S S0 Co Aad 30 CoRed 620 | Comes 610 | Co Snd 600 | Co Rad 630 | Co S0t 610 | O R 61 Co Rt 630
Qe A% | Quaser 6 | Quaser 67 | Qe 6% | Quaser 670 | Quaser 59 | Quaner 6% | Quasr 4 | Quaser 678 | Quaner 67 | Queser 67 | Qumer 67 * Losd
NINU W—— . — - RIS - e > s"(m"‘:“““' .
D
Load Fephcate #
o 1 >
E € Peplicate Serles ]
ir
Experiment Semngs. ..
ras an (5 Cioar Baplicae ¢
F X HEX - e
CHRad A0 | CuRad 630 | Co et 012 [ CoRad A10 | Cotad 010 | ColBad 600 | Gl e 618 | Co Sad 410 | Col Rt 502 | ColRad 610 | G Rad 610 | G St 400 B Clear Wells
Quaner 4% e Quaner £ 4
I Exclude Wells in Analysis
6 : <
View — r—
Plate Tyow: BR White 15 Samole (1 Well Growp ) Biological Set. [ Well Note ] [tamd )
Fig. 6. Plate Setup

7) Haga clic en OK para guardar la nueva placa.

8) Volverd a la ventana Run Setup.

(] Prosocol ({ED Plate |uBe Start Aun |

Select "
Selected Plate
plate, phd
Preview

Fluorophores: FAM. HEX. Cal Red 610. Quasar 670

[Express Load

|

Plate Type: BR White

dit Selected,,.

Scan Mode: All Channels

3 4

8 ]

¥l=

AHHE BB

AR LE
HHEEHEE B
glelejele)|e|e|=
HHEHHEHBHE
BB
FlF|R|E|R|E 55|

BB B LR
HHEHHEHEBHE
gle|e|e|e|z|5|®

slele|ele)g)s

f

HHHEHEBHEBBE

-~
-~
w
o

Fig. 7. Configuracion de ejecucidn: plate

9) Haga clic en Next para comenzar a ejecutar.
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C. Comenzar a correr

1) En la pestafia Start Run en Run Setup, haga clic en Close Lid para cerrar la tapa del
instrumento.

Run Setup

] Protocal | [125) Plate uBr Stat Run

Run information
Protocol :  1.pecd
Plate :  1phd

Pectes

Scan Mode: Al Channels
Start Run on Selected Blockis)

Bock Name a Type Run Satus Sampie Volume I0/Bar Code
4 TOTERT 9EFX ide L]

| Select Al Blocks

@ Flash Bock ndcator | | /) Open Ld ) Cose Lid ‘\
g Start Fun

<< Prev

Fig. 8. Close Lid
2) Haga clic en Start Run.

3) Almacene el archivo de ejecucion en Mis documentos o en una carpeta designada. Ingrese
el nombre del archivo, haga clic en SAVE y comenzara la ejecucion.

2.2. Analisis de los datos

A. Crear carpetas para exportar datos

1) Para guardar datos para todos los pasos de deteccion de curva de amplificacion del archivo
de resultados, cree una carpeta.

2) El nombre de la carpeta puede ser el deseado por el usuario (para la funcion "Seegene
Export", las carpetas "QuantStep3" y " MeltStep7 " se crean automaticamente para guardar los
datos de cada curva de amplificacién en la carpeta creada por el usuario).
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B. Preconfiguraciones para el analisis de datos en CFX Manager™

1) Después de la prueba, haga clic en la pestafia Cuantificacion para confirmar los resultados
de la curva de amplificacion.

oA olped s et
O e s | G | (Foshors =] 7
] ot Curve Dt | 1] Gane Exvmann | 28 v Port | (] ek Drcmtin | @F custom Ot v | 1.

No wels designated as Sample Type standard

W FAM [V HEX [V CaRed€10 V] Quaser €70 e
| Web O Puor & Tomet O Cotert ) Samge O Ca 0
HO3  FAM Unin 461
HO4  FAM Unin Q2
HO5 FAM Urben 1746
06 FAM Urien NA
W7 FAM Unken NA
HO8 FAM Urken NA
HOY  FAM Urkn NA
W10 FAM Urden NA
- Fam 1 N/A

) | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Fig. 9. Resultados de la curva de amplificacion

2) Seleccione Seegene Export para Exportar Menu.

moscmp -Si} WW_/—; |?

[ owtsesen [H¢  Eootmimashees  + J et Give s | 1] Gone Emsnon | 8 ore | 1] ek Dt | 8F cusom D v | 1

No welis despnated as Sample Type standand

VI FAM VI HEX VI CHRed610 [V Quasar 670 Sep Number |3 v

FW‘QM A Toget ) Cortet O Semple O Ca O
Fi2 FaM Unkn ns
FO3 FAM Unkn s
FO& FAM Unkn ne
Fi5 FaM Unkn 175
FO6  FAM Urkn N/A
FO7  FAM Unin NA
Fo8 FAM Unien NA
FO9 FAM Unkn N/A
Fin Fam ke N/A

Completed | | Scan Mode: AR Channels | Plate Type: BR Whate | Baseline Setting: Saseline Subtracted Curve Fit i

Fig. 10. Seegene Export
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3) Elija una ubicacién para guardar datos y haga clic en OK.

s Data Analysis - 1pcrd

eoy

File View Settings Expor Tools

&y piate setvp ~ | 5 | [Fuorophore ~)| 2
ﬂw @wm[ um[%umml,ﬂﬂ &-w[@wm[@uml@ mouv-w[

RFU (10°3)

5 @ Control Parer
£ Recyie Bn

b Neow Foice

|| 7 FAM [V HEX [V ColRed 610 v 014
6§ H

2 ) 4

Make Now Folder |

T OMMOO®>»

L)

No wells desgnated as Semple Type standerd

) SeoNumber (3w

ot ) Semgle O Ca O
) 41,61
4321
1746
N/A
N/A
N/A
NA

N/A

Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: 8R White | Baseline Setting. Baseline Subtracted Curve it

Fig. 11. Seegene Exportar a la carpeta designada

C. Configuracion para el analisis de datos en Seegene Viewer

1) Abra el programa Seegene Viewer y haga clic en Option para seleccionar CFX96 Dx en el

Instrumento.

(] evument » AB7500 V14
@\! Lnguage ’ AB7S00V205 e

Wl Comaret & e

Sandard Satng * | CRaoe Dx
Nombus STARSRt Seng o[ \

w paradigm for

Fig. 13. Seegene Viewer

@
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2) Haga clic en Open para buscar el archivo guardado en la carpeta "QuantStep3", abra el
archivo de resultados y seleccione el kit de prueba en el meni PRODUCT.

@ e w ) 5 e () Seegene
O-I'-l P;:\rnln."”ulu“ — : L R o
1 23 45478 mNE P
00000000000
‘9900090000000 .
‘9909090900000 00
‘9990000000000 —] o — — =
‘r909900900000000 — o
‘9990000000000
‘9090090000000
900000000000
e I _—
v semet a
T T T T T T T T T : :
a |saseie]
N B
Fig. 13. Configuracion para el analisis de datos en Seegene Viewer
3) Verifique el resultado para cada pocillo.
0@ W e Sigter™ NTANCR DR Ovtecten 7 Seegene
.m.-u‘w . 1: 5 L G
‘H00000000000
9000000000000 o’
‘000000000000
900000000000
1000000000000 =
‘900000000000 .
1000000000000 P m————— = =
9000000000006
N @ Peama () et — 4
O ey st
e R T s e S o—
a0 w - '_ e
. = L 10K e Owp it wOnpkd wOmeks K
= —
e _— e
-y = R O e e ol T L
o o v— -a t - ! LI - 1 X |
w0y = R I Sl L x
EsE
o| = £
T e S e
—— T e L T .

Fig. 15. Resultado de la prueba en Seegene Viewer
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4) Criterios de validez de los resultados de control

a. Ejecucién de ensayo valida

Para confirmar la validez de los experimentos, las series de PCR deben ir acompaiadas de PC
(control positivo) y NC (control negativo). La ejecucidn del ensayo se determina como valida

cuando se cumplen todos los siguientes criterios:

Resultado del visor de Seegene (Ct)

Control Reaccion FAM HEX Cal Red Quasar Interpretacion
610 670 automatica

Control MTBe Ct<28 - - Ct<29 Control

Positivo MDRe - Positivo Positivo Positivo Positivo (+)
XDRe - Positivo Positivo Positivo

Control MTBe N/A - - N/A Control

Negativo MDRe - N/A N/A N/A Negativo (-)
XDRe - N/A N/A N/A

b. Ejecucién de ensayo no valida

En casos de falla de validez, los resultados no deben interpretarse ni informarse. Y la reaccién
de PCR debe repetirse.
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RESULTADOS

1. Informacion del analito

Fluoréforo ‘
MTB
FAM S _f Sin objetivo Sin objetivo
Cycles
RIF-R FQ-R
pog gyrA
. . 5 T
HEX Sin objetivo 2 g
Temp. Temp.
INH-R Injectable drug-R
katG inhA e s s
promoter promoter 1401G 14027
14347
5 5
Cal Red 610 Sin objetivo 5 { \ f \ 5
£ §
Temp.
Ic Ic ic
5 5
Quasar 670 2 | | \ :
g 3
Cyeles Temp. Temp.
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<MTBe>
Fluoréforo Analito Resultado en Seegene Viewer
FAM MTB MTB
Cal Red 610 IC IC

<MDRe>
Fluoréforo Analito Resultado en Seegene Viewer
RIF-R
HEX (18 mutaciones en rpoB) RIF-R
INH-R INH-R1 (katG)
(4 mutaciones en katG)
Cal Red 610 INH-R
(3 mutaciones en el INH-R2 (inhA)
promotor inhA)
Quasar 670 IC IC

<XDRe>
Fluoréforo Analito Resultado en Seegene Viewer
HEX FQ-R FQ-R
(7 mutaciones en gyrA)

Inj. droga-R Inj. drug-R1 (eis)

Cal Red 610 (3 mutaciones en el
promotor eis)
Inj. droga-R Inj. drug-R2 (rrs)

(2 mutaciones en rrs:
1401Gy 1484T)

Inj. droga-R Inj. drug-R3 (rrs 1402T)
(1 mutacién en rrs:
1402T)
Quasar 670 IC IC
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2. Interpretacion de los resultados

2.1. Reaccion MTBe

Valor C, Resultado

<45 Detectado (+)
>45 0 N/A No Detectado (-)

Resultado
IC Interpretacion
(Quasar 670)
1 + + MTB detectado
2 + - MTB no detectado
3 - + MTB detectadao
4 - - Invalido ¥

2.2. Reaccion MDRe

El resultado de la reaccion de MDRe depende del resultado de la reaccién de MTBe.

A. En caso de "MTB detectado"

Resultado
IC RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)
1 + + INH-R & RIF-R
detectado
2 + + - RIF-R detectado
3 - + INH-R detectado
4 - - MTB detectado
5 - +/- +/- Invalido %
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B. En caso de "MTB no detectado"

Resultado
[ RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)
1 + + Invalido *
2 + - Invalido *
3 + - + Invalido *
4 - - i
5 - +/- +/- Invalido ?

C. En caso de reaccion MTBe 'Invalido’

Resultado
[ RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)

1 + +

2 + -

3 + - + Invalido ¥

4 - -

5 - +/- +/-
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2.3. Reaccion XDRe

El resultado de la reaccidon de XDRe depende del resultado de la reaccién de MTBe.

A. En caso de "MTB detectado"

Resultado
IC RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)
1 + + FQ-R & Inj. drug-
R detectado
2 + + - FQ-R detectado
3 - + Inj. drug-R
detectado
4 - - MTB detectado
5 - +/- +/- Invalido ?

B. En caso de "MTB no detectado"

Resultado
[ RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)
1 + + Invalido *
2 + - Invalido *
3 + - + Invalido *
4 - - -
5 - +/- +/- Invalido ”
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C. En caso de reaccion MTBe 'Invalido’

Resultado
[ RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)
1 ] + o«
2 + -
3 + - + Invalido ¥
4 - _
5 - +/- +/-

2.4 Explicacién complementaria sobre Invalid

No valido 1) Repita la prueba de la extraccién de acido nucleico utilizando otra alicuota de la
muestra original. Si se muestra el mismo resultado en el acido nucleico reextraido, diluya la
muestra (1/10 ~ 1/100) en agua libre de ARNasa y repita la extraccion (después de agregar
MTB / DRe IC) y PCR.

No valido2) El resultado de la prueba de MTB es valido. Para confirmar el resultado de la
farmacorresistencia, repita la prueba de extraccion de acido nucleico usando otra alicuota de
la muestra original. Si se muestra el mismo resultado en el 4cido nucleico reextraido, diluya la
muestra (1/10 ~ 1/100) en agua libre de ARNasa y repita la extraccion (después de agregar
MTB / DRe IC) y PCR.

No valido3) No se detecta MTB pero se detecta resistencia a los medicamentos. Repita la
prueba de extraccién de acido nucleico utilizando otra alicuota de la muestra original. Si se
muestra el mismo resultado, consulte los resultados de otros métodos de diagndstico.
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3. Aplicacion a muestras clinicas

Muestra 1
Reaccién MTBe Reaccion MDRe Reaccién XDRe
15000 wl R 0’ o
0] A a.‘[,é ) i
] /i " [ i
i - 1t Eu[,:/f/ ~— — ,mé i — R R
E ] 20 a0 0 il [1] 0 %0 85 h 2] 5 [ B )
Nombre FAM HEX Cal Red 610 Quasar | Interpretacion
670 automatica
MTB IC MTB
37.71 - - - - 26.47
RIF-R | INH-R1 INH-R2 - IC RIF-R, INH-R1
1 - + + - - + (katG)
FQ-R | Inj. drug- | Inj. drug- Inj. IC
R1 R2 drug- Inj. drug-R2
R3
- - - + - +
Muestra 2
Reaccion MTBe _ Reaccion MDRe Reaccion XDRe
Nombre FAM HEX Cal Red 610 Quasar | Interpretacion
670 automatica
MTB IC MTB
42.6 - - - - 30.09
RIF-R INH-R1 INH-R2 IC -
2 - - - - - +
FQ-R Inj. Inj. Inj. IC
drug-R1 | drug-R2 | drug-R3 -
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SOLUCION DE PROBLEMAS

Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection

OBSERVACION CAUSAS PROBABLES SOLUCION
Los fluordéforos para el Seleccione los fluordforos correctos
analisis de datos no para el analisis de datos y exporte los

cumplen con el protocolo. | datos nuevamente. No hay necesidad
de repetir la prueba en este caso.

Sin senal Configuracidn incorrecta Verifique las condiciones del ciclo
del termociclador en térmico y repita la prueba con la
tiempo real configuracion correcta.
Almacenamiento Compruebe las condiciones de
incorrecto o fecha de almacenamiento (consulte la pagina
caducidad pasada del kit de | 11) y la fecha de caducidad (consulte
prueba la etiqueta) del kit de prueba y use un

kit nuevo si es necesario.

Ninguna sefial que incluya IC puede
indicar pérdida de acido nucleico
durante la extraccion. Asegurese de
utilizar el método de extraccidn
Fracaso de extraccién de recomendado.

acido nucleico Si se debe a inhibidores, vuelva a
extraer la muestra original o diluya la
muestra (1/10 ~ 1/100) en solucion
salina y repita la prueba desde el paso
de extraccion.

Si se observa la sefal del patégeno
objetivo pero no IC, entonces la
amplificacidn de IC puede haber sido

Alta carga de acido inhibida por un alto titulo del
No hay seiial de nucleico del patégeno. patdgeno objetivo. Para confirmar la
control interno sefial IC, diluya la muestra (1/10 ~

1/100) en solucidn salina y repita la
prueba desde el paso de extraccidn.
Presencia de inhibidor de Diluya la muestra (1/10 ~ 1/100) en

RT-PCR solucidn salina y repita la prueba
desde el paso de extraccion.
Seiiales de falso Descontamine todas las superficies e
positivo o objetivo Contaminacién instrumentos con hipoclorito de sodio
putativas observadas y etanol. Utilice inicamente puntas de
en el control negativo filtro durante todo el procedimiento y

cambie las puntas entre tubos. Repita
todo el procedimiento de extraccion
de acido nucleico con un nuevo
conjunto de reactivos.
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Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection

OBSERVACION

CAUSAS PROBABLES

SOLUCION

Putativo falso
negativo o ninguna
senal observada en

control positivo

Error en la recoleccion de
muestras

Verifique el método de recolecciéon de
muestras y vuelva a recolectarlas.

Almacenamiento
incorrecto de la muestra.

Vuelva a recoger la muestra y repita
todo el procedimiento. Asegurese de
gue la muestra se almacene como se
recomienda.

Error en la extraccion de
acido nucleico

Verifique el procedimiento de
extraccién de acido nucleico, asi como
la concentracidn de acido nucleico, y
vuelva a extraer el dcido nucleico.

Error al agregar acido
nucleico a los tubos de PCR
correspondientes

Verifique el nUmero de muestras de
tubos que contienen acido nucleicoy
asegurese de agregar acido nucleico
en los tubos de PCR correctos y repita
cuidadosamente la prueba si es
necesario.

Presencia de inhibidor

Diluya la muestra (1/10 ~ 1/100) en
solucidén salina y repita la prueba
desde el paso de extraccién.

Mezcla de PCR incorrecta

Confirme que todos los componentes
se agregan a la mezcla RTPCR (la
sensibilidad se ve comprometida con
la premezcla precompuesta). Todos los
reactivos deben homogeneizarse y
centrifugarse antes de su uso.

Solo se detectd el
subtipo del virus de la
influenza A pero no el
virus de la influenza A

Titulo bajo del acido
nucleico del patégeno

Los resultados deben interpretarse de
acuerdo con la tabla de interpretacion
proporcionada, pero se puede realizar
una nueva prueba si se desea con un
volumen reducido de agua libre de
ARNasa y un volumen mayor de acido
nucleico.

Picos en cualquier
ciclo de curva de
amplificacion

Burbuja en el tubo de PCR

Centrifugue el tubo de PCR antes de
ejecutarlo.
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RENDIMIENTO

1. Especificidad

La alta especificidad de Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection estd garantizada por los oligos
disenados especificamente para los objetivos de interés en las condiciones de reaccién
establecidas. Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection se probé para determinar la reactividad

cruzada con 122 patdgenos diferentes, y la amplificacion y deteccidn por PCR solo se identificé

en los objetivos especificados.

