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Allplex™

H. pylori & ClariR Assay

(Nim. Cat. HC10199Y)

Sistema de PCR multiple en tiempo real para la deteccion de H. pylori y mutaciones de
A2143G, A2142G y A2142C en el gen 23S rRNA responsable de la resistencia a la

claritromicina de H. pylori.
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@ Seegel‘le Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

AVISOS

® Solo para diagndstico in vitro.

® |a fiabilidad de los resultados depende de que las muestras sean adecuadamente
recogidas, almacenadas, transportadas y procesadas.

® Este test ha sido aprobado para los siguientes tipos de muestras: Biopsia gastricay
heces humanas (muestra reciente de heces y heces conservadas en medio de
transporte). Este test no ha sido aprobado para ningun otro tipo de muestra.

® Para la muestra de biopsia gastrica, solo se han validado los kits de extraccién
manual de acido nucleico.

® Almacene las muestras DNA a < -20°C hasta que se vayan a usar y consérvelas en
bafio de hielo durante su uso.

® La sensibilidad del ensayo puede disminuir si las muestras se congelan y descongelan
repetidas veces o si se almacenan durante mucho tiempo.

® Elflujo de trabajo en el laboratorio deberia desarrollarse de manera unidireccional.

® Deben llevarse siempre guantes desechables en cada zona y cambiarlos antes de entrar
en las diferentes zonas. En caso de que se contaminen, se deben cambiar inmediatamente
o tratar con un reactivo descontaminante de DNA.

® Destine materiales y equipamiento a estaciones de trabajo separadas y no los mueva de
una zona a otra.

® No se debe pipetear con la boca.

® No se debe comer, beber ni fumar en las zonas de trabajo del laboratorio. Al manipular las
muestras y reactivos, han de llevarse guantes sin talco desechables, bata de laboratorio y
proteccion en los ojos. Deben lavarse bien las manos después de manipular las muestras y
los reactivos de la prueba.

® Evite contaminar los reactivos al quitar las partes alicuotas de los tubos de reactivos. Se
recomienda usar puntas de pipeta desechables estériles, resistentes a los aerosoles.

® No mezcle reactivos de diferentes lotes o de diferentes tubos del mismo lote.

® No use el producto después de su fecha de caducidad.

® No reuse los elementos desechables.

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

® Por favor, 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 utilizar puntas con filtro.

® Use zonas de trabajo separadas y segregadas para cada experimento.

H—2024-124804108-APN-HNPM
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@ Seegel‘le Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

® Para evitar la contaminacion de areas de trabajo con productos amplificados, abra los
tubos de reaccion o cintas PCR solamente en las areas de trabajo asignadas, después de
la amplificacion.
Los materiales positivos se han de almacenar separados de los reactivos del kit.
Deben adoptarse los procedimientos de seguridad de laboratorio (consulte los documentos
de Bioseguridad en los laboratorios microbiologicos y biomédicos y CLSI) al manipular las
muestras. Limpie y desinfecte exhaustivamente 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) se pueden considerar como residuos de
laboratorio. Deseche los reactivos sin utilizar y los residuos conforme a las normativas
nacionales, regionales y locales de aplicacion.

® El nombre de la marca “CFX96™ Real-time PCR Detection System-IVD” pasé a ser
“CFX96™ Dx System”. Ya que no se hicieron cambios al hardware del sistema, se espera
gue se obtengan los mismos resultados con ambos sistemas.

® FEl “CFX Manager™ Dx Software v3.1” es la version actualizada del “CFX Manager™
Software-IVD v1.6”. El software actualizado incluye mejoras al menu “Run” (Ejecutar). Estas
mejoras no afectan los resultados del analisis de datos; por lo que los resultados seran los
mismos.

® Este kit estd pensado para ayudar en el diagnéstico diferencial enfocado de H. pylori y las
mutaciones de A2143G, A2142G y A2142C en el gen 23S rRNA responsable de la
resistencia a la claritromicina de H. pylori.

USO PREVISTO

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay es un test cualitativo in vitro para la detecciébn multiple o
simple de H. pylori y mutaciones de A2143G, A2142G y A2142C en el gen 23S rRNA

responsable de la resistencia a la claritromicina de H. pylori.
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@ Seegel‘le Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

PRINCIPIOS E INFORMACION SOBRE LOS PROCEDIMIENTOS

1. Principios

El Allplex™ H. pylori & ClariR Assay representa las tecnologias patentadas de Seegene y se
basa en la tecnologia mTOCE™, que permite realizar multiples SNPs en instrumentos de PCR
en tiempo real.

El Allplex™ H. pylori & ClariR Assay es un ensayo multiplex de PCR en tiempo real que permite
la amplificacion y deteccién simultaneas de los acidos nucleicos diana de H. pylori (HP), la
mutacion puntual de la resistencia a la claritromicina (A2143G, A2142G y A2142C en el 23S
rRNA) y el Control Interno (IC). La presencia de una secuencia patégena especifica en la
reaccion se informa como un valor de C: a través del andlisis del visor de Seegene.

En PCR, la eficiencia de la amplificacion se ve reducida con frecuencia por inhibidores
presentes en muestras clinicas. Para muestras de heces humanas, el Control Interno (IC) se
incorpora en el producto como un control exégeno del conjunto del proceso para controlar la
extraccion del &cido nucleico y comprobar una posible inhibicion de PCR. El Control Interno
(IC) es coamplificado con &cidos nucleicos diana dentro de las muestras clinicas. Para
muestras de biopsia géastrica, se utiliza un gen endégeno humano como Control Interno (IC) de
muestras de hisopos rectales para supervisar todo el proceso de recogida de muestras,
extraccion de acido nucleico y constatar cualquier posible inhibicion de la PCR.

Para evitar que el producto de amplificacién actiie como potencial contaminante, en el Allplex™
H. pylori & ClariR Assay se utiliza un sistema Uracil-DNA glicosilasa (UDG). El sistema UDG-
dUTP se usa cominmente cuando se realiza una PCR para eliminar los amplicones sobrantes
usando escisiones por UDG de residuos de uracilo desde el DNA mediante la escision del

enlace N-glicosilicos.
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@ Seegel‘le Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

2. Informacién sobre el procedimiento

Muestras

(Biopsia gastrica y heces humanas)

Extraccion de acido nucleico

Acido nucleico

PCR en tiempo real usando

el sistema Allplex™

Andlisis de los resultados

H—-2024-124801168-APN-INPM#ANMAT
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@ Seegel‘le Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

INFORMACION GENERAL

El Helicobacter pylori (H. pylori), una de las principales causas de la gastritis cronica, esta
fuertemente asociado con el desarrollo de Ulceras gastricas y duodenales y se ha relacionado
con el adenocarcinoma gastrico y el linfoma del tejido linfoide asociado a la mucosa de células
B. El tratamiento de la infeccion por H. pylori ha sido objeto de una gran cantidad de ensayos
clinicos en los ultimos afios.

El tratamiento actual de la infeccién por H. pylori consiste en un régimen triple o cuadruple que
incluye un inhibidor de protones y antibiticos, como la amoxicilina y la claritromicina. Por lo
tanto, el H. pylori resistente a la claritromicina ha presentado un serio obstaculo para su
tratamiento. Asi, la deteccion del H. pylori resistente a la claritromicina antes del tratamiento es
crucial para aumentar la eficacia del tratamiento al prescribir otros antibiéticos y prevenir el uso
indebido de los antibiéticos. La mayoria de los H. pylori resistentes a la claritromicina tienen
mutaciones puntuales en las secuencias de 2142 y 2143 bases del gen 23S rRNA, y existen
como A2143G, A2142G y A2142C, respectivamente.
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

REACTIVOS

Los reactivos contenidos en un kit son suficientes para 50 reacciones.
Informacién de pedido ( | REF | HC10199Y)