1.1. MTBe

Organismo

1 Mycobacterium tuberculosis KMRC | 0110-00007 + -
2 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L511P) ADN plasmido + +
3 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513K) ADN plasmido + +
4 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513L) ADN plasmido + +
5 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513P) ADN plasmido + +
6 Mycobacterium tuberculosis (rpoB 3 amino ADN plasmido + +
acid deletion in 513~516)
7 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516V) ADN plasmido + +
8 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516Y) ADN plasmido + +
9 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S522L) ADN plasmido + +
10 Mycobacterium tuberculosis (rpoB $522Q) ADN plasmido + +
11 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526C) ADN plasmido + +
12 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526D) ADN plasmido + +
13 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526L) ADN plasmido + +
14 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526N) ADN plasmido + +
15 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526R) ADN plasmido + +
16 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526Y) ADN plasmido + +
17 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531L) ADN plasmido + +
18 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531W) ADN plasmido + +
19 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L533P) ADN plasmido + +
20 Mycobacterium tuberculosis (katG ADN plasmido + +
S315T(ACC))
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Organismo

21 Mycobacterium tuberculosis (katG S315T(ACA)) ADN plasmido + +
22 Mycobacterium tuberculosis (katG S315N) ADN plasmido + +
23 Mycobacterium tuberculosis (katG S315I) ADN plasmido + +
24 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter - ADN plasmido + +
15T)
25 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter - ADN plasmido + +
8A)
26 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter - ADN plasmido + +
8C)
27 Mycobacterium tuberculosis (gyrA A90V) ADN plasmido + +
28 Mycobacterium tuberculosis (gyrA S91P) ADN plasmido + +
29 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94A) ADN plasmido + +
30 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94G) ADN plasmido + +
31 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94H) ADN plasmido + +
32 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94N) ADN plasmido + +
33 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94Y) ADN plasmido + +
34 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1401G) ADN plasmido + +
35 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1402T) ADN plasmido + +
36 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1484T) ADN plasmido + +
37 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter -37T) ADN plasmido + +
38 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter -14T) ADN plasmido + +
39 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + +
10A)
40 Mycobacterium abscessus ATCC 19977D-5 + -
41 Mycobacterium asiaticum KCTC 9503 + -
42 Mycobacterium avium (Chester) ATCC 700735 + -
43 Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291 + -
44 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis ATCC 19698 + -
45 Mycobacterium avium subsp. silvaticum ATCC 49884 + -
46 Mycobacterium avium subsp. suis ATCC 19978 + -
47 Mycobacterium celatum ATCC 51131 + -
48 Mycobacterium chelonae KCTC 9505 + -
49 Mycobacterium fallax KCTC 9508 + -
50 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 43266 + -
acetamidolyticum
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51 Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum KCTC 1122 + -
52 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 27408 + -
thermophilum
53 Mycobacterium gastri ATCC 25162 + -
54 Mycobacterium gordonae KCTC 9513 + -
55 Mycobacterium intracellulare ATCC 25122 + -
56 Mycobacterium kansasii KCTC 9515 + -
57 Mycobacterium lentiflavum ATCC 51988 + -
58 Mycobacterium malmoense ATCC 29571 + -
59 Mycobacterium marinum ATCC BAA535D-5 + -
60 Mycobacterium massiliense KCTC 19086 + -
61 Mycobacterium moriokaense KCTC 9516 + -
62 Mycobacterium mucogenicum KCTC 19088 + -
63 Mycobacterium neoaurum KCTC 19096 + -
64 Mycobacterium nonchromogenicum ATCC 25265 + -
65 Mycobacterium phlei KCTC 9087 + -
66 Mycobacterium porcinum KCTC 9517 + -
67 Mycobacterium seoulense KCTC 19146 + -
68 Mycobacterium simiae ATCC BAA-1478 + -
69 Mycobacterium smegmatis KCTC 9108 + -
70 Mycobacterium szulgai KCTC 9520 + -
71 Mycobacterium terrae KCTC 9614 + -
72 Mycobacterium triviale ATCC 23292 + -
73 Mycobacterium ulcerans ATCC 33728 + -
74 Mycobacterium vaccae KCTC 19087 + -
75 Arthrobacter oxydans KCTC 3383 + -
76 Arthrobacter woluwensis KCTC 9905 + -
77 Corynebacterium amycolatum KCTC 3432 + -
78 Corynebacterium aquaticum KCTC 9098 + -
79 Corynebacterium diphtheriae KCTC 3075 + -
80 Corynebacterium durum KCTC 19318 + -
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81 Corynebacterium flavescens KCTC 3414 + -
82 Corynebacterium genitalium ATCC 33030 + -
83 Corynebacterium glutamicum KCTC 1854 + -
84 Corynebacterium imitans ATCC 700354 + -
85 Corynebacterium jeikeium KCCM 41661 + -
86 Corynebacterium pseudodiphtheriticum ATCC 10700 + -
87 Corynebacterium striatum ATCC 43751 + -
88 Corynebacterium tuberculostearicum ATCC 35692 + -
89 Corynebacterium ulcerans ATCC 51799 + -
90 Corynebacterium xerosis KCTC 3435 + -
91 Dietzia sp. KCTC 19232 + -
92 Gordonia bronchialis KCTC 3076 + -
93 Gordonia polyisoprenivorans ATCC BAA-14 + -
94 Gordonia rubripertincta ATCC 27864 + -
95 Gordonia sputi KCTC 3436 + -
96 Nocardia abscessus ATCC 23824 + -
97 Nocardia asteroides KCTC 9956 + -
98 Nocardia blacklockiae ATCC BAA-1635 + -
99 Nocardia brasiliensis KCTC 9136 + -
100 | Nocardia farcinica KCTC 9958 + -
101 | Nocardia nova ATCC 33727 + -
102 | Nocardia pseudobrasiliensis ATCC 51512 + -
103 | Nocardia transvalensis ATCC 29982 + -
104 | Nocardia wallacei ATCC BAA-1636 + -
105 | Rhodococcus equi KCTC 1298 + -
106 | Candida albicans ATCC 7965 + -
107 | Escherichia coli KCCM 11591 + -
108 | Enterococcus faecalis ATCC 51299 + -
109 | Enterococcus faecium ATCC 51559 + -
110 | Haemophilus ducreyi ATCC 700724D-5 + -
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111 | Pseudomonas aeruginosa KCTC 47085D +
112 | Rothia dentocariosa KCTC 19319 +
113 | Streptococcus pneumoniae KCTC BAA-255D +
114 | Klebsiella pneumoniae KCCM 40890 +
115 | Staphylococcus aureus KCCM 40881 +
116 | Staphylococcus epidermidis KCCM 35494 +
117 | Streptococcus pyogenes KCCM 40411 +
118 | Streptococcus mitis KCTC 3556 +
119 | Neisseria meningitidis ATCC 700532D +
120 | Bordetella pertussis ATCC BAA-589D +
121 | Legionella pneumophila KCCM 41783 +
122 | Human genomic DNA (500 ng) Biochain | D1234275 +
1.2. MDRe

MDRT
INH-R RIF-R

Organismo

1 Mycobacterium tuberculosis KMRC | 0110-00007 + - -
2 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L511P) ADN plasmido + - +
3 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513K) ADN plasmido + +
4 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513L) ADN plasmido + +
5 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513P) ADN plasmido + +
6 Mycobacterium tuberculosis (rpoB 3 amino ADN plasmido + +
acid deletion in 513~516)
7 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516V) ADN plasmido + +
8 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516Y) ADN plasmido + +
9 Mycobacterium tuberculosis (rpoB $522L) ADN plasmido + +
10 Mycobacterium tuberculosis (rpoB $522Q) ADN plasmido + +
11 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526C) ADN plasmido + +
12 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526D) ADN plasmido + +
13 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526L) ADN plasmido + +
14 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526N) ADN plasmido + +
15 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526R) ADN plasmido + +
16 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526Y) ADN plasmido + +
17 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531L) ADN plasmido + +
18 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531W) ADN plasmido + +
19 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L533P) ADN plasmido + +
20 Mycobacterium tuberculosis (katG ADN plasmido + -
S315T(ACC))
21 Mycobacterium tuberculosis (katG ADN plasmido + -
S315T(ACA))
22 Mycobacterium tuberculosis (katG S315N) ADN plasmido + -
23 Mycobacterium tuberculosis (katG S315I) ADN plasmido + -
24 Mycobacterium tuberculosis (inhA ADN plasmido + -
promoter -15T)
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Organismo Cepa N° MDRTt
IC INH-R RIF-R

25 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter ADN plasmido +
-8A)
26 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter ADN plasmido +
-8C)
27 Mycobacterium tuberculosis (gyrA A90V) ADN plasmido +
28 Mycobacterium tuberculosis (gyrA S91P) ADN plasmido +
29 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94A) ADN plasmido +
30 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94G) ADN plasmido +
31 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94H) ADN plasmido +
32 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94N) ADN plasmido +
33 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94Y) ADN plasmido +
34 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1401G) ADN plasmido +
35 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1402T) ADN plasmido +
36 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1484T) ADN plasmido +
37 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido +
377)
38 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + - -
147)
39 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + - -
10A)
40 Mycobacterium abscessus ATCC 19977D-5 | + - -
41 Mycobacterium asiaticum KCTC 9503 + - -
42 Mycobacterium avium (Chester) ATCC 700735 + - -
43 Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291 + - -
44 Mycobacterium avium subsp. ATCC 19698 + - -
paratuberculosis
45 Mycobacterium avium subsp. silvaticum ATCC 49884 + - -
46 Mycobacterium avium subsp. suis ATCC 19978 + - -
47 Mycobacterium celatum ATCC 51131 + - -
48 Mycobacterium chelonae KCTC 9505 + - -
49 Mycobacterium fallax KCTC 9508 + - -
50 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 43266 + - -
acetamidolyticum
51 Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum KCTC 1122 + - -
52 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 27408 + - -
thermophilum
53 Mycobacterium gastri ATCC 25162 + - -
54 Mycobacterium gordonae KCTC 9513 + - -
55 Mycobacterium intracellulare ATCC 25122 + - -
56 Mycobacterium kansasii KCTC 9515 + - -
57 Mycobacterium lentiflavum ATCC 51988 + - -
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Organismo MDR*
INH-R RIF-R
58 Mycobacterium malmoense ATCC 29571 + - -
59 Mycobacterium marinum ATCC BAA535D-5 + - -
60 Mycobacterium massiliense KCTC 19086 + - -
61 Mycobacterium moriokaense KCTC 9516 + - -
62 Mycobacterium mucogenicum KCTC 19088 + - -
63 Mycobacterium neoaurum KCTC 19096 + - -
64 Mycobacterium nonchromogenicum ATCC 25265 + - -
65 Mycobacterium phlei KCTC 9087 + - -
66 Mycobacterium porcinum KCTC 9517 + - -
67 Mycobacterium seoulense KCTC 19146 + - -
68 Mycobacterium simiae ATCC BAA-1478 + - -
69 Mycobacterium smegmatis KCTC 9108 + - -
70 Mycobacterium szulgai KCTC 9520 + - -
71 Mycobacterium terrae KCTC 9614 + - -
72 Mycobacterium triviale ATCC 23292 + - -
73 Mycobacterium ulcerans ATCC 33728 + - -
74 Mycobacterium vaccae KCTC 19087 + - -
75 Arthrobacter oxydans KCTC 3383 + - -
76 Arthrobacter woluwensis KCTC 9905 + - -
77 Corynebacterium amycolatum KCTC 3432 + - -
78 Corynebacterium aquaticum KCTC 9098 + - -
79 Corynebacterium diphtheriae KCTC 3075 + - -
80 Corynebacterium durum KCTC 19318 + - -
81 Corynebacterium flavescens KCTC 3414 + - -
82 Corynebacterium genitalium ATCC 33030 + - -
83 Corynebacterium glutamicum KCTC 1854 + - -
84 Corynebacterium imitans ATCC 700354 + - -
85 Corynebacterium jeikeium KCCM 41661 + - -
86 Corynebacterium ATCC 10700 + - -
pseudodiphtheriticum
87 Corynebacterium striatum ATCC 43751 + - -
88 Corynebacterium tuberculostearicum ATCC 35692 + - -
89 Corynebacterium ulcerans ATCC 51799 + - -
90 Corynebacterium xerosis KCTC 3435 + - -
91 Dietzia sp. KCTC 19232 + - -
92 Gordonia bronchialis KCTC 3076 + - -
93 Gordonia polyisoprenivorans ATCC BAA-14 + - -
94 Gordonia rubripertincta ATCC 27864 + - -
95 Gordonia sputi KCTC 3436 + - -
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96 Nocardia abscessus ATCC 23824 + - -
97 Nocardia asteroides KCTC 9956 + - -
98 Nocardia blacklockiae ATCC BAA-1635 + - -
99 Nocardia brasiliensis KCTC 9136 + - -
100 | Nocardia farcinica KCTC 9958 + - -
101 | Nocardia nova ATCC 33727 + - -
102 | Nocardia pseudobrasiliensis ATCC 51512 + - -
103 | Nocardia transvalensis ATCC 29982 + - -
104 | Nocardia wallacei ATCC BAA-1636 + - -
105 | Rhodococcus equi KCTC 1298 + - -
106 | Candida albicans ATCC 7965 + - -
107 | Escherichia coli KCCM 11591 + - -
108 | Enterococcus faecalis ATCC 51299 + - -
109 | Enterococcus faecium ATCC 51559 + - -
110 | Haemophilus ducreyi ATCC 700724D-5 + - -
111 Pseudomonas aeruginosa KCTC 47085D + - -
112 | Rothia dentocariosa KCTC 19319 + - -
113 | Streptococcus pneumoniae KCTC BAA-255D + - -
114 | Klebsiella pneumoniae KCCM 40890 + - -
115 | Staphylococcus aureus KCCM 40881 + - -
116 | Staphylococcus epidermidis KCCM 35494 + - -
117 | Streptococcus pyogenes KCCM 40411 + - -
118 | Streptococcus mitis KCTC 3556 + - -
119 | Neisseria meningitidis ATCC 700532D + - -
120 | Bordetella pertussis ATCC BAA-589D + - -
121 | Legionella pneumophila KCCM 41783 + - -
122 | Human genomic DNA (500 ng) Biochain | D1234275 + - -
1.3. XDRe
Organismo XDR*+
IC FQ-R  Inj.
drug-R

1 Mycobacterium tuberculosis KMRC | 0110-00007 + - -

2 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L511P) ADN plasmido + - -

3 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513K) ADN plasmido + - -

4 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513L) ADN plasmido + - -

5 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513P) ADN plasmido + - -

6 Mycobacterium tuberculosis (rpoB 3 amino ADN plasmido + - -

acid deletion in 513~516)

7 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516V) ADN plasmido + - -

8 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516Y) ADN plasmido + - -

9 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S522L) ADN plasmido + - -

10 Mycobacterium tuberculosis (rpoB $522Q) ADN plasmido + - -

11 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526C) ADN plasmido + - -

12 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526D) ADN plasmido + - -
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13 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526L) ADN plasmido + - -
14 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526N) ADN plasmido + - -
15 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526R) ADN plasmido + - -
16 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526Y) ADN plasmido + - -
17 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531L) ADN plasmido + - -
18 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531W) ADN plasmido + - -
19 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L533P) ADN plasmido + - -
20 Mycobacterium tuberculosis (katG ADN plasmido + - -
S315T(ACC))
21 Mycobacterium tuberculosis (katG ADN plasmido + - -
S315T(ACA))
22 Mycobacterium tuberculosis (katG S315N) ADN plasmido + - -
23 Mycobacterium tuberculosis (katG S315I) ADN plasmido + - -
24 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter ADN plasmido + - -
-15T7)
25 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter ADN plasmido + - -
-8A)
26 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter ADN plasmido + -
-8C)
27 Mycobacterium tuberculosis (gyrA A90V) ADN plasmido + + -
28 Mycobacterium tuberculosis (gyrA S91P) ADN plasmido + + -
29 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94A) ADN plasmido + + -
30 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94G) ADN plasmido + + -
31 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94H) ADN plasmido + + -
32 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94N) ADN plasmido + + -
33 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94Y) ADN plasmido + + -
34 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1401G) ADN plasmido + - +
35 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1402T) ADN plasmido + - +
36 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1484T) ADN plasmido + - +
37 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + - +
37T)
38 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + - +
14T)
39 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + - +
10A)
40 Mycobacterium abscessus ATCC 19977D-5 + - -
41 Mycobacterium asiaticum KCTC 9503 + - -
42 Mycobacterium avium (Chester) ATCC 700735 + - -
43 Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291 + - -
44 Mycobacterium avium subsp. ATCC 19698 + - -
paratuberculosis
45 Mycobacterium avium subsp. silvaticum ATCC 49884 + - -
46 Mycobacterium avium subsp. suis ATCC 19978 + - -
47 Mycobacterium celatum ATCC 51131 + - -
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48 Mycobacterium chelonae KCTC 9505 + - -
49 Mycobacterium fallax KCTC 9508 + - -
50 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 43266 + - -
acetamidolyticum
51 Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum KCTC 1122 + - -
52 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 27408 + - -
thermophilum
53 Mycobacterium gastri ATCC 25162 + - -
54 Mycobacterium gordonae KCTC 9513 + - -
55 Mycobacterium intracellulare ATCC 25122 + - -
56 Mycobacterium kansasii KCTC 9515 + - -
57 Mycobacterium lentiflavum ATCC 51988 + - -
58 Mycobacterium malmoense ATCC 29571 + - -
59 Mycobacterium marinum ATCC BAA535D- + - -
5
60 Mycobacterium massiliense KCTC 19086 + - -
61 Mycobacterium moriokaense KCTC 9516 + - -
62 Mycobacterium mucogenicum KCTC 19088 + - -
63 Mycobacterium neoaurum KCTC 19096 + - -
64 Mycobacterium nonchromogenicum ATCC 25265 + - -
65 Mycobacterium phlei KCTC 9087 + - -
66 Mycobacterium porcinum KCTC 9517 + - -
67 Mycobacterium seoulense KCTC 19146 + - -
68 Mycobacterium simiae ATCC BAA-1478 + - -
69 Mycobacterium smegmatis KCTC 9108 + - -
70 Mycobacterium szulgai KCTC 9520 + - -
71 Mycobacterium terrae KCTC 9614 + - -
72 Mycobacterium triviale ATCC 23292 + - -
73 Mycobacterium ulcerans ATCC 33728 + - -
74 Mycobacterium vaccae KCTC 19087 + - -
75 Arthrobacter oxydans KCTC 3383 + - -
76 Arthrobacter woluwensis KCTC 9905 + - -
77 Corynebacterium amycolatum KCTC 3432 + - -
78 Corynebacterium aquaticum KCTC 9098 + - -
79 Corynebacterium diphtheriae KCTC 3075 + - -
80 Corynebacterium durum KCTC 19318 + - -
81 Corynebacterium flavescens KCTC 3414 + - -
82 Corynebacterium genitalium ATCC 33030 + - -
83 Corynebacterium glutamicum KCTC 1854 + - -
84 Corynebacterium imitans ATCC 700354 + - -
85 Corynebacterium jeikeium KCCM 41661 + - -
86 Corynebacterium pseudodiphtheriticum ATCC 10700 + - -
87 Corynebacterium striatum ATCC 43751 + - -
88 Corynebacterium tuberculostearicum ATCC 35692 + - -
89 Corynebacterium ulcerans ATCC 51799 + - -
90 Corynebacterium xerosis KCTC 3435 + - -
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91 Dietzia sp. KCTC 19232 + - -
92 Gordonia bronchialis KCTC 3076 + - -
93 Gordonia polyisoprenivorans ATCC BAA-14 + - -
94 Gordonia rubripertincta ATCC 27864 + - -
95 Gordonia sputi KCTC 3436 + - -
96 Nocardia abscessus ATCC 23824 + - -
97 Nocardia asteroides KCTC 9956 + - -
98 Nocardia blacklockiae ATCC BAA-1635 + - -
99 Nocardia brasiliensis KCTC 9136 + - -
100 | Nocardia farcinica KCTC 9958 + - -
101 | Nocardia nova ATCC 33727 + - -
102 | Nocardia pseudobrasiliensis ATCC 51512 + - -
103 | Nocardia transvalensis ATCC 29982 + - -
104 | Nocardia wallacei ATCC BAA-1636 + - -
105 | Rhodococcus equi KCTC 1298 + - -
106 | Candida albicans ATCC 7965 + - -
107 | Escherichia coli KCCM 11591 + - -
108 | Enterococcus faecalis ATCC 51299 + - -
109 | Enterococcus faecium ATCC 51559 + - -
110 | Haemophilus ducreyi ATCC 700724D-5 + - -
111 | Pseudomonas aeruginosa KCTC 47085D + - -
112 | Rothia dentocariosa KCTC 19319 + - -
113 | Streptococcus pneumoniae KCTC BAA-255D + - -
114 | Klebsiella pneumoniae KCCM 40890 + - -
115 | Staphylococcus aureus KCCM 40881 + - -
116 | Staphylococcus epidermidis KCCM 35494 + - -
117 | Streptococcus pyogenes KCCM 40411 + - -
118 | Streptococcus mitis KCTC 3556 + - -
119 | Neisseria meningitidis ATCC 700532D + - -
120 | Bordetella pertussis ATCC BAA-589D + - -
121 | Legionella pneumophila KCCM 41783 + - -
122 | Human genomic DNA (500 ng) Biochain D1234275 + - -

P ATCC: American Type Culture Collection

KCTC: Coleccion Coreana para Cultura Tipografica
KBPV: Banco de Corea para Virus Patdgenos

KCCM: Centro de Cultura Coreana de Microorganismos

t Las pruebas de especificidad se repitieron 3 veces.
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2. Sensibilidad

La sensibilidad se define como la concentracién mds baja de microorganismos que se puede
detectar de manera consistente (> 95% de resultados positivos entre todas las muestras
analizadas).