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

Simbolo Contenido Volumen Descripcién
. Mezcla de oligos de MuDT (MOM):
PRIMER H.ClariR MOM 250 uL . e .,
- Reactivos de amplificacion y deteccién
- Polimerasa de DNA
PREMIX EM1 250 puL - Uracil-DNA glicosilasa (UDG)
- Tampdn que contiene dNTPs
. Control Positivo (PC):
NTROL | + H.ClariR PC 25 uL
- H - Mezcla de patdégenos y clones IC
. Control Interno exdgeno (IC
CONTROL H.ClariR IC 500 L geno (1)
- para muestras de heces humanas
WATER RNase-free Water 1.000 pL | Calidad ultrapura, grado PCR
[j;}] Manual de usuario

H—-2024-124801168-APN-INPM#ANMAT
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

ALMACENAMIENTO Y MANIPULACION

Todos los componentes de Allplex™ H. pylori & ClariR Assay 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 hasta que se lleven a cabo 5 congelaciones y descongelaciones. Si se van a

utilizar los reactivos solo de forma intermitente, deben almacenarse en partes alicuotas.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO INCLUIDOS

® Guantes desechables sin talco (latex o nitrilo)

® Pipetas (ajustables) y puntas de pipeta estériles

® Tubo de microcentrifugacion de 1,5 mL

® Kit de extraccién de acido nucleico (véase Extraccion de Acido Nucleico)

® ASL Buffer (Tampdn ASL) (Num. Cat. 19082, Qiagen)

® FLOQ Swab (NUum. Cat. 502CS01, Copan)

® Maquina de hielo

® Centrifuga de sobremesa

® Mezclador vortex

® CFX96™ Real-time PCR Detection System (Bio-Rad)

® CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

® Tiras de 8 tubos de perfil bajo de 0,2 mL sin tapas (color blanco, Nium. Cat. TLS0851, Bio-Rad)

® Tiras de 8 tapas planas 6pticas (Nim. Cat. TCS0803, Bio-Rad)

® Placas de PCR Hard-Shell® de 96 pocillos, perfil bajo, pared delgada, faldén, blanco /
blanco (NUm. Cat. HSP9655, Bio-Rad)

® Placas de PCR Hard-Shell® de 96 pocillos, perfil bajo, pared delgada, faldén, blanco /
blanco, cédigo de barras (NUm. Cat. HSP9955, Bio-Rad)
Sello de calor permanente y transparente (NUm. Cat. 1814035, Bio-Rad)*
PX1 PCR Sellador de placas (sellador automético, Nam. Cat. 181-4000, Bio-Rad)*
* Asegurese de usar el sello térmico y el sellador de placas listados arriba juntos.
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

PROTOCOLO

1. Recogida de muestras, almacenamiento y transporte

Nota: Todas las muestras se deben tratar como material potencialmente infeccioso. Solo se
permiten los materiales de las muestras que se recojan, almacenen y transporten de acuerdo

con las siguientes normas e instrucciones.

Biopsia gastrica

Heces humanas (muestra reciente de heces y heces conservadas en _medio _de

transporte)

Nota: Para garantizar la alta calidad de las muestras, estas se han de transportar lo més rapido

posible, y segun las condiciones de temperatura indicadas.

A. Recogida de muestras

Biopsia gastrica

® No se puede utilizar tejido embebido en parafina.

® La muestra recolectada debe analizarse de inmediato para un resultado garantizado.

Muestra reciente de heces

® Coloque la muestra de heces en un recipiente hermético conservador o libre de medio.

Heces conservadas en medio de transporte

(a) Cary Blair medio de transporte (comercial)
(b) eNAT (COPAN)

Kit de recogida Fabricante Num. Cat.
eNAT 1ML R-SHAPE APPLICATOR COPAN 608CS01R
H—2624-124801H108-APN-INPM#ANMAT
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

B. Almacenamiento y transporte de muestras

Almacenamiento y
YIESIES transporte

Temp. Duraciéon*

Biopsia 2-8°C 7 dias - El rendimiento puede verse afectado por la

congelacion/descongelacion frecuente o el
2-8°C 2 dias almacenamiento prolongado de muestras.

- Las muestras también deben adherirse a las

Heces

instrucciones locales y nacionales para el
-20°C 1 mes . .
transporte de material patégeno.

* Duracién: Tiempo desde la recogida de muestras hasta la realizacion del test, incluyendo el

almacenamiento y el transporte de las muestras antes de la realizacion del test.

2. Extraccion de &cido nucleico

2-1. Biopsia géstrica

Nota: Para la muestra de biopsia géastrica, el gen enddgeno se utiliza como control
interno (IC). No es necesario agregar IC para la extraccion

Nota: El resultado no valido para el control interno endégeno en la muestra de biopsia gastrica
aparece ocasionalmente debido al muestreo inadecuado. En este caso, por favor consulte la

seccion de resolucion de problemas (paginas 40~41).

A. Kit de extraccion de acido nucleico manual

Nota: Utilice los volimenes recomendados de muestras y eluciones tal y como se indica a

continuacion. Para el resto, consulte el protocolo del fabricante.

Extraccion Kit Fabricante Nuam. Cat. Volumen recomendado

L Muestra: Biopsia gastrica
QlAamp® DSP DNA Mini Kit QIAGEN 61304
Elucion: 50 uL
S Muestra: Biopsia gastrica
QIlAamp® DNA Mini Kit QIAGEN 51304
Elucion: 50 uL
H—2624-124801108-APN-INPM#ANMAT
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@ Seegel‘le Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

2-2. Heces humanas

A. Tratamiento previo de las muestras

Nota: Tenga cuidado de no tomar muestras de residuos.
Nota: El volumen recomendado de sobrenadante para la extraccion de acido nucleico se

muestra en 2.Cy 2.D (ver pagina 14).

a. SGprep32
(a) Heces y heces conservadas en el medio de transporte Cary Blair

® Recoja la muestra de heces (50 ~ 100 mg) usando hisopos.

® Suspenda el hisopo en 1 mL de ASL Buffer.

® Pulse el agitador vortex durante 1 minuto y luego incube a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

® Centrifugue a méxima velocidad (20.000 xg, 14.000 rpm) durante 2 minutos.

® Use el sobrenadante como una muestra del paso de extraccion de acido nucleico.

® Siga el protocolo del fabricante

(b) eNAT (COPAN)

® Mezcle mediante vértex el eNAT tubo durante 2 minutos.

® Incube a temperatura ambiente durante 10 minutos.

® Transfiera la muestra a tubos nuevos de microcentrifugacién de 1,5 mL y centrifugue
a maxima velocidad (20.000 x g, 14.000 rpm) durante 2 minutos.
Use el sobrenadante como una muestra del paso de extraccién de acido nucleico.

® Siga el protocolo del fabricante.

b. NucliSENS® easyMAG®
(a) Heces y heces conservadas en el medio de transporte Cary Blair

® Recoja la muestra de heces (100 ~ 200 mg) usando hisopos.
® Suspenda el hisopo en 1 mL de NucliSENS Lysis Buffer.

® Pulse el agitador vortex durante 1 minuto y luego incube a temperatura ambiente
durante 10 minutos.
® Centrifugue a méxima velocidad (20.000 x g, 14.000 rpm) durante 2 minutos.
® Use el sobrenadante como una muestra del paso de extraccién de acido nucleico.
® Siga el protocolo del fabricante
(b) eNAT (COPAN)
® Mezcle mediante vortex el eNAT tubo durante 2 minutos.

® [ncube a temperatura ambiente durante 10 minutos.

H—-2024-124801108-APN-INPM#ANMAT
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@ Seegel‘le Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

e Transfiera la muestra a tubos nuevos de microcentrifugacion de 1,5 mL y centrifugue a
maxima velocidad (20.000 x g, 14.000 rpm) durante 2 minutos.

® Use el sobrenadante como una muestra del paso de extraccion de acido nucleico.

® Siga el protocolo del fabricante.

c. OlAamp® DNA Mini Kit (o OlAamp® DSP DNA Mini Kit)

(a) Heces y heces conservadas en el medio de transporte Cary Blair

® Recoja la muestra de heces (100 ~ 200 mg) usando hisopos.

® Suspenda el hisopo en 1 mL de ASL Buffer.