La sensibilidad del Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection se determiné utilizando ADN
plasmidico (de 10" a 10° copias / reaccién). El limite de deteccién para el Allplex™
MTB/MDR/XDRe Detection fue de 20 copias / reaccidn.

El Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection se dirige a los genes mpb64 e 1S6110 en cepas de MTB.
En presencia de multiples copias de la secuencia IS6110 en cepas de MTB, se mejoré la
sensibilidad de las pruebas de PCR. El analito MTB de AIIpIexT'VI MTB/MDR/XDRe Detection
detectd hasta 10 copias / reaccidon cuando hay multiples copias de la secuencia 1S6110
presentes en la cepa MTB.

3. Reproducibilidad

Se evalud la reproducibilidad de Allplex™ MTB / MDR / XDRe Detection entre sitios, lotes de
productos, experimentadores y puntos de tiempo utilizando 3 muestras de concentracion de
cada analito.

Las tasas positivas por concentraciéon cumplieron los criterios de deteccién (100% para
muestras positivas moderadas, 295% para muestras positivas bajas y <95% o no detectadas
para muestras negativas altas).

Los resultados fueron satisfechos con el conjunto de Criterios, lo que confirma el rendimiento
reproducible de Allplex™ MTB / MDR / XDRe Detection.

4, Sustancias interferentes

Esta prueba se realizé utilizando sustancias interferentes compuestas por 8 sustancias con el
fin de confirmar el rendimiento de |la deteccion AIIpIexT'vI MTB / MDR / XDRe en presencia de
posibles sustancias interferentes. No hubo ningun efecto sobre el resultado al agregar las
sustancias: deteccién no especifica o inhibicidn de la amplificacién del objetivo. Segun los
resultados, 8 sustancias interferentes no tuvieron ningun efecto en los resultados de la
deteccién Allplex™ MTB / MDR / XDRe.
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. Sustancias interferentes Concentracion
1 Mucina (glandula submaxilar bovina, tipo I-S) 60 pg/ml
2 Mupirocina (antibidtico, ungliento nasal) 6.6 mg/ml
3 Tobramicina (antibacteriana, sistémica) 4.0 ug/mi
4 Oximetazolina (aerosol nasal Afrin) 15% (v/v)
5 Zanamivir (farmaco anti-viral-Relenza) 3.3 mg/ml
6 Oseltamivir (farmaco antiviral-Tamiflu) 25 mg/ml
7 Isoniazida 50 pg/ml
8 Rifampicina 25 pg/ml

5. Estudio clinico

Se analizaron un total de 108 muestras clinicas con el ensayo de referencia y el Allplex™
MTB/MDR/XDRe Detection.

La tasa de concordancia de MTB, RIF-R, INH-R1, INH-R2, FQ-R, Inj. droga-R1, Inj. fdrmaco-R2 e
Inj. farmaco-R3 debe ser superior al 95%. Esta prueba de comparacién muestra una tasa de
concordancia del 100% en muestras clinicas entre el AIIpIexT'VI MTB/MDR/XDRe Detection vy el
ensayo de referencia. Por lo tanto, se confirma que la calidad del Allplex™ MTB/MDR/XDRe
Detection es valida.

Sensibilidad (en comparacion con el | Especificidad (en comparacidn con el

Analito ensayo de referencia) ensayo de referencia)
TP/(TP+FN) | %” | 95%CI? | TN/ (TN+FP) %" 95% CI°
MTB 96/96 100 97.3~100.0 12/12 100 78.6~100.0
RIF-R 80/80 100 96.7~100.0 16/16 100 83.6~100.0
INH-R1 59/59 100 95.4~100.0 37/37 100 92.7~100.0
INH-R2 29/29 100 90.7~100.0 67/67 100 96.0~100.0
FQ-R 40/40 100 93.2~100.0 56/56 100 95.1~100.0
Inj. drug-R1 7/7 100 65.7~100.0 89/89 100 97.3~100.0
Inj. drug-R2 41/41 100 93.4~100.0 55/55 100 95.1~100.0
Inj. drug-R3 0/0 - - 96/96 100 100

a) Sensibilidad: 100 X TP / (TP + FN)
b) Especificidad: 100 X TN / (FP + TN)

c) Se calcularon los intervalos de confianza del 95% bilaterales.
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SIMBOLOS

Leyenda de los simbolos utilizados en el manual y las etiquetas

Simbolo

Explicaciéon

IVD Dispositivo médico de diagndstico in vitro
LOT Codigo de lote
REF Numero de catalogo

Utilizar por fecha

.

Limite superior de temperatura

P

RIMER

Mezcla de oligonucledtidos para
amplificacion y deteccidn

PREMIX PCR Master Mix o Detection Mix
WATER Agua libre de ARNasa
DNA | ES Solucién de extraccion de ADN
CONTROL | + Control positivo (PC)
CONTROL | IC Control interno (IC)
CONTROL | W Control de tipo salvaje (WTC)

Fabricante

Fecha de manufactura

E

(@

REP

Representante autorizado en la Comunidad
Europea.

Consultar instrucciones de uso

<=

Contiene suficiente para <n> pruebas
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INFORMACION SOBRE PEDIDOS

Producto

Allplex™ TB series

TB10173Y Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection 50 rxns
TB10174X Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection 100 rxns*
TB9400Y Allplex™ MTB/MDRe Detection 50 rxns
TB9400X Allplex™ MTB/MDRe Detection 100 rxns*
TB9500Y Allplex™ MTB/XDRe Detection 50 rxns
TB9500X Allplex™ MTB/XDRe Detection 100 rxns*

* Solo para uso con Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS y
Seegene STARlet

Anyplex™ Il TB series

TB7500Y AnyplexTM Il MTB/MDR/XDR Detection 50 rxns
TB7301Y AnyplexTM Il MTB/MDR Detection 100 rxns*
TB7302Y AnyplexTM Il MTB/XDR Detection 50 rxns

Anyplex™ TB series

TB7200X AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) 100 rxns
TB7202Y AnyplexTM MTB/NTMe Real-time Detection 50 rxns
TB7202X AnyplexTM MTB/NTMe Real-time Detection 100 rxns*
TB7203Y Anyplex™ MTB/NTM Combi 50 rxns
TB7203X Anyplex™ MTB/NTM Combi 100 rxns*

* Solo para uso con Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS y
Seegene STARIet

Seeplex® TB series

TB2110Y Seeplex® MTB Nested ACE Detection (V2.3) 50 rxns
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Sistemas de extraccion automatizados

65415-02 Microlab NIMBUS VD EA
173000-075 Microlab STARIlet IVD EA
65415-03 Seegene NIMBUS EA
67930-03 Seegene STARlet EA
744300.4.UC384 STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit 384T / 1box

I W e W D1 Y- WN = NRINI= VETN NIV S

03/2019 V1.03 62

Pégina 62 de 134



© Seegene

Allplex™

Solo para uso profesional

MTB/MDR /XDRe Detection

(Cat. No. TB10174X)

Sistema de PCR multiplex en tiempo real para la deteccidn de Mycobacterium tuberculosis y su

resistencia a farmacos antituberculosos de primera linea (isoniazida y rifampicina) y farmacos

antituberculosos de segunda linea (fluoroquinolonas y farmacos inyectables) basado en

analisis de temperatura de fusién.

Para usar con:

1. Microlab NIMBUS IVD and Microlab STARIlet IVD

2. Seegene NIMBUS and Seegene STARlet

Para usar con:

1. CFX96TM Real-time PCR Detection System (CFX ManagerTM Software-IVD v1.6)

2. CFX96TM Dx System (CFX ManagerTM Dx Software v3.1)

c € lVD For in vitro diagnostic use only

REF RP%(}WW1 00

Seegene Inc.,

REF

RP101792 ; ; 25

Taewon Bldg., 91 Ogeum-ro, Songpa-gu, Seoul, Republic of Korea 05548

EC [REP
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AVISOS

e Sélo para uso diagndstico in vitro.

e La confiabilidad de los resultados depende de una adecuada recolecciéon de muestras,
almacenamiento, transporte y procedimiento de procesamiento.

e Este producto es solo para uso con Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIlet IVD,
Seegene NIMBUS y Seegene STARlet como maximo 5 ciclos separados.

e Esta prueba ha sido validada para los siguientes tipos de muestras: esputo, cultivo y
lavado bronquial. Esta prueba no ha sido validada para ninguin otro tipo de
muestras.

e Almacene las muestras de ADN a < -20 °C hasta su uso y manténgalas en hielo
durante el uso.

e Lasensibilidad del ensayo puede disminuir si las muestras se congelan / descongelan
repetidamente o se almacenan durante un periodo de tiempo mas largo.

e El exclusivo tubo de PCR [EU 0.1 mL, tira de 8 tubos de pared delgada (Cat. No.
B77009) y EU 8-Optica acoplable tnica (Cat. No. B79501); BIOplasticos] deben
utilizarse para las reacciones de PCR de este producto.

e Lareaccidn de control de tipo salvaje siempre debe realizarse en cada ejecucién de
prueba.

e Elflujo de trabajo en el laboratorio debe proceder de manera unidireccional.

e Use guantes desechables y cambielos antes de ingresar a diferentes areas. Cambie los
guantes inmediatamente si estan contaminados o tratelos con reactivo de
descontaminacién de ADN.

e Los suministros y equipos deben estar dedicados a las areas de trabajo y no deben
trasladarse de un area a otra.

e No pipetear por la boca.

e No coma, beba ni fume en areas de trabajo de laboratorio. Use guantes desechables
sin polvo, batas de laboratorio y protecciones para los ojos al manipular muestras y
reactivos. Lavese bien las manos después de manipular muestras y reactivos de
prueba.

e Evite la contaminacion de los reactivos al retirar alicuotas de los tubos de reactivos. Se
recomienda el uso de Tips de pipeta desechables, esterilizadas.

e No agrupe reactivos de diferentes lotes o de diferentes tubos del mismo lote.

e No utilice el producto después de su fecha de caducidad.

e No reutilice todos los articulos desechables.

e Use tubos con tapdn de rosca y evite cualquier posible salpicadura o contaminacion
cruzada de las muestras durante la preparacion.

I W e W D1 Y- WN = NRINI= VETN NIV S

03/2019 V1.03 3
Pégina 65 de 134



© Seegene

e Tenga cuidado de no contaminar los reactivos con dcidos nucleicos extraidos,

productos de PCR y control positivo. Para evitar la contaminacién de los reactivos, se
recomienda el uso de filtros-tips.

e Use areas de trabajo separadas y segregadas para cada trabajo.

e Para evitar la contaminacién de las dreas de trabajo con productos amplificados, abra
los tubos o tiras de reaccién de PCR solo en las areas de trabajo designadas después de
la amplificacién.

e Almacene materiales positivos separados de los reactivos del kit.

e Los procedimientos de seguridad de laboratorio (consulte Bioseguridad en laboratorios
microbioldgicos y biomédicos y documentos CLSI)que deben tomarse al manipular
muestras. Limpie y desinfecte a fondo todas las superficies de trabajo con hipoclorito
de sodio al 0.5% (en agua desionizada o destilada). Los componentes del producto
(residuos del producto, embalaje) pueden considerarse residuos de laboratorio.
Deseche los reactivos y desechos no utilizados de acuerdo con las regulaciones
federales, estatales y locales aplicables.

e Lafecha de caducidad es de 12 meses a partir de la fecha de fabricacién a < -20 °C.
Consulte la etiqueta para la fecha de caducidad final.

e Seegene NIMBUS y Seegene STARIet son el mismo equipo que Microlab NIMBUS IVD y
Microlab STARIet IVD, aunque el fabricante es diferente. Como no hay cambios de
hardware en el dispositivo, los resultados de la prueba son los mismos.

e Lamarcadel " CFX96™ Real-time PCR Detection System-IVD" se cambia a " CFX96™ Dx
System". Como no hay cambios de hardware en los sistemas, se espera obtener los
mismos resultados de ambos sistemas.

e "CFX Manager ™ Dx Software v3.1" es una versidn de actualizacion de "CFX Manager ™
Software-IVD v1.6". El software actualizado incluye mejoras en el menu "Ejecutar”.
Estas mejoras no afectan los resultados del analisis de datos; por lo tanto, los
resultados seran los mismo.

e Este kit estd destinado a ayudar en el diagndstico diferencial de infecciones por
patégenos diana; Mycobacterium tuberculosis y su resistencia a los farmacos
antituberculosos de primera linea (isoniazida y rifampicina) y a los farmacos
antituberculosos de segunda linea (fluoroquinolonas y farmacos inyectables).
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USO PREVISTO

Allplex ™ MTB / MDR / XDRe Detection es una prueba cualitativa in vitro para la deteccion
Unica o multiple de Mycobacterium tuberculosis y su resistencia a los farmacos
antituberculosos de primera linea (isoniazida y rifampicina) y a los farmacos antituberculosos
de segunda linea (fluoroquinolonas y farmacos inyectables) de muestras de esputo, cultivo o
lavado bronquial de pacientes sintomdaticos. Cubre 7 mutaciones que causan resistencia a la
isoniazida en el gen katG y la regidon promotora inhA, 18 mutaciones que causan resistencia a
la rifampicina en el gen rpoB, 7 mutaciones que causan resistencia a las fluoroquinolonas en el
gen gyrA y 6 mutaciones que causan resistencia a farmacos inyectables en el gen rrs y el
promotor eis region.

PRINCIPIOS Y RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO

1. Principios

Seegene posee dos tecnologias sobresalientes relacionadas con la PCR: la tecnologia de
oligonucledtidos de cebado dual (DPO ™) y la tecnologia TOCE ™. DPO ™ es una herramienta
fundamental para bloquear la extensidn de plantillas cebadas no especificamente, lo que
permite el disefio y desarrollo de ensayos con una especificidad excepcionalmente alta. La
fuerza y la utilidad de la tecnologia DPO ™ se pueden incorporar con éxito en varios sistemas
de diagndstico molecular, como ensayos moleculares multiplexados y ensayos para la
deteccién de mutaciones puntuales. TOCE ™ es una tecnologia novedosa para lectura en
tiempo real basada en andlisis de temperatura de fusién. Hasta ahora, el analisis de la
temperatura de fusién se ha visto limitado por varias limitaciones inherentes, a saber, el
disefo restringido de la sonda, la incapacidad de multiplexar de manera extensay eficiente y la
alta sensibilidad de las temperaturas de fusién debido a la variacidn de secuencia en el sitio de
la sonda. La tecnologia TOCE ™ supera estas limitaciones proporcionando capacidades de
multiplexacién mejoradas, mejorando la flexibilidad del disefio de la sonda, proporcionando
una lectura que es independiente de la variacidn de la secuencia objetivo y la compatibilidad
entre plataformas. La combinacidn de las tecnologias DPO ™ y TOCE ™ permite la deteccidn
simultanea en tiempo real de multiples mutaciones puntuales con alta especificidad.

Allplex ™ MTB / MDR / XDRe Detection es un ensayo de PCR multiplex en tiempo real que
permite la amplificacidn y deteccidn simultdneas de secuencias objetivo de Mycobacterium
tuberculosis (MTB), 7 mutaciones que causan resistencia a isoniazida (INH) [katG S315I (ATC),
S315N ( AAC), S315T (ACC), S315T (ACA), promotor inhA -15 (T), -8 (A), -8 (C)], 18 mutaciones
gue causan resistencia a la rifampicina (RIF) [rpoB L511P (CCG), Q513K (AAA), Q513L (CTA),
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Q513P (CCA), delecién de 3 aminoacidos en 513 ~ 516, D516V (GTC), D516Y (TAC), S522L
(TTG), $522Q (CAG), H526C (TGC), H526D (GAC), H526L (CTC), H526N (AAC), H526R (CGC),
H526Y (TAC), S531L (TTG), S531W (TGG), L533P (CCG)], 7 resistencia a fluoroquinolonas (FQ)
gue causa mutaciones [gyrA A90V (GTG), S91P (CCG), D94A (GCC), D94G (GGC), D94H (CAC),
D94N (AAC), D94Y (TAC)], 6 mutaciones que causan resistencia a farmacos inyectables [rrs
1401 (G), 1402 (T), 1484 (T), el promotor eis -37 (T), -14 (T), -10 (A)] y Control interno (IC).

Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection incluye control interno. El control interno se agrega para
monitorear las muestras procesadas que contienen sustancias que pueden interferir con la
amplificacion por PCR.

La especificidad de los oligonucleétidos dirigidos a mutaciones en Allplex™ MTB/MDR/XDRe
Detection se puede confirmar mediante el control de tipo salvaje (WTC). El control de tipo
salvaje estda disefiado para exhibir el mismo patrdn de resultados que el de la muestra de M.
tuberculosis susceptible a fdrmacos. La reaccion de control de tipo salvaje siempre debe
realizarse para cada ejecucién de prueba, y el resultado de resistencia a los medicamentos de
muestras desconocidas se analiza en funciéon del resultado del control de tipo salvaje.

El sistema uracil-ADN glicosilasa (UDG) -dUTP se emplea en Allplex™ MTB/MDR/XDRe
Detection. El sistema UDG-dUTP se usa comUnmente cuando se realiza PCR para eliminar el
arrastre de amplicén, ya que la UDG escinde los residuos de uracilo del ADN al escindir el
enlace N-glicosilico.

2. Descripcion del procedimiento

Muestras
(esputo, cultivo y lavado bronquial)

Extraccion de acido nucleico

Acido Nucleico

Amplificacion y deteccion simultaneas
utilizando Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection.

Analisis de resultados
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INFORMACION DEL CONTEXTO

1. Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad bacteriana infecciosa causada por Mycobacterium
tuberculosis y se sabe que se propaga por el aire. Cuando las personas infectadas tosen,
escupen o hablan, los organismos de M. tuberculosis se dispersan en el aire. Solo una pequefia
cantidad de M. tuberculosis es suficiente para causar una infeccién cuando se inhala. Sin
embargo, no todas las personas infectadas con M. tuberculosis se enfermaran; el sistema
inmunoldgico mata o protege a los gérmenes donde pueden permanecer inactivos durante
afos.

La incapacidad del sistema inmunolégico para controlar la infeccidon por M. tuberculosis
conduce a una enfermedad activa.

La tuberculosis y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) forman una combinacién
letal. El SIDA debilita el sistema inmunoldgico, y una persona que es positiva al virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) e infectada con M. tuberculosis tiene muchas mas
probabilidades de enfermarse de tuberculosis que alguien que es VIH negativo e infectado con
M. tuberculosis.

2. Tuberculosis farmacorresistente

Cuando se identifica a una persona con tuberculosis infecciosa, se debe iniciar un tratamiento
con medicamentos antituberculosos. Los medicamentos contra la tuberculosis mas comunes
(medicamentos de primera linea) son isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol. En
todos los paises encuestados se han documentado cepas resistentes a un solo farmaco; es
mas, han surgido cepas de M. tuberculosis resistentes a todos los principales farmacos
antituberculosos. Una forma particularmente peligrosa de tuberculosis farmacorresistente es
la tuberculosis multirresistente (MDR-TB), que se define como la enfermedad causada por M.
tuberculosis resistente a al menos dos de los farmacos antituberculosos mas eficaces y
comunmente utilizados, la isoniazida y Rifampicina. La MDR-TB esta presente en
practicamente todos los paises encuestados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). La
tuberculosis extensamente resistente a medicamentos (XDR-TB), un tipo relativamente raro de
MDR-TB, es resistente a isoniazida y rifampicina, ademas de resistente a cualquier
fluoroquinolona y al menos a uno de los tres medicamentos inyectables de segunda linea
(amikacina, kanamicina y capreomicina ). En julio de 2010, 58 paises y territorios habian
notificado al menos un caso de XDR-TB.
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3. Diagnéstico de tuberculosis y tuberculosis farmacorresistente

El diagndstico rapido y preciso de los pacientes sintomaticos es la piedra angular de las
estrategias globales para el control de la tuberculosis. Actualmente, la tuberculosis activa se
diagnostica mediante una evaluacién total de los sintomas, los signos clinicos y los resultados
de las pruebas. Los métodos de prueba de diagndstico para la tuberculosis incluyen la
radiografia de térax (rayos X), microscopia (tincién de bacilos dcido-resistentes (AFB)), cultivo y
diagndstico molecular. Junto con el cultivo como estandar de oro, los métodos de diagndstico
molecular basados en PCR se utilizan ampliamente para el diagndstico precoz de la
tuberculosis.

La deteccidén de la farmacorresistencia antes del inicio de una quimioterapia inadecuada
rescata la morbilidad, la mortalidad, los costos econédmicos y el tratamiento innecesario con
medicamentos ineficaces. Los métodos de rutina para las pruebas de susceptibilidad a los
medicamentos (DST), estandar de oro para el diagnéstico de la tuberculosis
farmacorresistente, son lentos y rara vez estan disponibles en entornos con recursos limitados.
El hecho de que a menudo se necesiten varias semanas para producir un resultado retrasa la
institucion de un tratamiento eficaz, por lo que aumenta el riesgo de transmisién de M.
tuberculosis farmacorresistente a los contactos. Ademas, los pacientes pueden recibir una
terapia inapropiada que amplifica la resistencia y compromete aun mas la posibilidad de un
resultado exitoso del tratamiento. Por lo tanto, un diagndstico preciso, simple y rapido es
necesario para un cribado eficaz y proporciona una asistencia clinica util para el tratamiento
adecuado de la lucha mundial contra la tuberculosis.

Los avances recientes en la DST fenotipica incluyen el uso de indicadores de crecimiento de
micobacterias y ensayos basados en fagos. Aunque estos métodos pueden informar la
resistencia fenotipica en 2 a 10 dias, el cultivo de M. tuberculosis viable representa un riesgo
para la salud del personal de laboratorio y, por lo tanto, requiere altos niveles de bioseguridad.
Para superar estas limitaciones y mejorar la velocidad de deteccidn de la resistencia a los
farmacos, se han desarrollado numerosos métodos basados en PCR.

Sin embargo, la gran cantidad de polimorfismos de un solo nucleétido no sindnimos (nsSNP)
que confieren resistencia sigue siendo un desafio importante para el desarrollo exitoso de
métodos de prueba genotipicos. Ademads, muchos de estos métodos basados en PCR se ven
obstaculizados por la necesidad de procesamiento posterior para permitir la deteccién de
nsSNP dentro del dominio amplificado por PCR (p. Ej., Hibridacién con oligonucleétidos
inmovilizados, micromatrices, hibridacién dot-blot, cromatografia liquida de alto rendimiento
desnaturalizante y secuenciacién de ADN ).
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Las mutaciones diana de Allplex ™ MTB / MDR / XDRe Detection se resumen en la siguiente

tabla.

Mutaciones objetivo de Allplex ™ MTB / MDR / XDRe Detection

Resistencia a Gen Mutaciones objetivo
droga relacionado
Resistencia a la katG S315I S315N S315T S315T
isoniazida (AGC>ATC) (AGC—>AAC) (AGC—>ACC) (AGC->ACA)
(INH-R) Promotor -15 -8 -8
inhA (C->T) (T->A) (T=>C)
Resistencia a la rpoB L511P Q513K Q513L Q513pP
rifampicina® (CTG->CCG) (CAA->AAA) (CAA-CTA) (CAA->CCA)
(RIF-R) 3a.a. D516V D516Y S522L
supresion (GAC->GTC) (GAC->TAC) (TCG->TTG)
en 513~ 516
$522Q H526C H526D H526L
(TCG>CAG) (CAC->TGC) (CAC->GAC) (CAC->CTC)
H526N H526R H526Y S531L
(CAC->AAC) (CAC—>CGC) (CAC—>TAC) (TCG->TTG)
S531W L533P
(TCG>TGG) (CTG—>CCG)
Resistencia a gyrA A90V S91P D94A D94G
fluoroquinolonas (GCG>GTG) (TCG->CCG) (GAC—>GCC) (GAC->GGC)
(FQ-R) D94H D94N Do4Y
(GAC->CAC) (GAC—>AAC) (GAC-TACQ)
Resistencia a rrs 1401 1402 1484
farmacos (A>G) (C->T) (G->T)
inyectables Promotor eis -37 -14 -10
(Inj. Droga-R) (G->T) (C->T) (G>A)

! También se detectan nueve mutaciones adicionales con la misma mutacién en la misma base
(subrayadas): Q513N (CAA—>AAT), D516F (GAC->TTC), D516V (GAC->GTG), H526F (CAC->TTC),
H526G (CAC>GGC), H526L (CAC>CTG), H526L (CAC—>CTT), H526S (CAC>AGC), and H526T

(CAC->ACC).
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REACTIVOS

Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection

Volumen
Simbolo Contenido Descripcion
MTBe TOM 500 uL Mezcla de oligo TOCE (TOM):
- Reactivo de amplificacidn y deteccidn
MDRe TOM 500 uL Mezcla de oligo TOCE (TOM):
- Reactivo de amplificacidn y deteccidn
XDRe TOM 500 pL Mezcla de oligo TOCE (TOM):
- Reactivo de amplificacidn y deteccidn
| PREMIX EM1 500 uL X 3 - ADN polimerasa
- Uracil-DNA glicosilasa (UDG)
- Tampdn que contiene dNTP
MTB/DRe PC 300 pL Control positivo (PC):
- Mezcla de clones de patdgenos e IC
MTB/DRe IC 1,000 pL Control interno exégeno (Cl) para
Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection
[ conTROL [ W] MTB/DRe 300 pL Control de tipo salvaje (WTC):
WTC - Mezcla de clones de MTB de tipo salvaje
objetivos y clones de IC
Agua libre de 1000 pL Calidad ultrapura, grado PCR
ARNasa X3
DNA |ES Solucion de 10mL X2 Reactivo para extraccidn de ADN bacteriano
extraccién de
ADN
[j:i] Manual de usuario
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ALMACENAMIENTO Y MANIPULACION

Todos los componentes del Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection deben almacenarse a<-20°
C. Todos los componentes son estables en las condiciones de almacenamiento recomendadas
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta. El rendimiento de los componentes del kit
no se ve afectado por hasta 5 congelaciones/descongelaciones. Si los reactivos deben usarse
solo de manera intermitente, deben almacenarse en alicuotas.

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS

e NALC-NaOH (0,5% NALC, 2% NaOH y 1,47% citrato trisédico) o 4% NaOH (1 N NaOH)
e Solucién 1X PBS

e Bucle o aguja de plastico desechable

e Guantes desechables sin polvo (latex o nitrilo)

e Pipetas (ajustables) y puntas de pipeta estériles

e Tubos de microcentrifuga de 1,5 ml

e Maquina de hielo

e Centrifuga de escritorio

e Mezclador Vortex

e Bloque de calor

e Banco limpio

e CFX96TM Real-time PCR Detection System (Bio-Rad)

e CFX96TM Dx System (Bio-Rad)

e EU 0.1 mL, Thin-wall 8-tube Strip, white (Cat. No. B77009; BlOplastics)

e EU 8-single attachable optical wide indented cap-strip (Cat. No. B79501; BlOplastics)
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PROTOCOL

1. Recoleccion, almacenamiento y transporte de muestras.

Nota: Todas las muestras deben tratarse como material potencialmente infeccioso. Solo se
permiten aquellos materiales de muestra, los cuales son recolectados, almacenados y
transportados atendiendo estrictamente a las siguientes reglas e instrucciones.

Nota: Para garantizar una alta calidad de la muestra, las muestras deben transportarse lo mas
rapido posible y a las temperaturas indicadas.

A. Coleccion de muestras

Esputo

e Darinstrucciones claras a los pacientes al recolectar muestras de esputo. Los pacientes
deben recolectar muestras al aire libre o lejos de otras personas. Los pacientes no
deben recolectar muestras en espacios reducidos como inodoros.

e Enjuague la boca con agua antes de recolectar el esputo. Los pacientes deben toser
profundamente para expectorar el esputo directamente en el recipiente.

e Una muestra de esputo debe tener un volumen de 3 a 5 ml.

Cultivo sélido (Ogawa)

e Las muestras pueden analizarse tan pronto como el crecimiento sea visible y durante
los siguientes 60 dias de incubacion.

e Lacolonia se puede recolectar con un bucle o aguja de plastico desechable. Evite
recolectar cualquiera de los medios Ogawa junto con la celda.

Cultivo liquido (MGIT)

e Lostubos indicadores del crecimiento de micobacterias (MGIT) se examinan a diario
con una ldmpara UV para detectar una fluorescencia naranja brillante en la parte
inferior del tubo reflejada en el menisco. Con la sefial positiva de fluorescencia,
pipetee 0,5 mL de muestra del fondo del tubo.

Lavado bronquial

e El médico debe recoger asépticamente el lavado bronquial en un recipiente estéril
mediante técnicas de aspiracidn o procedimientos quirurgicos.
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B. Almacenamiento y transporte de muestras

Muestra Almacenamiento y transporte

Temp. Duracién*

Esputo - El rendimiento puede verse afectado

Cultivo sélido (Ogawa) por el almacenamiento prolongado de
muestras.

Cultivo liquido (MGIT) 2~8°C 5 dias - Las muestras también deben cumplir

Lavado bronquial con las instrucciones locales y
nacionales para el transporte de
material patégeno.

* Duracion: El periodo de tiempo desde la recoleccién de la muestra hasta la prueba final
(incluye el transporte y el almacenamiento de las muestras antes de la prueba).

2. Pretratamiento de muestras

Esputo

1) Para extraccion manual de acidos nucleicos

e Agregue el mismo volumen de NALC-NaOH (0.5% NALC, 2% NaOH y 1.47% citrato
trisédico) a la muestra en el recipiente de esputo y agite en virtex durante 1 minuto.

Nota: Se puede utilizar NaOH al 4% (NaOH 1 N) en lugar de NALC-NaOH.

e Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente.

e Transferir 1,5 mL a un nuevo tubo estéril y centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm)
durante 5 minutos.

e Deseche el sobrenadante, agregue 1 mL de solucién de PBS 1X y mezcle bien.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos y desechar el sobrenadante
con una pipeta.

e Agregue 1 mL de solucidn 1X PBS y mezcle bien.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos y desechar el sobrenadante
con una pipeta.

2) Para el sistema automatizado de extraccion de acidos nucleicos (TB10174X)

e Agregue el mismo volumen de NALC-NaOH (0.5% NALC, 2% NaOH y 1.47% citrato
trisédico) a la muestra en el recipiente de esputo y agite en vdrtex durante 1 minuto.

e Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente.

e Transferir 1 mL a un nuevo tubo estéril y centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante
5 minutos.

e Deseche el sobrenadante, agregue 300 L de tampdn de lisis en el kit de cartucho
universal al sedimento y mezcle bien.

e Cierre la tapa del tubo con un cierre de tapa y hierva a 100 ° C durante 5 minutos en el
bloque de calor.
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Lavado bronquial

e Sin afadir NALC-NaOH, centrifugue 1,5 ml de muestra a 15.000 x g (13.000 rpm)
durante 5 minutos.

e Deseche el sobrenadante, agregue 1 mL de solucién de PBS 1X y mezcle bien.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos y desechar el sobrenadante
con una pipeta.

3. Extraccion de acidos nucleicos
A. Control interno

Nota: El IC, incluido en el kit, permite al usuario no solo confirmar el procedimiento de
extraccién de acido nucleico, sino también identificar cualquier inhibicién de la PCR.

e Sedeben agregar 10 uL de MTB / DRe IC a cada muestra antes de la extraccion de
acido nucleico.

e ElClse puede agregar directamente a la solucion de extraccién de ADN o a la mezcla
de la muestra y la solucion de extraccién de ADN.

e (TB10174X) Cuando se utiliza el sistema de extraccidon automatica de acidos nucleicos
MTB / DRe, el tubo IC debe cargarse en Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD,
Seegene NIMBUS o Seegene STARIet antes de la extraccion de dcidos nucleicos.

B. Kits de extraccion manual de acidos nucleicos

Nota: La soluciéon de extraccion de ADN se incluye en el Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection
kit.

Todas las muestras excepto las muestras de cultivo

e (Opcional) Agregue 1 mL de agua esterilizada al sedimento preparado, centrifugue a
15,000 x g (13,000 rpm) durante 5 minutos y deseche el sobrenadante con una pipeta.

e Afiada 100 uL de soluciéon de extraccidon de ADN al sedimento y agite en el vértex
durante 30 segundos.

e Bloquee la tapa del tubo con un cierre de tapa y hierva a 100 ° C durante 20 minutos
en el bloque de calor.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos.

e Utilice 5 pL del sobrenadante como plantilla de PCR.
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Cultivo sélido (Ogawa)

e Suspenda una colonia en 200 uL de solucién de extraccion de ADN en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml.

e Agite en el vortex durante 30 segundos.

e Cierre la tapa del tubo con un cierre de tapa y hierva a 100 ° C durante 20 minutos en
un bloque de calor.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos.

e Utilice 5 pL del sobrenadante como plantilla de PCR.

Cultivo liguido (MGIT)

e Transferir 0.5 mL del cultivo en la parte inferior a un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos.

e Deseche el sobrenadante y agregue 200 pL de solucidén de extraccion de ADN al
sedimento.

e Agite en el vortex durante 30 segundos.

e Cierre la tapa del tubo con un cierre de tapa y hierva a 100 ° C durante 20 minutos en
un bloque de calor.

e Centrifugar a 15.000 x g (13.000 rpm) durante 5 minutos.

e Utilice 5 pL del sobrenadante como plantilla de PCR.

C. Sistema automatizado de extraccion de acidos nucleicos

Nota: Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIlet IVD, Seegene NIMBUS y Seegene STARIet se
han validado solo para esputo.

C-1. Microlab NIMBUS IVD

Nota: Consulte el manual de funcionamiento de Microlab NIMBUS IVD.

Kit de extraccidn Fabricante = Cat. No. Vol. Recomendado
Microlab NIMBUS IVD Hamilton 65415- -
02*
STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit Seegene 744300.4. Muestra: 300 pL
uc3g4 Elucién: 100 uL

* Utilice los numeros de catalogo que se muestran arriba para comprar productos de Seegene
Inc.

I W e W D1 Y- WN = NRINI= VETN NIV S

03/2019 V1.03 15
Pé&gina 77 de 134



& Seegene

C-2. Microlab STARIet IVD

Nota: Consulte el manual de funcionamiento de Microlab STARIlet IVD.

Sistema de extraccion automatizado

Fabricante

Cat. No.

Vol. Recomendado

Microlab STARIet IVD Hamilton 173000-
075*

STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit Seegene 744300.4. Muestra: 300 L
UC384 Elucion: 100 pL

* Utilice los numeros de catdlogo que se muestran arriba para comprar productos de Seegene

Inc.

C-3. Seegene NIMBUS

Nota: Vea el manual de operacién Seegene NIMBUS.

Sistema de extraccidon automatizado

Fabricante

_ Cat.No.

Vol. Recomendado

Seegene NIMBUS Seegene 65415-03
STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit Seegene 744300.4. Muestra: 300 pL
uc3g4 Elucién: 100 pL

* Utilice los numeros de catalogo que se muestran arriba para comprar productos de Seegene

Inc.

C-4. Seegene STARlet

Nota: Vea el manual de operacién Seegene STARlet.

Sistema de extracciéon automatizado Fabricante Cat. No. Vol. Recomendado
Seegene STARlet Seegene 67930-03
STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit Seegene 744300.4. Muestra: 300 pL
uC384 Elucién: 100 uL
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4. Preparacion para PCR en tiempo real

Nota: Deben utilizarse tubos y tapas correctos (consulte MATERIALES NECESARIOS PERO NO
SUMINISTRADOS).

Nota: Se deben usar puntas con filtro resistentes a aerosoles y guantes ajustados al preparar
reacciones de PCR.

Tenga mucho cuidado para evitar la contaminacién cruzada.
Nota: descongele completamente todos los reactivos en hielo.

Nota: centrifugue brevemente los tubos de reactivo para eliminar las gotas del interior de la
tapa.

Nota: Cada muestra se analizara simultdaneamente en tres reacciones separadas (MTBe, MDRe
y XDRe).

Nota: Los pasos A ~ D se procesan automaticamente en Microlab NIMBUS IVD, Microlab
STARIet IVD, Seegene NIMBUS y Seegene STARIet. Consulte cada manual de operacion

A. Preparar el Mastermix de la PCR.

5 uL MTBe TOM or MDRe TOM or XDRe TOM
5 uL EM1
5 pL RNase-free Water

15 pL Volumen total de PCR Mastermix
Nota: Calcule la cantidad total de cada reactivo necesaria en funcion del nimero de

reacciones, incluidas las muestras y los controles.
B. Mezclar con vdrtex rédpido y centrifugar brevemente.
C. Coloque alicuotas de 15 pL de la mezcla maestra de PCR en tubos de PCR.

D. Afiada 5 pL de los acidos nucleicos de cada muestra en el tubo que contiene una alicuota de
la mezcla maestra de PCR.

15 pL PCR Mastermix
5 uL Acidos nucleicos de la muestra

20 pL Volumen Total de Reaccion
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E. Cierre la tapa y centrifugue brevemente los tubos de PCR.