® Pulse el agitador vortex durante 1 minuto y luego incube a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

® Centrifugue a maxima velocidad (20.000 x g, 14.000 rpm) durante 2 minutos.

® Use el sobrenadante como una muestra del paso de extraccién de acido nucleico.

® Siga el protocolo del fabricante

(b) eNAT (COPAN)

® Mezcle mediante vértex el eNAT tubo durante 2 minutos.

® Incube a temperatura ambiente durante 10 minutos.

® Transfiera la muestra a tubos nuevos de microcentrifugacion de 1,5 mL y centrifugue a
maxima velocidad (20.000 x g, 14.000 rpm) durante 2 minutos.

® Use el sobrenadante como una muestra del paso de extraccion de acido nucleico.

® Siga el protocolo del fabricante.

B. Control Interno

Nota: El IC se incluye en el kit para permitir a los usuarios confirmar no solo el
procedimiento de extraccion de acido nucleico, sino también para identificar cualquier
inhibicién de PCR.

® Deben anadirse 10 uL de H.ClariR IC a cada muestra antes de la extracciéon de acido nucleico
® FEIIC puede afadirse directamente al tampén de lisis 0 a la mezcla de muestras y al tampon de
lisis.

Nota: En caso de afiadir directamente al tampdn de lisis, tenga cuidado de no introducir burbujas de
aire.

1L 2024124001100 A DN NDAA
LIL) VLT LSOV LALVOU M TINT TVl
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

C. Sistema de extraccién de acido nucleico automatizado

Nota: Utilice los volimenes recomendados de muestras y eluciones tal y como se indica a

continuacion. Para el resto, consulte el protocolo del fabricante.

C-1. SGprep32

Nota: Véase el manual de funcionamiento de STARMag 96 UniPlate o0 STARMag 96 Unitube.

Proceda al proceso de extraccion usando el ‘Uni-Protocol A’.

Sistema de extraccién automatizado | Fabricante Vel
recomendado
SGprep32- i

SGprep32 hanwool TPC 180701*

STARMag 96 UniPlate Seegene EX00003P Mue.s'tra: 200 uL
Elucién: 100 uL

STARMag 96 UniTube Seegene EX00004T Mue.s,tra: 200 ul
Elucion: 100 pL

* Si quiere comprar este producto de Seegene Inc., use este nimero de catalogo.

C-2. NucliSENS® easyMAG®

Nota: Proceda al proceso de extraccion usando el ‘generic protocol’.

Sistema de extraccion automatizado | Fabricante NUm. Cat. el
recomendado
Muestra: 200 pL
NucliSENS® easyMAG® bioMérieux 200111 Silice magnética: 50 uL

Elucién: 100 uL

D. Kits de extraccién de acido nucleico manual

Nota: Utilice los volimenes recomendados de muestras y eluciones tal y como se indica a

continuacion. Para el resto, consulte el protocolo del fabricante.

Volumen
recomendado

Kit de extraccion ‘ Fabricante Num. Cat. ‘

QIAamp® DSP DNA Mini Kit QIAGEN 61304  |Muestra: 200 ul
Elucién: 100 puL
QIAamp® DNA Mini Kit QIAGEN 51304 | Muestra: 200 ul
Elucion: 100 uL

H—-2024-124801108-APN-INPM#ANMAT
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@ Seegel‘le Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

3. Preparacién de PCR en tiempo real

Nota: Deben usarse tubos y tapas adecuados (véase paginas 9).

Nota: Deben usarse filtros resistentes a los aerosoles y guantes ajustados al preparar las
reacciones de PCR de un solo paso. Tenga especial cuidado para evitar la contaminacion
cruzada.

Nota: Descongele totalmente todos los reactivos en bano de hielo.

Nota: Centrifugue brevemente los tubos de reactivos para recoger las gotas residuales de
dentro de la tapa.

A. Prepare la Mastermix de PCR.

5uL H.ClariR MOM
5uL RNase-free Water
5L EM1
15 uL Volumen total de Mastermix de PCR

Nota: Calcule la cantidad total necesaria de cada reactivo, con base en la cantidad de
reacciones, incluyendo muestras y controles.