F. Verifique que el liquido que contiene todos los componentes de PCR esté en el fondo de
cada tubo de PCR. Si no, centrifugue nuevamente a rpm mas altas por mas tiempo.

Nota: Se recomienda centrifugar los tubos de PCR antes de la PCR para eliminar las burbujas
de aire y recoger todos los liquidos residuales en el fondo de los tubos.

Correct Incorrect

Bubble

Nota: Utilice una nueva punta de pipeta estéril para cada muestra.

Nota: Para el control negativo (NC), use 5 puL de agua libre de RNasa en lugar del acido nucleico
de la muestra.

Nota: Para el control positivo (PC), use 5 uL de MTB / DRe PC en lugar del 4cido nucleico de la
muestra.

Nota: Para el control de tipo salvaje (WTC), use 5 uL de MTB / DRe WTC en lugar del 4cido
nucleico de la muestra.

Nota: La reaccién de control de tipo salvaje siempre debe realizarse para cada ejecucion de
prueba, y el resultado de resistencia a los medicamentos de muestras desconocidas se analiza
en funcién del resultado del control de tipo salvaje.

Nota: Tenga cuidado de no contaminar de forma cruzada la mezcla maestra de PCR y las
muestras con control positivo o control de tipo salvaje.

Nota: No etiquete el tubo de reaccidn en su tapa. La fluorescencia se detecta en la parte
superior de cada tubo de reaccion.
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CONFIGURACION DEL INSTRUMENTO DE PCR EN TIEMPO REAL
Y ANALISIS DE RESULTADOS

1. CFX96TM Real-time PCR Detection System (CFX ManagerTM Software-IVD v1.6)
1.1. Configuracion del instrumento Real-time PCR

Nota: Para el analisis de datos simple en Seegene Viewer, instale cada tubo de reaccién MTBe,
MDRe, XDRe en la posicién especificada en el bloque de la siguiente manera.

- MTBe: columnal~4
- MDRe: columna5~ 8
- XDRe: columna 9 ~ 12

Nota: La configuracién del experimento del sistema de deteccién de PCR en tiempo real
CFX96TM (Bio-Rad) se puede dividir en tres pasos: configuracién del protocolo, configuracion
de la placa e inicio de ejecucion.

A. Configuracién de protocolo

1) En el menu principal, seleccione Archivo - Nuevo - Protocolo para abrir el Editor de

protocolos.

Fig. 1. Configuracion del protocolo. Cree un nuevo protocolo o cargue un protocolo existente
para la ejecucion
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2) En Protocol Editor, defina el perfil térmico de la siguiente manera:

Step No. of cycles Temperature Duration
1 1 95°C 15 min
2 95°C 30 sec
S 60°C 1 min
50
4 72°C 30 sec
5 GOTO Step 2, 49 more times
6 1 558 30 sec
7* 1 Melting curve 55°C ~ 85°C (5 sec/0.5°C)

* Lectura de placa en los pasos 3 y 7. Se detecta fluorescencia a 60 ° C y curva de fusion.

"Jrc‘..'-'.-: Editor - New et

Fie seting: [l
Bl 8 e sup [ane =] sample velume 20 |l Est Run Time 03:08:00 | 9
I 1 z : 3 5 4 ) 3 i 2

%0 C %0 ©
1 — =1 ! 8 £ L
i 20
B00 | (| %0 %0
] i & ] 213
r - -
i 2
L]
= 1 340 C for 1500
24 insent Swp %0 ¢ tor 00
3 600 € for 1200

| Insert Gradient + Plate Fead
= 4 Bi C for &3

(=] Insen GOTO 5 0
= 6 550 C for 0530

-y T MekCune 550 10 B850 . increment (5

2] Insert Mett Curve for G:05 + Plate Fiead

fioll Add Plate Aead 1o Step ENC
;éh Step Options
L Debete Step

0K Cancel

Fig. 2. Protocol Editor

3) Haga clic en la casilla junto a Sample Volume para ingresar directamente 20 pL.

|F-2023-09120848-APN-INPMAANMAT

03/2019 V1.03 20
Pégina 82 de 134



& Seegene

4) Haga clic en OK y guarde el protocolo para abrir la ventana Experiment Setup.

Experiment Setup 82
Options

[24] Protocol | () Piate [ u> Stan Run
L Create New,,. J Express Load

[ Select Existing,.. | =]
Selected Pratocol

Preview

Est. Run Time: 03:08:00 (% Wells-All Channels)

Fig. 3. Experiment Setup: Protocol

B. Configuracion de la placa

1) En la pestaiia Plate en Experiment Setup, haga clic en Create New para abrir la ventana del
Plate Editor.

Dxperiment Setup "
Options
(o] Provocol | UL Pt s> Start un |
Croate Now... w! Express Load
Select Existng.,, ) [OuichPlate 56 wells Al Channels. phd -
Selected Plate
OuickPlate %6 wells Al Channels, pid [ Edn Selected...
Préview
Fluorophores : FAM. HEX. Texas Red. CyS. Quasar W06 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
| 2 3 4 5 6 1 8 9 10 1 12
A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
Y Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
C Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
v Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
5 Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
r Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
[ «<Prev ] Next>> |

Fig. 4. Editor de placas. Crea un plato nuevo
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2) Haga clic en Select Fluorophores para indicar los fluoréforos (FAM, HEX, Cal Red 610 y
Quasar 670) que se utilizaran y haga clic en OK.

»e il S
Fle Semngt  Took
Bl i“r Zoom 100% * [l Scan Mode | AR Chanoels wl Wl Groups ? ) Frote Loacing Guide
| e ) 4 o o 7 o J 0 L " ’_o. Sekec! Fluoreghores
) S T e | T o
~TR ' anple Type =
8
Chaveet *haotoph Jeected (&
2 - "\ —t
€ V\ —
& setracki ==
" o Red § ,\ — W Exvenment Semogn
. o [
3 - - Fo Cloar Replicate ¢
Quasy \ _j Clear Wells
O Lancel
Plste Type : BR Clear o Cancel

Fig. 5. Seleccione fluoréforos (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670)

3) Seleccione los pocillos donde se colocara el tubo de PCR y seleccione su tipo de muestra en
el menu desplegable Tipo de muestra.

- Desconocido: Muestras clinicas y controles de tipo salvaje
- Negative Control

- Positive Control

4) Haga clic en las casillas de verificacién apropiadas (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670)
para especificar los fluoréforos que se detectaran en los pocillos seleccionados.

5) Escriba Sample Name y presione la tecla Intro.

Nota: En los casos de control de tipo salvaje, se debe escribir el nombre correcto de la
siguiente manera.

- WTCe para la reaccién MTBe
- MWTCe para reaccién MDRe

- XWTCe para reacciéon XDRe
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6) En Settings del Plate Editor del menu principal, elija Plate Size (96 wells) y Plate Type

(BR White).

- — (ES—
Plate Editor - plate
File Tools
15 ‘ - Well Geoups ? msm Loading Guide
[T 8 9 10 1 12 Ig L@ Ww:... ]
e Pane FAM FAM FAM FAM FAM FAM -
- WEX wex wex “EX ex WEx »eex S r——
A QMW o e 419 |t 430 \.uus cw -.’u o Mot 49 [ Cor et 005 | ot 003 [ i 000 | ot 690 o it 420 [ o mad e Sampie Type [mm >
Quaner 40 | Quanar & Quasnsr £ | Quater €20 | Guanar 4% % | Quasar £ |G 00 | Quaser
ik " BT " ™ " BT I Load Target Namo
‘AM ‘lﬂ “N FA" Fam FAM Fasm Fam FAMm Fam Fam A Fam
B wex e MEX x Ex X wx WX i <none> -
Cu Rad 422 L"Al!ﬁ L‘NI]* k‘l.dll«‘ G S 530 |Co Nl 630 |Cw Mt 402 |Co Rt 430 |Co Rad 420 |Cor ad 400 | O Nadd 620 |Cw R 10 v 'Ex <
Quasar 672 | Quanar 675 | Quanar 670 Quear 6 | Quaewr 670 | Quanar €0 | Quanar 670 | Quaser 60 < none> -
ek | ek | ek | ek = " e " -~ " g " Uk 7 Col Ped 610 <none> -
FaMm ram ran FaM L] Fam ram vam Fam Fam fAM FAM 7 Quasar 6
c X X X i ex X wir wex “Ex ex s ix ¥ <nene> -
Ca Mo 610 |Co Raef 610 [Co Madd 630 |Cor Snd 810 |Cof Sadf 610 | fnd 430 | Cor Baet 400 [Can R €30 [Car Bt 430 [Cor Mot 420 |Cr Bind 820 |Can o 43
Quanar 63 | Quaner €0 | Quaser 530 | Quaner €70 | Quaser 630 | Guaer 670 | Quasar 630 | Guasar 670 | Quaner £70 | Quanar $70 | Quaser 670 | Quasar £ |l
Load Samole Name
=~ Oak | Umk ok Tnk T Umk | tmk | Uk Uak | Onk
FaM FAM FAM FAM FAM FAM £ <none> -
o X e wex e it HEX wiix
o Rad 53 o et £33 [ o e 630 |G mnct 635 s And 630 [ 20 50
Quanar 670 Quasar 670 | Quaner 670 | Quaser €0 | Guaser 670 | Quaser 4% Load Replicate #
= Toek | ek | Gak ok | Gek | L ! e
am Fam FAM FAn FAm FAM (' _— i "1
I3 X wex EX e WX x
Cof et 4 o Mt 439 [ Cor ot 635 | ot et 435 [ o Mt 620 |t ot 630
Quaner 679 Quannt €0 | Guaner 69 | Quaner €9 | Guaner 69 | Guaner €% [‘ mm..
o B J
=~ - @ ek Unk o % 7 7 ~
ey ram \
F HEX HEX =
Cor Nadd SV O |Co Rt 402
Quana 4 D | Quaser 4%
k| = £ E “Unk
wam ram FAM FAM M EAM
G wex e wex wEX wEX wEx e
Co Rl 830 |Co Rt 630 [Co Rad 630 [Cw Sadd 530 [Co Sad 00 [Co Sad 400 | O Sad 800 |Cw Rl 630 | Co Rl 430 [T Sadf 430 |Cw Rad 430 |Cw Bad 400
Outner ¢ 622 [ Ouanet 499 | Ouaner 429 | Ouamsat 695 | Ouaner 699 | Oumter 20 | Ouanar 679 [ Quaner 479 | Ouaser €9 | Cusser 899 | Oumser 4% :
Plate Type : BA White Ok [ Cancel ]

Fig. 6. Plate Setup

7) Haga clic en OK para guardar la nueva placa.

8) Volverd a la ventana Experiment Setup.

Options
|24 Protocal| (£ Piate |ub> Stat un

[ Create New..,
[ Select Existing... |
Selected Plate
plate.pitd
Preview
Fluorophores:

FAM. HEX_ Cal Red 610, Quasar 670

Express Load

[ )
(_EdeSeiecwed.._)

Scan Mode: All Channels

Plate Type: BR White

4 8 9 10 11

m o O © >

5|5 5|5 5 55|

A EAE E R A B LA

F|E|E R R R R 5|

A HI R Rk

glE|E|E 5| R 5

A B R R Bl L

f|E|E |5 R 5 5|

flE|E|5|5|5] 5|5

£lE|E|5|5|5)|5)E

f|E|E|E|5|5|R|E

v

%iiiiiiiiﬁ

?lglslslslslslsls

(L&

=—

9) Haga clic en Next para co

Fig. 7. Experiment Setup: Plate

menzar a ejecutar.
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C. Comenzar a correr

1) En la pestafia Start Run en Experiment Setup, haga clic en Close Lid para cerrar la tapa del
instrumento.

Experiment Setup fre.sm
Options

(] Protocal | (i5) Pate "> St Run

Run Information
Protocol @ 1 pecd

Plate :  1phd
Notes

Scan Mode - Al Oharnels
Start Run on Selected Blocks)

Bock Name a Type Run Status Sample Volume Protocol ID
I e | Bl ide 2%

Y| Select Al Blocks

W Flash Bock Indcator c Open Ld a Cose Ud \

o Rt Run

<< Prev

Fig. 8. Close Lid

2) Haga clic en Start Run.

3) Almacene el archivo de ejecucidon en Mis documentos o en una carpeta designada. Ingrese
el nombre del archivo, haga clic en SAVE y comenzara la ejecucion.
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1.2. Analisis de los datos

A. Crear carpetas para exportar datos

1) Para guardar datos para todos los pasos de deteccion de curva de amplificacion del archivo

de resultados, cree una carpeta.

2) El nombre de la carpeta puede ser el deseado por el usuario (para la funcién "Seegene
Export", las carpetas "QuantStep3" y "MeltStep7" se crean automaticamente para guardar los
datos de cada curva de amplificacién en la carpeta creada por el usuario).

B. Preconfiguraciones para el analisis de datos en CFX Manager™

1) Después de la prueba, haga clic en la pestafia Cuantificacion para confirmar los resultados

de la curva de amplificacién.

—l-lo_ View  Settings Yool

o R B L L e —

e == )

No wells desgrated as Savcie Tyoe standad

VI FAM [V HEX W CaRed60 ) Ouaswr 670

Qoo Nrmber (3 -

I 1 2 3 4 s ¢ 7 3 S 10 1 12 Web O Pur & Comert O Seece O CB 0
A 3 -y ™ " oy ” Ik HIl  Cal Red 6 Unin 04
= HIZ  CalRed 6 Unin 58

A)l FAM  Unin %06
k& AR FAM  Unim R
0 A FAM  Unin %%
£ AM  FAM  Unin £
~ AB FAM  Unin ne

ADG FAM Unin N/A
$ A FAM  Unin A
M v v Unk | Uek In W Unk AN FAM Uakn N/A

Completed | | | Scan Mode: ANl Channels  Plate Type * BR White | Analysss Mode: Basedrs Subtracted Curve Fit

Fig. 9. Resultados de la curva de amplificacion
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2) Seleccione Seegene Export en el menu de herramientas.

‘iﬁ ?
oun | ] e e | ) 6 o |1 Mok Ot | 2 0 | £ o ot

No wells desgnated as Sarcie Type stondsd

SeoMmte (3 =
Wel 0 Rax & Coment O Seie O CO O
EOl  Cal Red 6 Unin a9
EQR  Caified 6 Unin =10
E03  Cal Ped § Unim 616
EOl  CaiRed & Unin =3
E05  Cal Red § Unin A0
E06  Col Ped 6 Unin “us
EO?  CalRed § Unin 2%
E0B  Cal Red 6 Unin an
E03  CalRed 6 Unin a0
EID  Cal Red § Unkn N/A

[ Scan Mode: Al Channels | Plate Type - BR White | Analysis Mode. Saseline Subtracted Curve Fit

Fig. 10. Seegene Export

3) Elija una ubicacién para guardar datos y haga clic en OK.

(2 Cata Anatysis - 1pcrd o @ B _
Fle View Settings Tooks

B &R A G veveorse. oo [k <) ? -

] e | 7 commton o[ ) et Orve |t v | ) o s o L) e Ovcmmten | ) | ) i iomten

Compleced !—g's«-m,um Plate Type - BR White | Analysis Mode: No Baseling Subtraction H(

Fig. 11. Seegene Exportar a la carpeta designada
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C. Configuracion para el analisis de datos en Seegene Viewer

1) Abra el programa Seegene Viewer y haga clic en Opcion para seleccionar CFX96 en el
Instrumento.

e () Seegene

Vi3 Contrt sl
Panded Setmng ’ CFX96 Dx \

Nerdun/STAS Setung

Samgle Index Setmrg

Fig. 12. Seegene Viewer

2) Haga clic en Open para buscar el archivo guardado en la carpeta "QuantStep3", abra el
archivo de resultados y seleccione el kit de prueba en el meni PRODUCT.

e moue \ (D Seegene
| B e W @ e e B0 Sune

1 H00000000000
1900000000000 .,
000000000000 -
000000000000 | | =~ — .
290090009000000 o
‘000000000000
‘900000000000
000000000000
: : * .
B S

Fig. 13. Configuracion para el analisis de datos en Seegene Viewer
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3) Verifique el resultado para cada pocillo.

@@ = 8-

I Seegene

@ =i L oA

R BREE]
00000000000
r909090909000009 -

00000000009
9909990000000
:90909090000000
r9993900590006

900009000000 — —
9990390030006
@ rwina @rone Pro -

-

| E E{

g § 8|8 8¢
£

FH AL

Fig. 14. Resultado de la prueba en Seegene Viewer
4) Criterios de validez de los resultados de control

a. Ejecucién de ensayo valida

Para confirmar la validez de los experimentos, las series de PCR deben ir acompafiadas de PC
(control positivo) y NC (control negativo). La ejecucion del ensayo se determina como valida
cuando se cumplen todos los siguientes criterios:

Resultado del visor de Seegene (Ct)
Control Reaccion FAM HEX Cal Red Quasar Interpretacion
610 670 automatica
Control MTBe Ct<28 - - Ct<29 Control
Positivo MDRe - Positivo Positivo Positivo Positivo (+)
XDRe - Positivo Positivo Positivo
Control MTBe N/A - - N/A Control
Negativo MDRe - N/A N/A N/A Negativo (-)
XDRe - N/A N/A N/A

b. Ejecucién de ensayo no valida

En casos de falla de validez, los resultados no deben interpretarse ni informarse. Y la reaccién
de PCR debe repetirse.
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2. CFX96TM Dx System (CFX ManagerTM Dx Software v3.1)

2.1. Configuracidn del instrumento PCR Real-time

Nota: Para el andlisis de datos simple en Seegene Viewer, instale cada tubo de reaccién MTBe,
MDRe, XDRe en la posicion especificada en el bloque de la siguiente manera.

- MTBe: columnal~4
- MDRe: columna5~ 8
- XDRe: columna 9 ~ 12

Nota: La configuracién del experimento del CFX96TM Dx System (Bio-Rad) se puede dividir en
tres pasos:

Configuracion del protocolo, configuracion de la placa e inicio de ejecucion.
A. Configuracion del protocolo

1) En el mend principal, seleccione File a New a Protocol abrir Protocol Editor.

Fig. 1. Configuracion del protocolo. Cree un nuevo protocolo o cargue un protocolo existente
para la ejecucion
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2) En el Protocol Editor, defina el perfil térmico de la siguiente manera:

Step No. of cycles Temperature Duration
1 1 95°C 15 min
2 BT 30 sec
3* 60°C 1 min
50
4 72°C 30 sec
3 GOTO Step 2, 49 more times
6 1 55°C 30 sec
7" 1 Melting curve 55°C ~ 85°C (5 sec/0.5°C)

* Lectura de placa en los pasos 3 y 7. Se detecta fluorescencia a 60 ° C y curva de fusion.

ol Editor - New
File Settings Tools T
H _,‘E',. Insert Step | After | Sample volume [20 ul | Est Run Time 03:08:00
| 1 z H 3 ] | 5 6 i 7
| ®m ¢ wo c | 5 '
| | - | A
[ - 030 } | 7”0 C | T
||.lI 80 ¢ | o I %0 C 50 s T
| | T0 | P 030 i L1213
| ]
2
9 x|
— 1 %0 C for 1500
£4] insent Step » 2 %0 Cfor 00
3 600 € for 1:00
~_J Insert Gradient = Plate Aead
4 120 C for 3
=] Insent GOTO > :
= 6 550 C for 0030
[ = T MeiCuve 550 w8B0 C Incroment 05 C
E.J Insan Mkt Curve for 0:05 * Plate Aead
ENE

gl Add Plate Flead to Step
(2 Step Optians

[ Delete Step

0K Cancel

Fig. 2. Protocol Editor

3) Haga clic en la casilla Sample Volume para ingresar directamente 20 L.
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4) Haga clic en OK y guarde el protocolo para abrir la ventana Run Setup.

Run Setup
[ Protwcel |(EH) P‘Im] w» Start Fun |

Create New... ]
Select Existing... |

‘Selected Protocol
1.prcl

Est. Run Time: 03:08:00 (96 Walls-All Channels)

Express Load

Fig. 3. Run Setup: Protocol

B. Configuracion de la placa

1) Desde la pestaiia Plate en Run Setup, haga clic en Create New para abrir la ventana Plate

Editor.

Run Setup s

(4] Protoco | E£) le-\-)sunnunr

[ CreateNew.. W Express Load

[ Select Existing.., [QuickPiate. 96 wells Al Channels.pnd v

Selected Plate

OuickPlate_ 6 wells_All Channels, pid Edit Selected...

Preview

Fluorophores: FAM, HEX Texas Red. Cy5. Ouasar W5 Plate Type: BA Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 [ 5 § 7 0 3 10 1 2

Al uek Unk v | e I Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

v | um Unk v oo oo Unk unk Unk unk unk nk Unk

| ouek Unk uk I ue Unk unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

o | uek Unk Unk Unk [ Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

e | uek Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

Fl oumk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

6 | vk Unk I Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

ol o ok Jloue oo Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Uk

Py | | Next>>
Fig. 4. Plate Editor Crea un plato nuevo
HE-2023-00120848-APN-INPMAANMAT
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2) Haga clic en Select Fluorophores para indicar los fluoréforos (FAM, HEX, Cal Red 610 y

Quasar 670) que se utilizaran y haga clic en OK.

Exporenent Semngs

a2
& Cloae Raglic ate §
U

Claar Wels

Fig. 5. Seleccione fluoréforos (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670)

3) Seleccione los pocillos donde se colocara el tubo de PCR y seleccione su tipo de muestra en
el menu desplegable Sample Type.

- Desconocido: Muestras clinicas y controles de tipo salvaje
- Control negativo
- Control positivo

4) Haga clic en las casillas de verificacién apropiadas (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670)
para especificar los fluoréforos a detectar en los pozos seleccionados.

5) Escriba el Nombre de la muestra y presione la tecla Intro.

Nota: En los casos de control de tipo salvaje, se debe escribir el nombre correcto de la
siguiente manera.

- WTCe para la reaccion MTBe
- MWTCe para reaccion MDRe

- XWTCe para reaccion XDRe
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6) En Configuracion del menu principal del Plate Editor, elija Plate Size (96 wells) y Plate Type

(BR White).
e e - A |
Fle - Editing Took ?
Plate Size T
B - G Well Groups. |0 Trace Styles.. 33 Spreadiheet View/Impcrter (62 Pate Loading Guide
5 Seect Fuorophares...
A Sample Type  (Unknown )
Load Target Naerw
8 e o e x e . X e X = e ¥ FAM <none> v
Co Rad 410 | o et 1 Cal Ratt 030 | S At 410 | S Rt 40 Coladdi0 | Comaa it | CoRad 610 | Cotad 40 | Cotad 430 | Co it bio | Co it 'a .‘x
Qe 57 | D sm | Quasar 60 | QGuanwr 6% | Quaare 670 | Quanar $70 | Quanwr 670 | Quasr 70 | Quaner § | Guanar §7% | Quasr 60 | Quasae 50 L <none> v
—a ek — o e T - e ks W CalRed 610  <none> -
B ez l2]lE sl === = R
COn Sad 610 | Cof et 600 | S0 Rt 430 | T S S0 Co Aad 30 CoRed 620 | Comes 610 | Co Snd 600 | Co Rad 630 | Co S0t 610 | O R 61 Co Rt 630
Qe A% | Quaser 6 | Quaser 67 | Qe 6% | Quaser 670 | Quaser 59 | Quaner 6% | Quasr 4 | Quaser 678 | Quaner 67 | Queser 67 | Qumer 67 * Losd
NINU W—— . — - RIS - e > s"(m"‘:“““' .
D
Load Fephcate #
o 1 >
E € Peplicate Serles ]
ir
Experiment Semngs. ..
ras an (5 Cioar Baplicae ¢
F X HEX - e
CHRad A0 | CuRad 630 | Co et 012 [ CoRad A10 | Cotad 010 | ColBad 600 | Gl e 618 | Co Sad 410 | Col Rt 502 | ColRad 610 | G Rad 610 | G St 400 B Clear Wells
Quaner 4% e Quaner £ 4
I Exclude Wells in Analysis
6 : <
View — r—
Plate Tyow: BR White 15 Samole (1 Well Growp ) Biological Set. [ Well Note ] [tamd )
Fig. 6. Plate Setup

7) Haga clic en OK para guardar la nueva placa.

8) Volverd a la ventana Run Setup.

(] Prosocol ({ED Plate |uBe Start Aun |

Select "
Selected Plate
plate, phd
Preview

Fluorophores: FAM. HEX. Cal Red 610. Quasar 670

[Express Load

|

Plate Type: BR White

dit Selected,,.

Scan Mode: All Channels

3 4

8 ]

¥l=

AHHE BB

AR LE
HHEEHEE B
glelejele)|e|e|=
HHEHHEHBHE
BB
FlF|R|E|R|E 55|

BB B LR
HHEHHEHEBHE
gle|e|e|e|z|5|®

slele|ele)g)s

f

HHHEHEBHEBBE

-~
-~
w
o

Fig. 7. Configuracion de ejecucidn: plate

9) Haga clic en Next para comenzar a ejecutar.
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C. Comenzar a correr

1) En la pestafia Start Run en Run Setup, haga clic en Close Lid para cerrar la tapa del
instrumento.

Run Setup

] Protocal | [125) Plate uBr Stat Run

Run information
Protocol :  1.pecd
Plate :  1phd

Pectes

Scan Mode: Al Channels
Start Run on Selected Blockis)

Bock Name a Type Run Satus Sampie Volume I0/Bar Code
4 TOTERT 9EFX ide L]

| Select Al Blocks

@ Flash Bock ndcator | | /) Open Ld ) Cose Lid ‘\
g Start Fun

<< Prev

Fig. 8. Close Lid
2) Haga clic en Start Run.

3) Almacene el archivo de ejecucion en Mis documentos o en una carpeta designada. Ingrese
el nombre del archivo, haga clic en SAVE y comenzara la ejecucion.

2.2. Analisis de los datos

A. Crear carpetas para exportar datos

1) Para guardar datos para todos los pasos de deteccion de curva de amplificacion del archivo
de resultados, cree una carpeta.

2) El nombre de la carpeta puede ser el deseado por el usuario (para la funcion "Seegene
Export", las carpetas "QuantStep3" y " MeltStep7 " se crean automaticamente para guardar los
datos de cada curva de amplificacién en la carpeta creada por el usuario).
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B. Preconfiguraciones para el analisis de datos en CFX Manager™

1) Después de la prueba, haga clic en la pestafia Cuantificacion para confirmar los resultados
de la curva de amplificacion.

oA olped s et
O e s | G | (Foshors =] 7
] ot Curve Dt | 1] Gane Exvmann | 28 v Port | (] ek Drcmtin | @F custom Ot v | 1.

No wels designated as Sample Type standard

W FAM [V HEX [V CaRed€10 V] Quaser €70 e
| Web O Puor & Tomet O Cotert ) Samge O Ca 0
HO3  FAM Unin 461
HO4  FAM Unin Q2
HO5 FAM Urben 1746
06 FAM Urien NA
W7 FAM Unken NA
HO8 FAM Urken NA
HOY  FAM Urkn NA
W10 FAM Urden NA
- Fam 1 N/A

) | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Fig. 9. Resultados de la curva de amplificacion

2) Seleccione Seegene Export para Exportar Menu.

moscmp -Si} WW_/—; |?

[ owtsesen [H¢  Eootmimashees  + J et Give s | 1] Gone Emsnon | 8 ore | 1] ek Dt | 8F cusom D v | 1

No welis despnated as Sample Type standand

VI FAM VI HEX VI CHRed610 [V Quasar 670 Sep Number |3 v

FW‘QM A Toget ) Cortet O Semple O Ca O
Fi2 FaM Unkn ns
FO3 FAM Unkn s
FO& FAM Unkn ne
Fi5 FaM Unkn 175
FO6  FAM Urkn N/A
FO7  FAM Unin NA
Fo8 FAM Unien NA
FO9 FAM Unkn N/A
Fin Fam ke N/A

Completed | | Scan Mode: AR Channels | Plate Type: BR Whate | Baseline Setting: Saseline Subtracted Curve Fit i

Fig. 10. Seegene Export
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3) Elija una ubicacién para guardar datos y haga clic en OK.

s Data Analysis - 1pcrd

eoy

File View Settings Expor Tools

&y piate setvp ~ | 5 | [Fuorophore ~)| 2
ﬂw @wm[ um[%umml,ﬂﬂ &-w[@wm[@uml@ mouv-w[

RFU (10°3)

5 @ Control Parer
£ Recyie Bn

b Neow Foice

|| 7 FAM [V HEX [V ColRed 610 v 014
6§ H

2 ) 4

Make Now Folder |

T OMMOO®>»

L)

No wells desgnated as Semple Type standerd

) SeoNumber (3w

ot ) Semgle O Ca O
) 41,61
4321
1746
N/A
N/A
N/A
NA

N/A

Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: 8R White | Baseline Setting. Baseline Subtracted Curve it

Fig. 11. Seegene Exportar a la carpeta designada

C. Configuracion para el analisis de datos en Seegene Viewer

1) Abra el programa Seegene Viewer y haga clic en Option para seleccionar CFX96 Dx en el

Instrumento.

(] evument » AB7500 V14
@\! Lnguage ’ AB7S00V205 e

Wl Comaret & e

Sandard Satng * | CRaoe Dx
Nombus STARSRt Seng o[ \

w paradigm for

Fig. 13. Seegene Viewer

@
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2) Haga clic en Open para buscar el archivo guardado en la carpeta "QuantStep3", abra el
archivo de resultados y seleccione el kit de prueba en el meni PRODUCT.

@ e w ) 5 e () Seegene
O-I'-l P;:\rnln."”ulu“ — : L R o
1 23 45478 mNE P
00000000000
‘9900090000000 .
‘9909009090000000
‘900000000000 ° —] o — — =
‘r909900900000000 — o
‘9990000000000
‘9090090000000
900000000000
e I _—
v semet a
T T T T T T T T T : :
a |saseie]
N B
Fig. 13. Configuracion para el andlisis de datos en Seegene Viewer
3) Verifique el resultado para cada pocillo.
CORORCREG) A= NN ADRe S @ Seegene
.m.-u‘w . 1: 5 L G
‘H00000000000
9000000000000 o’
‘000000000000
900000000000
1000000000000 =
‘900000000000 .
1000000000000 P m————— = =
9000000000006
N @ Peama () et — 4
O ey st
e R T s e S o—
a0 w - '_ e
- el L Tme T T
. = L 10K e Owp it wOnpkd wOmeks K
= —
el Bl iy ) e imcus ] | Wiiniten
-y = R O e e ol T L
o o v— -a t - ! LI - 1 X |
w0y = R I Sl L x
Ess
o| = £
T e S e
—— T e L T .

Fig. 15. Resultado de la prueba en Seegene Viewer
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4) Criterios de validez de los resultados de control

a. Ejecucién de ensayo valida

Para confirmar la validez de los experimentos, las series de PCR deben ir acompaiadas de PC
(control positivo) y NC (control negativo). La ejecucidn del ensayo se determina como valida

cuando se cumplen todos los siguientes criterios:

Resultado del visor de Seegene (Ct)

Control Reaccion FAM HEX Cal Red Quasar Interpretacion
610 670 automatica

Control MTBe Ct<28 - - Ct<29 Control

Positivo MDRe - Positivo Positivo Positivo Positivo (+)
XDRe - Positivo Positivo Positivo

Control MTBe N/A - - N/A Control

Negativo MDRe - N/A N/A N/A Negativo (-)
XDRe - N/A N/A N/A

b. Ejecucién de ensayo no valida

En casos de falla de validez, los resultados no deben interpretarse ni informarse. Y la reaccién
de PCR debe repetirse.
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RESULTADOS

1. Informacion del analito

Fluoréforo ‘
FAM M Sin objetivo Sin objetivo
P j
3
Cycles
. . . RIF-R FQ-R
HEX Sin objetivo ot -
5 T
2 2
£ £
Temp. Temp.
Cal Red 610 Sin objetivo e R Injectable drug-R
6 poomter prometer 1 14

-d(RFU)/dT
d(RFU)/dT

Temp.

Quasar 670 1©

RFU
d (RFU)/ dT
r ;
d{RFU)/d1

Cycles

Temp. Temp.
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<MTBe>
Fluoréforo Analito Resultado en Seegene Viewer
FAM MTB MTB
Cal Red 610 IC IC

<MDRe>
Fluoréforo Analito Resultado en Seegene Viewer
RIF-R
HEX (18 mutaciones en rpoB) RIF-R
INH-R INH-R1 (katG)
(4 mutaciones en katG)
Cal Red 610 INH-R
(3 mutaciones en el INH-R2 (inhA)
promotor inhA)
Quasar 670 IC IC

<XDRe>
Fluoréforo Analito Resultado en Seegene Viewer
HEX FQ-R FQ-R
(7 mutaciones en gyrA)

Inj. droga-R Inj. drug-R1 (eis)

Cal Red 610 (3 mutaciones en el
promotor eis)
Inj. droga-R Inj. drug-R2 (rrs)

(2 mutaciones en rrs:
1401Gy 1484T)

Inj. droga-R Inj. drug-R3 (rrs 1402T)
(1 mutacién en rrs:
1402T)
Quasar 670 IC IC
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2. Interpretacion de los resultados

2.1. Reaccion MTBe

Valor C, Resultado

<45 Detectado (+)
>45 0 N/A No Detectado (-)

Resultado
IC Interpretacion
(Quasar 670)
1 + + MTB detectado
2 + - MTB no detectado
3 - + MTB detectadao
4 - - Invalido ¥

2.2. Reaccion MDRe

El resultado de la reaccion de MDRe depende del resultado de la reaccién de MTBe.

A. En caso de "MTB detectado"

Resultado
IC RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)
1 + + INH-R & RIF-R
detectado
2 + + - RIF-R detectado
3 - + INH-R detectado
4 - - MTB detectado
5 - +/- +/- Invalido %
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B. En caso de "MTB no detectado"

Resultado
[ RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)
1 + + Invalido *
2 + - Invalido *
3 + - + Invalido *
4 - - i
5 - +/- +/- Invalido ?

C. En caso de reaccion MTBe 'Invalido’

Resultado
[ RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)

1 + +

2 + -

3 + - + Invalido ¥

4 - -

5 - +/- +/-
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2.3. Reaccion XDRe

El resultado de la reaccidon de XDRe depende del resultado de la reaccién de MTBe.

A. En caso de "MTB detectado"

Resultado
IC RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)
1 + + FQ-R & Inj. drug-
R detectado
2 + + - FQ-R detectado
3 - + Inj. drug-R
detectado
4 - - MTB detectado
5 - +/- +/- Invalido ?

B. En caso de "MTB no detectado"

Resultado
[ RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)
1 + + Invalido *
2 + - Invalido *
3 + - + Invalido *
4 - - -
5 - +/- +/- Invalido ”
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C. En caso de reaccion MTBe 'Invalido’

Resultado
[ RIF-R INH-R Interpretacion
(Quasar 670) (HEX) (Cal Red 610)
1 ] + o«
2 + -
3 + - + Invalido ¥
4 - _
5 - +/- +/-

2.4 Explicacién complementaria sobre Invalid

No valido 1) Repita la prueba de la extraccién de acido nucleico utilizando otra alicuota de la
muestra original. Si se muestra el mismo resultado en el acido nucleico reextraido, diluya la
muestra (1/10 ~ 1/100) en agua libre de ARNasa y repita la extraccion (después de agregar
MTB / DRe IC) y PCR.

No valido2) El resultado de la prueba de MTB es valido. Para confirmar el resultado de la
farmacorresistencia, repita la prueba de extraccién de acido nucleico usando otra alicuota de
la muestra original. Si se muestra el mismo resultado en el 4cido nucleico reextraido, diluya la
muestra (1/10 ~ 1/100) en agua libre de ARNasa y repita la extraccion (después de agregar
MTB / DRe IC) y PCR.

No valido3) No se detecta MTB pero se detecta resistencia a los medicamentos. Repita la
prueba de extraccién de acido nucleico utilizando otra alicuota de la muestra original. Si se
muestra el mismo resultado, consulte los resultados de otros métodos de diagndstico.
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3. Aplicacion a muestras clinicas

Muestra 1
Reaccién MTBe Reaccion MDRe Reaccién XDRe
15000 wl R 0’ o
0] A a.‘[,é ) i
] /i " [ i
i - 1t Eu[,:/f/ ~— — ,mé i — R R
E ] 20 a0 0 il [1] 0 %0 85 h 2] 5 [ B )
Nombre FAM HEX Cal Red 610 Quasar | Interpretacion
670 automatica
MTB IC MTB
37.71 - - - - 26.47
RIF-R | INH-R1 INH-R2 - IC RIF-R, INH-R1
1 - + + - - + (katG)
FQ-R | Inj. drug- | Inj. drug- Inj. IC
R1 R2 drug- Inj. drug-R2
R3
- - - + - +
Muestra 2
Reaccion MTBe _ Reaccion MDRe Reaccion XDRe
Nombre FAM HEX Cal Red 610 Quasar | Interpretacion
670 automatica
MTB IC MTB
42.6 - - - - 30.09
RIF-R INH-R1 INH-R2 IC -
2 - - - - - +
FQ-R Inj. Inj. Inj. IC
drug-R1 | drug-R2 | drug-R3 -
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SOLUCION DE PROBLEMAS

Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection

del termociclador en
tiempo real

OBSERVACION CAUSAS PROBABLES SOLUCION
Los fluordéforos para el Seleccione los fluordforos correctos
analisis de datos no para el analisis de datos y exporte los
cumplen con el protocolo. | datos nuevamente. No hay necesidad
de repetir la prueba en este caso.
Sin senal Configuracidn incorrecta Verifique las condiciones del ciclo

térmico y repita la prueba con la
configuracion correcta.

Almacenamiento
incorrecto o fecha de
caducidad pasada del kit de
prueba

Compruebe las condiciones de
almacenamiento (consulte la pagina
11) y la fecha de caducidad (consulte
la etiqueta) del kit de prueba y use un
kit nuevo si es necesario.

Fracaso de extraccién de
acido nucleico

Ninguna sefial que incluya IC puede
indicar pérdida de acido nucleico
durante la extraccion. Asegurese de
utilizar el método de extraccion
recomendado.

Si se debe a inhibidores, vuelva a
extraer la muestra original o diluya la
muestra (1/10 ~ 1/100) en solucion
salina y repita la prueba desde el paso
de extraccion.