B. Mezcle rapido en un mezclador de vortice y centrifugue brevemente.

C. Utilice una parte proporcional de 15 uL de Mastermix de PCR en los tubos de PCR.

D. Afada 5 uL de los &cidos nucleicos de cada muestra en el tubo que contiene la Mastermix
de PCR.

15 pL Mastermix de PCR
5puL Acido nucleico de la muestra
20 pL Volumen total de la reaccion

E. Cierre la tapa y centrifuge brevemente los tubos de PCR.

F. Verifique que el liguido que contienen todos los componentes de PCR se encuentre en el
fondo de cada tubo de PCR. Si no es asi, centrifugue de nuevo a mayores rpm durante 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.

Correcto Incorrecto

Bubble

1L 2024124001100 A DN NDAA
LIL) VLT LSOV LALVOU M TINT TVl
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@ Seegel‘le Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

Nota: Con cada muestra, use una nueva punta de pipeta estéril.
Nota: Para el Control Negativo (NC), use 5 uL de RNase-free Water en lugar del &cido

nucleico de la muestra.

Nota: Para el Control Positivo (PC), use 5 uL de H.ClariR PC en lugar del acido nucleico de
la muestra.

Nota: Tenga cuidado de que no se produzca una contaminacion cruzada del Mastermix de
PCR y de las muestras con el Control Positivo.

Nota: No etiquete el tubo de reaccién en su tapa. La fluorescencia se detecta desde la parte

superior de cada tubo de reaccion
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

CONFIGURACION DE INSTRUMENTOS DE PCR EN TIEMPO REAL Y ANALISIS
DE LOS RESULTADOS

1. CFX96™ Real-time PCR Detection System (CFX Manager™ Software-IVD v1.6)
1.1. Configuracion de los instrumentos de PCR en tiempo real

Nota: La configuracion del experimento en el CFX96™ Real-time PCR Detection System (Bio-
Rad) puede dividirse en tres pasos: Protocol Setup (Configuracion del protocolo), Plate Setup
(Configuracidn de la placa) e Start run (Inicio del ciclo).

A. Protocol Setup (Configuracién del protocolo)

1) En el menu principal, seleccione File (Archivo) > New (Nuevo) 2 Protocol (Protocolo)
para abrir el Protocol Editor (Editor de protocolo).

Fig. 1. Protocol Setup (Configuracion del protocolo)
2) En Protocol Editor (Editor de protocolo), defina el perfil térmico como sigue:
Paso No. de ciclos Temp. Duracion
1 95°C 15 min

2 95°C 10 seg

3* 50 60°C 1 min

4 72°C 10 seg

5 GOTO Paso 2, 49 veces mas

Nota*: Lectura de placa en el paso 3. La fluorescencia se detecta a 60°C.
H—2024-124804108-APN-INPM#ZANMAT
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Fig. 2. Protocol Editor (Editor de protocolo)

3) Haga clic en el cuadro al lado de Sample Volume (Volumen de la muestra) para afadir

directamente 20 pulL.

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

(Configuracion del experimento).
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Fig. 3. Experiment Setup (Configuracion del experimento): Protocol (Protocolo)
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B. Plate Setup (Configuracién de la placa)

1) En la pestafia Plate (Placa) en Experiment Setup (Configuracion del experimento), haga

clic en Create New (Crear nuevo) para abrir la ventana Plate Editor (Editor de placa).
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Fig. 4. Plate Editor (Editor de placa)

2) Haga clic en Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos) para indicar los fluoréforos (FAM,

HEX, Cal Red 610, Quasar 670 y Quasar 705) que se van a usar y haga clic en OK (Aceptar).
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Fig. 5. Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos) (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670, y

Quasar 705)
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3) Seleccione los pocillos donde se colocara el tubo de PCR y seleccione su tipo de mu
estra en el menu desplegable Sample Type (Tipo de Muestra).