No hay seiial de
control interno

Alta carga de acido
nucleico del patégeno.

Si se observa la sefal del patégeno
objetivo pero no IC, entonces la
amplificacidn de IC puede haber sido
inhibida por un alto titulo del
patdgeno objetivo. Para confirmar la
sefial IC, diluya la muestra (1/10 ~
1/100) en solucidn salina y repita la
prueba desde el paso de extraccidn.

Presencia de inhibidor de
RT-PCR

Diluya la muestra (1/10 ~ 1/100) en
solucidn salina y repita la prueba
desde el paso de extraccion.

Senales de falso
positivo o objetivo
putativas observadas
en el control negativo

Contaminacion

Descontamine todas las superficies e
instrumentos con hipoclorito de sodio
y etanol. Utilice inicamente puntas de
filtro durante todo el procedimiento y
cambie las puntas entre tubos. Repita
todo el procedimiento de extraccion
de acido nucleico con un nuevo
conjunto de reactivos.
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Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection

OBSERVACION

CAUSAS PROBABLES

SOLUCION

Putativo falso
negativo o ninguna
senal observada en

control positivo

Error en la recoleccion de
muestras

Verifique el método de recolecciéon de
muestras y vuelva a recolectarlas.

Almacenamiento
incorrecto de la muestra.

Vuelva a recoger la muestra y repita
todo el procedimiento. Asegurese de
gue la muestra se almacene como se
recomienda.

Error en la extraccion de
acido nucleico

Verifique el procedimiento de
extraccién de acido nucleico, asi como
la concentracidn de acido nucleico, y
vuelva a extraer el dcido nucleico.

Error al agregar acido
nucleico a los tubos de PCR
correspondientes

Verifique el nUmero de muestras de
tubos que contienen acido nucleicoy
asegurese de agregar acido nucleico
en los tubos de PCR correctos y repita
cuidadosamente la prueba si es
necesario.

Presencia de inhibidor

Diluya la muestra (1/10 ~ 1/100) en
solucidén salina y repita la prueba
desde el paso de extraccién.

Mezcla de PCR incorrecta

Confirme que todos los componentes
se agregan a la mezcla RTPCR (la
sensibilidad se ve comprometida con
la premezcla precompuesta). Todos los
reactivos deben homogeneizarse y
centrifugarse antes de su uso.

Solo se detectd el
subtipo del virus de la
influenza A pero no el
virus de la influenza A

Titulo bajo del acido
nucleico del patégeno

Los resultados deben interpretarse de
acuerdo con la tabla de interpretacion
proporcionada, pero se puede realizar
una nueva prueba si se desea con un
volumen reducido de agua libre de
ARNasa y un volumen mayor de acido
nucleico.

Picos en cualquier
ciclo de curva de
amplificacion

Burbuja en el tubo de PCR

Centrifugue el tubo de PCR antes de
ejecutarlo.
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RENDIMIENTO

1. Especificidad

La alta especificidad de Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection estd garantizada por los oligos
disenados especificamente para los objetivos de interés en las condiciones de reaccién
establecidas. Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection se probd para determinar la reactividad

cruzada con 122 patdgenos diferentes, y la amplificacion y deteccidn por PCR solo se identificé

en los objetivos especificados.

1.1. MTBe

Organismo

1 Mycobacterium tuberculosis KMRC | 0110-00007 + -
2 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L511P) ADN plasmido + +
3 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513K) ADN plasmido + +
4 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513L) ADN plasmido + +
5 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513P) ADN plasmido + +
6 Mycobacterium tuberculosis (rpoB 3 amino ADN plasmido + +
acid deletion in 513~516)
7 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516V) ADN plasmido + +
8 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516Y) ADN plasmido + +
9 Mycobacterium tuberculosis (rpoB $522L) ADN plasmido + +
10 Mycobacterium tuberculosis (rpoB $522Q) ADN plasmido + +
11 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526C) ADN plasmido + +
12 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526D) ADN plasmido + +
13 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526L) ADN plasmido + +
14 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526N) ADN plasmido + +
15 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526R) ADN plasmido + +
16 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526Y) ADN plasmido + +
17 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531L) ADN plasmido + +
18 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531W) ADN plasmido + +
19 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L533P) ADN plasmido + +
20 Mycobacterium tuberculosis (katG ADN plasmido + +
S315T(ACC))
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Organismo

21 Mycobacterium tuberculosis (katG S315T(ACA)) ADN plasmido + +
22 Mycobacterium tuberculosis (katG S315N) ADN plasmido + +
23 Mycobacterium tuberculosis (katG S315I) ADN plasmido + +
24 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter - ADN plasmido + +
15T)
25 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter - ADN plasmido + +
8A)
26 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter - ADN plasmido + +
8C)
27 Mycobacterium tuberculosis (gyrA A90V) ADN plasmido + +
28 Mycobacterium tuberculosis (gyrA S91P) ADN plasmido + +
29 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94A) ADN plasmido + +
30 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94G) ADN plasmido + +
31 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94H) ADN plasmido + +
32 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94N) ADN plasmido + +
33 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94Y) ADN plasmido + +
34 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1401G) ADN plasmido + +
35 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1402T) ADN plasmido + +
36 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1484T) ADN plasmido + +
37 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter -37T) ADN plasmido + +
38 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter -14T) ADN plasmido + +
39 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + +
10A)
40 Mycobacterium abscessus ATCC 19977D-5 + -
41 Mycobacterium asiaticum KCTC 9503 + -
42 Mycobacterium avium (Chester) ATCC 700735 + -
43 Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291 + -
44 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis ATCC 19698 + -
45 Mycobacterium avium subsp. silvaticum ATCC 49884 + -
46 Mycobacterium avium subsp. suis ATCC 19978 + -
47 Mycobacterium celatum ATCC 51131 + -
48 Mycobacterium chelonae KCTC 9505 + -
49 Mycobacterium fallax KCTC 9508 + -
50 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 43266 + -
acetamidolyticum
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Organismo

51 Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum KCTC 1122 + -
52 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 27408 + -
thermophilum
53 Mycobacterium gastri ATCC 25162 + -
54 Mycobacterium gordonae KCTC 9513 + -
55 Mycobacterium intracellulare ATCC 25122 + -
56 Mycobacterium kansasii KCTC 9515 + -
57 Mycobacterium lentiflavum ATCC 51988 + -
58 Mycobacterium malmoense ATCC 29571 + -
59 Mycobacterium marinum ATCC BAA535D-5 + -
60 Mycobacterium massiliense KCTC 19086 + -
61 Mycobacterium moriokaense KCTC 9516 + -
62 Mycobacterium mucogenicum KCTC 19088 + -
63 Mycobacterium neoaurum KCTC 19096 + -
64 Mycobacterium nonchromogenicum ATCC 25265 + -
65 Mycobacterium phlei KCTC 9087 + -
66 Mycobacterium porcinum KCTC 9517 + -
67 Mycobacterium seoulense KCTC 19146 + -
68 Mycobacterium simiae ATCC BAA-1478 + -
69 Mycobacterium smegmatis KCTC 9108 + -
70 Mycobacterium szulgai KCTC 9520 + -
71 Mycobacterium terrae KCTC 9614 + -
72 Mycobacterium triviale ATCC 23292 + -
73 Mycobacterium ulcerans ATCC 33728 + -
74 Mycobacterium vaccae KCTC 19087 + -
75 Arthrobacter oxydans KCTC 3383 + -
76 Arthrobacter woluwensis KCTC 9905 + -
77 Corynebacterium amycolatum KCTC 3432 + -
78 Corynebacterium aquaticum KCTC 9098 + -
79 Corynebacterium diphtheriae KCTC 3075 + -
80 Corynebacterium durum KCTC 19318 + -
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Organismo

81 Corynebacterium flavescens KCTC 3414 + -
82 Corynebacterium genitalium ATCC 33030 + -
83 Corynebacterium glutamicum KCTC 1854 + -
84 Corynebacterium imitans ATCC 700354 + -
85 Corynebacterium jeikeium KCCM 41661 + -
86 Corynebacterium pseudodiphtheriticum ATCC 10700 + -
87 Corynebacterium striatum ATCC 43751 + -
88 Corynebacterium tuberculostearicum ATCC 35692 + -
89 Corynebacterium ulcerans ATCC 51799 + -
90 Corynebacterium xerosis KCTC 3435 + -
91 Dietzia sp. KCTC 19232 + -
92 Gordonia bronchialis KCTC 3076 + -
93 Gordonia polyisoprenivorans ATCC BAA-14 + -
94 Gordonia rubripertincta ATCC 27864 + -
95 Gordonia sputi KCTC 3436 + -
96 Nocardia abscessus ATCC 23824 + -
97 Nocardia asteroides KCTC 9956 + -
98 Nocardia blacklockiae ATCC BAA-1635 + -
99 Nocardia brasiliensis KCTC 9136 + -
100 | Nocardia farcinica KCTC 9958 + -
101 | Nocardia nova ATCC 33727 + -
102 | Nocardia pseudobrasiliensis ATCC 51512 + -
103 | Nocardia transvalensis ATCC 29982 + -
104 | Nocardia wallacei ATCC BAA-1636 + -
105 | Rhodococcus equi KCTC 1298 + -
106 | Candida albicans ATCC 7965 + -
107 | Escherichia coli KCCM 11591 + -
108 | Enterococcus faecalis ATCC 51299 + -
109 | Enterococcus faecium ATCC 51559 + -
110 | Haemophilus ducreyi ATCC 700724D-5 + -
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Organismo

111 | Pseudomonas aeruginosa KCTC 47085D +
112 | Rothia dentocariosa KCTC 19319 +
113 | Streptococcus pneumoniae KCTC BAA-255D +
114 | Klebsiella pneumoniae KCCM 40890 +
115 | Staphylococcus aureus KCCM 40881 +
116 | Staphylococcus epidermidis KCCM 35494 +
117 | Streptococcus pyogenes KCCM 40411 +
118 | Streptococcus mitis KCTC 3556 +
119 | Neisseria meningitidis ATCC 700532D +
120 | Bordetella pertussis ATCC BAA-589D +
121 | Legionella pneumophila KCCM 41783 +
122 | Human genomic DNA (500 ng) Biochain | D1234275 +
1.2. MDRe

MDRT
INH-R RIF-R

Organismo

1 Mycobacterium tuberculosis KMRC | 0110-00007 + - -
2 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L511P) ADN plasmido + - +
3 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513K) ADN plasmido + +
4 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513L) ADN plasmido + +
5 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513P) ADN plasmido + +
6 Mycobacterium tuberculosis (rpoB 3 amino ADN plasmido + +
acid deletion in 513~516)
7 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516V) ADN plasmido + +
8 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516Y) ADN plasmido + +
9 Mycobacterium tuberculosis (rpoB $522L) ADN plasmido + +
10 Mycobacterium tuberculosis (rpoB $522Q) ADN plasmido + +
11 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526C) ADN plasmido + +
12 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526D) ADN plasmido + +
13 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526L) ADN plasmido + +
14 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526N) ADN plasmido + +
15 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526R) ADN plasmido + +
16 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526Y) ADN plasmido + +
17 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531L) ADN plasmido + +
18 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531W) ADN plasmido + +
19 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L533P) ADN plasmido + +
20 Mycobacterium tuberculosis (katG ADN plasmido + -
S315T(ACC))
21 Mycobacterium tuberculosis (katG ADN plasmido + -
S315T(ACA))
22 Mycobacterium tuberculosis (katG S315N) ADN plasmido + -
23 Mycobacterium tuberculosis (katG S315I) ADN plasmido + -
24 Mycobacterium tuberculosis (inhA ADN plasmido + -
promoter -15T)
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Organismo Cepa N° MDRTt
IC INH-R RIF-R

25 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter ADN plasmido +
-8A)
26 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter ADN plasmido +
-8C)
27 Mycobacterium tuberculosis (gyrA A90V) ADN plasmido +
28 Mycobacterium tuberculosis (gyrA S91P) ADN plasmido +
29 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94A) ADN plasmido +
30 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94G) ADN plasmido +
31 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94H) ADN plasmido +
32 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94N) ADN plasmido +
33 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94Y) ADN plasmido +
34 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1401G) ADN plasmido +
35 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1402T) ADN plasmido +
36 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1484T) ADN plasmido +
37 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido +
377)
38 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + - -
147)
39 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + - -
10A)
40 Mycobacterium abscessus ATCC 19977D-5 | + - -
41 Mycobacterium asiaticum KCTC 9503 + - -
42 Mycobacterium avium (Chester) ATCC 700735 + - -
43 Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291 + - -
44 Mycobacterium avium subsp. ATCC 19698 + - -
paratuberculosis
45 Mycobacterium avium subsp. silvaticum ATCC 49884 + - -
46 Mycobacterium avium subsp. suis ATCC 19978 + - -
47 Mycobacterium celatum ATCC 51131 + - -
48 Mycobacterium chelonae KCTC 9505 + - -
49 Mycobacterium fallax KCTC 9508 + - -
50 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 43266 + - -
acetamidolyticum
51 Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum KCTC 1122 + - -
52 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 27408 + - -
thermophilum
53 Mycobacterium gastri ATCC 25162 + - -
54 Mycobacterium gordonae KCTC 9513 + - -
55 Mycobacterium intracellulare ATCC 25122 + - -
56 Mycobacterium kansasii KCTC 9515 + - -
57 Mycobacterium lentiflavum ATCC 51988 + - -
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Organismo MDR*
INH-R RIF-R
58 Mycobacterium malmoense ATCC 29571 + - -
59 Mycobacterium marinum ATCC BAA535D-5 + - -
60 Mycobacterium massiliense KCTC 19086 + - -
61 Mycobacterium moriokaense KCTC 9516 + - -
62 Mycobacterium mucogenicum KCTC 19088 + - -
63 Mycobacterium neoaurum KCTC 19096 + - -
64 Mycobacterium nonchromogenicum ATCC 25265 + - -
65 Mycobacterium phlei KCTC 9087 + - -
66 Mycobacterium porcinum KCTC 9517 + - -
67 Mycobacterium seoulense KCTC 19146 + - -
68 Mycobacterium simiae ATCC BAA-1478 + - -
69 Mycobacterium smegmatis KCTC 9108 + - -
70 Mycobacterium szulgai KCTC 9520 + - -
71 Mycobacterium terrae KCTC 9614 + - -
72 Mycobacterium triviale ATCC 23292 + - -
73 Mycobacterium ulcerans ATCC 33728 + - -
74 Mycobacterium vaccae KCTC 19087 + - -
75 Arthrobacter oxydans KCTC 3383 + - -
76 Arthrobacter woluwensis KCTC 9905 + - -
77 Corynebacterium amycolatum KCTC 3432 + - -
78 Corynebacterium aquaticum KCTC 9098 + - -
79 Corynebacterium diphtheriae KCTC 3075 + - -
80 Corynebacterium durum KCTC 19318 + - -
81 Corynebacterium flavescens KCTC 3414 + - -
82 Corynebacterium genitalium ATCC 33030 + - -
83 Corynebacterium glutamicum KCTC 1854 + - -
84 Corynebacterium imitans ATCC 700354 + - -
85 Corynebacterium jeikeium KCCM 41661 + - -
86 Corynebacterium ATCC 10700 + - -
pseudodiphtheriticum
87 Corynebacterium striatum ATCC 43751 + - -
88 Corynebacterium tuberculostearicum ATCC 35692 + - -
89 Corynebacterium ulcerans ATCC 51799 + - -
90 Corynebacterium xerosis KCTC 3435 + - -
91 Dietzia sp. KCTC 19232 + - -
92 Gordonia bronchialis KCTC 3076 + - -
93 Gordonia polyisoprenivorans ATCC BAA-14 + - -
94 Gordonia rubripertincta ATCC 27864 + - -
95 Gordonia sputi KCTC 3436 + - -
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N° Organismo MDR*
[ INH-R RIF-R

96 Nocardia abscessus ATCC 23824 + - -
97 Nocardia asteroides KCTC 9956 + - -
98 Nocardia blacklockiae ATCC BAA-1635 + - -
99 Nocardia brasiliensis KCTC 9136 + - -
100 | Nocardia farcinica KCTC 9958 + - -
101 | Nocardia nova ATCC 33727 + - -
102 | Nocardia pseudobrasiliensis ATCC 51512 + - -
103 | Nocardia transvalensis ATCC 29982 + - -
104 | Nocardia wallacei ATCC BAA-1636 + - -
105 | Rhodococcus equi KCTC 1298 + - -
106 | Candida albicans ATCC 7965 + - -
107 | Escherichia coli KCCM 11591 + - -
108 | Enterococcus faecalis ATCC 51299 + - -
109 | Enterococcus faecium ATCC 51559 + - -
110 | Haemophilus ducreyi ATCC 700724D-5 + - -
111 Pseudomonas aeruginosa KCTC 47085D + - -
112 | Rothia dentocariosa KCTC 19319 + - -
113 | Streptococcus pneumoniae KCTC BAA-255D + - -
114 | Klebsiella pneumoniae KCCM 40890 + - -
115 | Staphylococcus aureus KCCM 40881 + - -
116 | Staphylococcus epidermidis KCCM 35494 + - -
117 | Streptococcus pyogenes KCCM 40411 + - -
118 | Streptococcus mitis KCTC 3556 + - -
119 | Neisseria meningitidis ATCC 700532D + - -
120 | Bordetella pertussis ATCC BAA-589D + - -
121 | Legionella pneumophila KCCM 41783 + - -
122 | Human genomic DNA (500 ng) Biochain | D1234275 + - -
1.3. XDRe
Organismo XDR*+
IC FQ-R  Inj.
drug-R

1 Mycobacterium tuberculosis KMRC | 0110-00007 + - -

2 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L511P) ADN plasmido + - -

3 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513K) ADN plasmido + - -

4 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513L) ADN plasmido + - -

5 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513P) ADN plasmido + - -

6 Mycobacterium tuberculosis (rpoB 3 amino ADN plasmido + - -

acid deletion in 513~516)

7 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516V) ADN plasmido + - -

8 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516Y) ADN plasmido + - -

9 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S522L) ADN plasmido + - -

10 Mycobacterium tuberculosis (rpoB $522Q) ADN plasmido + - -

11 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526C) ADN plasmido + - -

12 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526D) ADN plasmido + - -
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Organismo

13 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526L) ADN plasmido + - -
14 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526N) ADN plasmido + - -
15 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526R) ADN plasmido + - -
16 Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526Y) ADN plasmido + - -
17 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531L) ADN plasmido + - -
18 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531W) ADN plasmido + - -
19 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L533P) ADN plasmido + - -
20 Mycobacterium tuberculosis (katG ADN plasmido + - -
S315T(ACC))
21 Mycobacterium tuberculosis (katG ADN plasmido + - -
S315T(ACA))
22 Mycobacterium tuberculosis (katG S315N) ADN plasmido + - -
23 Mycobacterium tuberculosis (katG S315I) ADN plasmido + - -
24 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter ADN plasmido + - -
-15T7)
25 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter ADN plasmido + - -
-8A)
26 Mycobacterium tuberculosis (inhA promoter ADN plasmido + -
-8C)
27 Mycobacterium tuberculosis (gyrA A90V) ADN plasmido + + -
28 Mycobacterium tuberculosis (gyrA S91P) ADN plasmido + + -
29 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94A) ADN plasmido + + -
30 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94G) ADN plasmido + + -
31 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94H) ADN plasmido + + -
32 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94N) ADN plasmido + + -
33 Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94Y) ADN plasmido + + -
34 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1401G) ADN plasmido + - +
35 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1402T) ADN plasmido + - +
36 Mycobacterium tuberculosis (rrs 1484T) ADN plasmido + - +
37 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + - +
37T)
38 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + - +
14T)
39 Mycobacterium tuberculosis (eis promoter - ADN plasmido + - +
10A)
40 Mycobacterium abscessus ATCC 19977D-5 + - -
41 Mycobacterium asiaticum KCTC 9503 + - -
42 Mycobacterium avium (Chester) ATCC 700735 + - -
43 Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291 + - -
44 Mycobacterium avium subsp. ATCC 19698 + - -
paratuberculosis
45 Mycobacterium avium subsp. silvaticum ATCC 49884 + - -
46 Mycobacterium avium subsp. suis ATCC 19978 + - -
47 Mycobacterium celatum ATCC 51131 + - -
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Organismo