- Unknown (Desconocidos): muestras clinicas

- Negative Control (Control negativo)

- Positive Control (Control positivo)

4) Haga clic en las casillas de verificacion adecuadas (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 y
Quasar 705) para especificar los fluoréforos que se van a detectar en los pocillos

seleccionados.
5) Escriba el Sample Name (Nombre de la muestra) y presione la tecla Intro.
6) En Settings (Configuracién) del menu principal de Plate Editor (Editor de placa), escoja

Plate Size (96 wells) (Tamaifio de la placa (96 pocillos)) y Plate Type (BR White) (Tipo placa
(Blanco BR)).

for - . Ot g | o ——_——
o e |
N Mots LOw A R R T w—— - - et » Ay "\ Lseevy
T
- R ® at ot ! . \ - A o - .b wni! Fapprup
ot .’ e e B I L R e
e BB B B B T B B s B s Bt S A oot
n ar
[~ S B N S S R BT A~ R | - T o e T e e

T . T ﬁﬂﬂﬂ*aﬂ*yﬂ*ﬁ‘ L S

7) Haga clic en OK (Aceptar) para guardar la nueva placa.
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Fig. 6. Plate Setup (Configuracién de la placa)
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

8) Regresara a la ventana Experiment Setup (Configuraciéon del experimento).
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Fig. 7. Experiment Setup (Configuracion del experimento): Plate (Placa)

9) Haga clic en Next (Siguiente) para Start Run (Inicio del ciclo).

C. Start Run (Inicio del ciclo)

1) En la pestafia Start Run (Inicio del ciclo) en Experiment Setup (Configuracion del

experimento), haga clic en Close Lid (Cerrar tapa) para cerrar la tapa del instrumento.
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Fig. 8. Close Lid (Cerrar tapa)
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2) Haga clic en Start Run (Inicio del ciclo).

3) Almacene el archivo del ensayo en Mis documentos o en una carpeta que especifique.

Introduzca el nombre del archivo, haga clic en SAVE (GUARDAR) y se iniciard el ciclo.

1.2. Analisis de datos

A. Crear carpetas para exportar datos

1) Cree una carpeta para guardar los datos de todos los pasos de deteccion de las curvas de

amplificacion a partir del archivo de resultados.

2) El nombre de la carpeta puede ser la que desee el usuario (para la funcion ‘Seegene Export’

(Exportacion de Seegene), se crearan automaticamente las carpetas “QuantStep3” para

guardar los datos de cada curva de amplificacién dentro de la carpeta que creé el usuario).

B. Configuraciéon previa para el analisis CFX Manager™

1) Después del test, haga clic en la pestafia Quantitation (Cuantificacion) para confirmar los

resultados de la curva de amplificacion.

(] Da Aradyes - 4 Carkisos

fie Ve Semrge Mook
u g @ a '_ﬂ_vw-*MlM. - G AL el < 7
7] nremon || 74 et |3 ot Corwe 1 et v | f] o e | L] e s 12 ] st et | 2 0 [ ) e

X v

\

Mo wels deagrmed @i Serce Tioe aweec

i amad Lag Scal
[917AM [ 4R 17 CORediD 7 Quessr 670 [¥) Gusesr 708 Sy Nabw [3 =1
1 3 3 . $ ] ) 3 * 10 n u Wi QO Ao 4 oo ) Sewe QO C0 O -
o [ G o e e e e e ) o7 Ouasar Ciloin "
- Y v it Oumw 670 U nn
R v e e B BB G B ke ux
cofue Joos fooe f ook § oo ffoonk | 1 Quma € e “m
o f ek Jf usk Jf uek f ek § usk | tek | ok 3T Qume £ U a3
£ B - | B Qunw Blais [
; 3 = Ousw G0 Lrén A
R Qusaw £70 U naA
e cn Ousmw CTE Ly A
" cH Qusw ST0 by NA -
Comgetes | | Sem Moo AN Crannshy St Type 35 Wihete | Arahus Mode Basebne Sustracted Curve 7t

Fig. 9. Resultados de la curva de amplificacion
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

2) Seleccione No Baseline Subtraction (No sustraer linea base) en el Analysis Mode (Modo

Anadlisis) del menu Settings (Configuracién).
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Fig. 10. No Baseline Subtraction (No sustraer linea base)