48 Mycobacterium chelonae KCTC 9505 + - -
49 Mycobacterium fallax KCTC 9508 + - -
50 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 43266 + - -
acetamidolyticum
51 Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum KCTC 1122 + - -
52 Mycobacterium fortuitum subsp. ATCC 27408 + - -
thermophilum
53 Mycobacterium gastri ATCC 25162 + - -
54 Mycobacterium gordonae KCTC 9513 + - -
55 Mycobacterium intracellulare ATCC 25122 + - -
56 Mycobacterium kansasii KCTC 9515 + - -
57 Mycobacterium lentiflavum ATCC 51988 + - -
58 Mycobacterium malmoense ATCC 29571 + - -
59 Mycobacterium marinum ATCC BAA535D- + - -
5
60 Mycobacterium massiliense KCTC 19086 + - -
61 Mycobacterium moriokaense KCTC 9516 + - -
62 Mycobacterium mucogenicum KCTC 19088 + - -
63 Mycobacterium neoaurum KCTC 19096 + - -
64 Mycobacterium nonchromogenicum ATCC 25265 + - -
65 Mycobacterium phlei KCTC 9087 + - -
66 Mycobacterium porcinum KCTC 9517 + - -
67 Mycobacterium seoulense KCTC 19146 + - -
68 Mycobacterium simiae ATCC BAA-1478 + - -
69 Mycobacterium smegmatis KCTC 9108 + - -
70 Mycobacterium szulgai KCTC 9520 + - -
71 Mycobacterium terrae KCTC 9614 + - -
72 Mycobacterium triviale ATCC 23292 + - -
73 Mycobacterium ulcerans ATCC 33728 + - -
74 Mycobacterium vaccae KCTC 19087 + - -
75 Arthrobacter oxydans KCTC 3383 + - -
76 Arthrobacter woluwensis KCTC 9905 + - -
77 Corynebacterium amycolatum KCTC 3432 + - -
78 Corynebacterium aquaticum KCTC 9098 + - -
79 Corynebacterium diphtheriae KCTC 3075 + - -
80 Corynebacterium durum KCTC 19318 + - -
81 Corynebacterium flavescens KCTC 3414 + - -
82 Corynebacterium genitalium ATCC 33030 + - -
83 Corynebacterium glutamicum KCTC 1854 + - -
84 Corynebacterium imitans ATCC 700354 + - -
85 Corynebacterium jeikeium KCCM 41661 + - -
86 Corynebacterium pseudodiphtheriticum ATCC 10700 + - -
87 Corynebacterium striatum ATCC 43751 + - -
88 Corynebacterium tuberculostearicum ATCC 35692 + - -
89 Corynebacterium ulcerans ATCC 51799 + - -
90 Corynebacterium xerosis KCTC 3435 + - -
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91 Dietzia sp. KCTC 19232 + - -
92 Gordonia bronchialis KCTC 3076 + - -
93 Gordonia polyisoprenivorans ATCC BAA-14 + - -
94 Gordonia rubripertincta ATCC 27864 + - -
95 Gordonia sputi KCTC 3436 + - -
96 Nocardia abscessus ATCC 23824 + - -
97 Nocardia asteroides KCTC 9956 + - -
98 Nocardia blacklockiae ATCC BAA-1635 + - -
99 Nocardia brasiliensis KCTC 9136 + - -
100 | Nocardia farcinica KCTC 9958 + - -
101 | Nocardia nova ATCC 33727 + - -
102 | Nocardia pseudobrasiliensis ATCC 51512 + - -
103 | Nocardia transvalensis ATCC 29982 + - -
104 | Nocardia wallacei ATCC BAA-1636 + - -
105 | Rhodococcus equi KCTC 1298 + - -
106 | Candida albicans ATCC 7965 + - -
107 | Escherichia coli KCCM 11591 + - -
108 | Enterococcus faecalis ATCC 51299 + - -
109 | Enterococcus faecium ATCC 51559 + - -
110 | Haemophilus ducreyi ATCC 700724D-5 + - -
111 | Pseudomonas aeruginosa KCTC 47085D + - -
112 | Rothia dentocariosa KCTC 19319 + - -
113 | Streptococcus pneumoniae KCTC BAA-255D + - -
114 | Klebsiella pneumoniae KCCM 40890 + - -
115 | Staphylococcus aureus KCCM 40881 + - -
116 | Staphylococcus epidermidis KCCM 35494 + - -
117 | Streptococcus pyogenes KCCM 40411 + - -
118 | Streptococcus mitis KCTC 3556 + - -
119 | Neisseria meningitidis ATCC 700532D + - -
120 | Bordetella pertussis ATCC BAA-589D + - -
121 | Legionella pneumophila KCCM 41783 + - -
122 | Human genomic DNA (500 ng) Biochain D1234275 + - -

P ATCC: American Type Culture Collection

KCTC: Coleccion Coreana para Cultura Tipografica
KBPV: Banco de Corea para Virus Patdgenos

KCCM: Centro de Cultura Coreana de Microorganismos

t Las pruebas de especificidad se repitieron 3 veces.
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2. Sensibilidad

La sensibilidad se define como la concentracién mds baja de microorganismos que se puede
detectar de manera consistente (> 95% de resultados positivos entre todas las muestras
analizadas).

La sensibilidad del Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection se determiné utilizando ADN
plasmidico (de 10" a 10° copias / reaccién). El limite de deteccién para el Allplex™
MTB/MDR/XDRe Detection fue de 20 copias / reaccidn.

El Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection se dirige a los genes mpb64 e 1S6110 en cepas de MTB.
En presencia de multiples copias de la secuencia IS6110 en cepas de MTB, se mejoré la
sensibilidad de las pruebas de PCR. El analito MTB de AIIpIexT'VI MTB/MDR/XDRe Detection
detectd hasta 10 copias / reaccidon cuando hay multiples copias de la secuencia 1S6110
presentes en la cepa MTB.

3. Reproducibilidad

Se evalud la reproducibilidad de Allplex™ MTB / MDR / XDRe Detection entre sitios, lotes de
productos, experimentadores y puntos de tiempo utilizando 3 muestras de concentracion de
cada analito.

Las tasas positivas por concentraciéon cumplieron los criterios de deteccion (100% para
muestras positivas moderadas, 295% para muestras positivas bajas y <95% o no detectadas
para muestras negativas altas).

Los resultados fueron satisfechos con el conjunto de Criterios, lo que confirma el rendimiento
reproducible de Allplex™ MTB / MDR / XDRe Detection.

4, Sustancias interferentes

Esta prueba se realizé utilizando sustancias interferentes compuestas por 8 sustancias con el
fin de confirmar el rendimiento de |la deteccion AIIpIexT'vI MTB / MDR / XDRe en presencia de
posibles sustancias interferentes. No hubo ningun efecto sobre el resultado al agregar las
sustancias: deteccién no especifica o inhibicidn de la amplificacién del objetivo. Segun los
resultados, 8 sustancias interferentes no tuvieron ningun efecto en los resultados de la
deteccién Allplex™ MTB / MDR / XDRe.
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. Sustancias interferentes Concentracion
1 Mucina (glandula submaxilar bovina, tipo I-S) 60 pg/ml
2 Mupirocina (antibidtico, ungliento nasal) 6.6 mg/ml
3 Tobramicina (antibacteriana, sistémica) 4.0 ug/mi
4 Oximetazolina (aerosol nasal Afrin) 15% (v/v)
5 Zanamivir (farmaco anti-viral-Relenza) 3.3 mg/ml
6 Oseltamivir (farmaco antiviral-Tamiflu) 25 mg/ml
7 Isoniazida 50 pg/ml
8 Rifampicina 25 pg/ml

5. Estudio clinico

Se analizaron un total de 108 muestras clinicas con el ensayo de referencia y el Allplex™
MTB/MDR/XDRe Detection.

La tasa de concordancia de MTB, RIF-R, INH-R1, INH-R2, FQ-R, Inj. droga-R1, Inj. fdrmaco-R2 e
Inj. farmaco-R3 debe ser superior al 95%. Esta prueba de comparacidén muestra una tasa de
concordancia del 100% en muestras clinicas entre el AIIpIexT'VI MTB/MDR/XDRe Detection vy el
ensayo de referencia. Por lo tanto, se confirma que la calidad del Allplex™ MTB/MDR/XDRe
Detection es valida.

Sensibilidad (en comparacion con el | Especificidad (en comparacidn con el

Analito ensayo de referencia) ensayo de referencia)
TP/(TP+FN) | %” | 95%CI? | TN/ (TN+FP) %" 95% CI°
MTB 96/96 100 97.3~100.0 12/12 100 78.6~100.0
RIF-R 80/80 100 96.7~100.0 16/16 100 83.6~100.0
INH-R1 59/59 100 95.4~100.0 37/37 100 92.7~100.0
INH-R2 29/29 100 90.7~100.0 67/67 100 96.0~100.0
FQ-R 40/40 100 93.2~100.0 56/56 100 95.1~100.0
Inj. drug-R1 7/7 100 65.7~100.0 89/89 100 97.3~100.0
Inj. drug-R2 41/41 100 93.4~100.0 55/55 100 95.1~100.0
Inj. drug-R3 0/0 - - 96/96 100 100

a) Sensibilidad: 100 X TP / (TP + FN)
b) Especificidad: 100 X TN / (FP + TN)

c) Se calcularon los intervalos de confianza del 95% bilaterales.
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SIMBOLOS

Leyenda de los simbolos utilizados en el manual y las etiquetas

Simbolo

Explicaciéon

IVD Dispositivo médico de diagndstico in vitro
LOT Codigo de lote
REF Numero de catalogo

Utilizar por fecha

.

Limite superior de temperatura

P

RIMER

Mezcla de oligonucledtidos para
amplificacion y deteccidn

PREMIX PCR Master Mix o Detection Mix
WATER Agua libre de ARNasa
DNA | ES Solucién de extraccion de ADN
CONTROL | + Control positivo (PC)
CONTROL | IC Control interno (IC)
CONTROL | W Control de tipo salvaje (WTC)

Fabricante

Fecha de manufactura

E

(@

REP

Representante autorizado en la Comunidad
Europea.

Consultar instrucciones de uso

<=

Contiene suficiente para <n> pruebas

03/2019 V1.03

Pégina 124 de 134

62



& Seegene

INFORMACION SOBRE PEDIDOS

Producto

Allplex™ TB series

TB10173Y Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection 50 rxns
TB10174X Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detection 100 rxns*
TB9400Y Allplex™ MTB/MDRe Detection 50 rxns
TB9400X Allplex™ MTB/MDRe Detection 100 rxns*
TB9500Y Allplex™ MTB/XDRe Detection 50 rxns
TB9500X Allplex™ MTB/XDRe Detection 100 rxns*

* Solo para uso con Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS y
Seegene STARlet

Anyplex™ Il TB series

TB7500Y AnyplexTM Il MTB/MDR/XDR Detection 50 rxns
TB7301Y AnyplexTM Il MTB/MDR Detection 100 rxns*
TB7302Y AnyplexTM Il MTB/XDR Detection 50 rxns

Anyplex™ TB series

TB7200X AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) 100 rxns
TB7202Y AnyplexTM MTB/NTMe Real-time Detection 50 rxns
TB7202X AnyplexTM MTB/NTMe Real-time Detection 100 rxns*
TB7203Y Anyplex™ MTB/NTM Combi 50 rxns
TB7203X Anyplex™ MTB/NTM Combi 100 rxns*

* Solo para uso con Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS y
Seegene STARIet

Seeplex® TB series

TB2110Y Seeplex® MTB Nested ACE Detection (V2.3) 50 rxns
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Sistemas de extraccion automatizados

65415-02 Microlab NIMBUS VD EA
173000-075 Microlab STARIlet IVD EA
65415-03 Seegene NIMBUS EA
67930-03 Seegene STARlet EA
744300.4.UC384 STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit 384T / 1box
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ROTULOS “Allplex ™ MTB/MDR/XDRe Detection”

Rotulo Externo “Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detecion (TB10173Y)”

Allplex™ & 3
MTB/MDR/XDRe
Detection

TB10173Y \/ 50

"
8
]
3
]
g TB4418E01
5
o
:
c

w (] 4™

2019-04-30 2018-05-01

MT Promedt Consulting GmbH
EC |REP| Altenhofstrasse 80, D-66386
St.Ingbert, Germany

Allplex™
MTB/MDR/XDRe Detection

Seegene Inc.
Taewon Bldg., 91, Ogeum-ro, Songpa-gu
Seoul, Republic of Korea, 05548

Seegene Inc.
Taewon Bldg., 91, Ogeum-ro, Songpa-gu, Seoul,

Republic of Korea, 05548

o
2 4
TEL : +82-2-2240-4000 FAX : +82-2-2240-4040 4 . 4
E-mail : info@seegene.com @ seegene Next Generation of Re ‘

www.seegene.com

Importado por

BioSystems S.A.

Av. Dorrego 673 (C1414CKB)

TEL: (54-11) 4854-7775

Director Técnico: Eduardo Omar Miguez, MN 17503
Producto para Diagnostico de uso In Vitro

Uso Profesional Exclusivo

Autorizado por ANMAT N°: PM-626-168
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Rétulos Internos “Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detecion (TB10173Y)’

Allplex™

MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

MTBe TOM

|| Primer |

2 YYYY-MM-DD 250 pL
TB10173Y TB TOM-XXXX
sl Seegene Inc.

[ A5

[EC|REP| MT Promedt [IVD]

@ Seegene

Allplex™

MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

MDRe TOM

| [ Primer |

2 YYYY-MM-DD 250 pL
TB10173Y M TOM-XXXX
sl SeegeneInc

[ 4

[EC[REP| MT Promedt [IVD]

@ Seegene

Allplex™

MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

XDRe TOM

PRIMER

& YYYY-MM-DD 250 pL
TB10173Y X TOM-XXXX
mll SeegeneInc.

[ 4

(ECIREP] MT Promedt (VD)

@ Seegene
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& YYYY-MM-DD 250 pL A0c
PEB-XXXX
sl Seegeneinc. [:E

@ Seegene

Allplex™

MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

MTB/DRe PC ||controL | 4

2 YYYY-MM-DD 150 pL [:E] ,Rf-?o-c
[57 TB10173Y PC-XXXX
s Seegene inc. MT Promedt (VD]

@ Seegene

Allplex™

MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

MTB/DRe IC || controL | ic

2 YYYY-MM-DD 500 pL [:E ,ﬂﬁo’c

[(57] TB10173Y 1C-XXXX
sl Seegene Inc. MT Promedt VD]

@ Seegene
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MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

MTB/DRe WTC || conTroL |w

E YYYY-MM-DD 150 pL [:E] ,&So'c
(57 TB10173Y WTC-XXXX

mal Seegene Inc. [ECIREP] MT Promedt [IVD)

@ Seegene

RNase-free Water | WATER

2 YYYY-MM-DD  1mL A70c
RW-XXXX
sl Seegeneinc [E

@ Seegene

| DNA Extraction Solution | | oNA | €|

& vvyyv-mm-0D 10 mL Aa0c
DES 10-XXXX
sl Seegeneinc. [jﬂ

@ Seegene
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Rotulo Externo “Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detecion (TB10174X)”

Allplex™ C€
MTB/MDR/XDRe
Detection

TB10174X  \/ 100

2
s
&
3
w
-l
3 TB4518E01
s
é
E

w (0 4™

2019-04-30 2018-05-01

MT Promedt Consulting GmbH
EC [REP| Altenhofstrasse 80, D-66386
St.Ingbert, Germany

: Allplex™
:  MTB/MDR/XDRe Detection
g (onlyfor NIMBUS, STARIet)

Seegene Inc.
Taewon Bldg., 91, Ogeum-ro, Songpa-gu,
Seoul, Republic of Korea, 05548

Allplex™

@ seegene Next Generation of Re i ‘

Seegene Inc.

Taewon Bldg., 91, Ogeum-ro, Songpa-gu, Seoul,
Republic of Korea, 05548

TEL : +82-2-2240-4000 FAX : +82-2-2240-4040
E-mail : info@seegene.com

www.seegene.com

Importado por

BioSystems S.A.

Av. Dorrego 673 (C1414CKB)

TEL: (54-11) 4854-7775

Director Técnico: Eduardo Omar Miguez, MN 17503
Producto para Diagnostico de uso In Vitro

Uso Profesional Exclusivo

Autorizado por ANMAT N°: PM-626-168
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Roétulos Internos “Allplex™ MTB/MDR/XDRe Detecion (TB10174X)”

Allplex™

MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

MTBe TOM

[ Primer

&2 YYYY-MM-DD 500 pL
TB10174X TB TOM-XXXX
sl SeegeneInc

(1 A

[EC[REP| MT Promedt (VD]

@ Seegene

Allplex™

MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

MDRe TOM

|| primer |

2 YYYY-MM-DD 500 pL
[o7] TB10174X M TOM-XXXX
sl SeegeneInc

() A

[ECreP| MT Promedt [ivD]

@ Seegene

Allplex™

MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

XDRe TOM

| PriMER |

2 YYYY-MM-DD 500 pL
TB10174X X TOM-XXXX
sl Seegene Inc.

(1 A

(ECJREP] MT Promedt (VD)

@ Seegene
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2 YYYY-MM-DD  500pL ,&’.iorc
PEC-XXXX
mal Seegeneinc. EE

@ Seegene

Allplex™

MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

|_MTB/DRe PC__||conTroL | +

& YYYY-MM-DD soopL  [[i] gaoc
[(57] TB10174X PC-XXXX
sl Seegene Inc. MT Promedt [IVD]

@ Seegene

Allplex™

MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

| mTtB/DRe IC || conTroL fic|
Byvyyv-mm-op  1000pL  [T[§] foc
TB10174X 1C-XXXX

sl Seegene Inc. [ECIREP| MT Promedt [IVD)

@ Seegene
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Allplex™

MTB/MDRe, MTB/XDRe,
MTB/MDR/XDRe Detection

MTB/DRe WTC || conTroL | w
& YYYY-MM-DD soopt  [i] fAoc

TB10174X WTC-XXXX
sl Seegene Inc MT Promedt [IVD]

@ Seegene

RNase-free Water WATER

2 YYYWY-MM-DD 1mL jfz‘orc
RWA-XXXX
sl Seegene Inc. [:m

!

[ DNA Extraction Solution | [ona [es]

& yvvyy-mm-0D 10 mL A0c
DES 10-XXXX
sl Seegene inc. [:[Z]

@ Seegene
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