3) Seleccione Seegene Export (Exportacion de Seegene) en el menu Tools (Herramientas).
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Fig. 11. Seegene Export (Exportacion de Seegene)
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

4) Escoja una localizacién para guardar los datos y haga clic en OK (Aceptar).
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Fig. 12. Seegene Export (Exportacion de Seegene) a la carpeta indicada

C. Configuracion del analisis de datos en Seegene Viewer

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

en el Instrument (Instrumento).
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Fig. 13. Seegene Viewer
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2) Haga clic en Open (Abrir) para encontrar el archivo guardado en la carpeta "QuantStep3", abra
el archivo de resultados y seleccione el kit de prueba en el ment PRODUCT (PRODUCTO).
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Fig. 14. Configuraciéon del analisis de datos

3) Compruebe el resultado de cada pocillo.
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Fig. 15. Resultado del test en Seegene Viewer
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4) Criterios de validacion de los resultados del control

a. Inicio del ensayo valido

Para confirmar la validez del experimento, la reaccién de PCR incluye PC (Control Positivo) y

NC (Control Negativo). Se determina que el ciclo de ensayo es valido cuando se cumplen los

siguientes criterios:

Resultado de Seegene Viewer
Cal Red 610 | Quasar 670 | Quasar 705
Control FAM (Ct) HEX (CI) (Ct) (Ct) (Ct) |nterpret,ac|én
HP IC A2143G | A2142G | A2142C automatica
Control N
N <50 <50 <50 <50 <50 Control Positivo(+)
Positivo
Control
) N/A N/A N/A N/A N/A Control Negativo(-)
Negativo

b. Inicio de ensayo no valido

En los casos en los que no se consiga la validacion, los resultados de la muestra no se deben

interpretar ni notificar, y se debera llevar a cabo el ciclo de nuevo.
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@ Seegel‘le Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

2. CFX96™ Dx System (CFX Manager™ Dx Software v3.1)
2.1. Configuracién de los instrumentos de PCR en tiempo real

Nota: La configuracion del experimento en el CFX96™ Dx System (Bio-Rad) puede dividirse en
tres pasos: Protocol Setup (Configuracion del protocolo), Plate Setup (Configuracion de la placa)

e Start Run (Inicio del ciclo).

A. Protocol Setup (Configuracion del protocolo)

1) En el menu principal, seleccione File (Archivo) > New (Nuevo) 2> Protocol (Protocolo)

para abrir el Protocol Editor (Editor de protocolo).

Fig. 1. Protocol Setup (Configuracion del protocolo)

2) En Protocol Editor (Editor de protocolo), defina el perfil térmico como sigue:

Paso No. de ciclos Temp. Duracion
1 1 95°C 15 min
2 95°C 10 seg
3* 50 60°C 1 min
4 72°C 10 seg
5 GOTO Paso 2, 49 veces mas.

Nota*: Lectura de placa en el paso 3. La fluorescencia se detecta a 60°C.
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Fig. 2. Protocol Editor (Editor de protocolo)

3) Haga clic en el cuadro al lado de Sample Volume (Volumen de la muestra) para afadir

directamente 20 pulL.

4) Haga clic en OK (Aceptar) y guarde el protocolo para abrir la ventana Run Setup

(Configuracion del Ejecutar).
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Fig. 3. Run Setup (Configuraciéon del Ejecutar): Protocol (Protocolo)
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B. Plate Setup (Configuracién de la placa)

1) En la pestafia Plate (Placa) en Run Setup (Configuraciéon del Ejecutar), haga clic en

Create New (Crear nuevo) para abrir la ventana Plate Editor (Editor de placa).
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Fig. 4. Plate Editor (Editor de placa)

2) Haga clic en Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos) para indicar los fluoréforos (FAM,

HEX, Cal Red 610, Quasar 670 y Quasar 705) que se van a usar y haga clic en OK (Aceptar).
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Fig. 5. Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos) (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670, y
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3) Seleccione los pocillos donde se colocara el tubo de PCR y seleccione su tipo de muestra en

el menu desplegable Sample Type (Tipo de Muestra).

- Positive Control (Control positivo)

- Unknown (Desconocidos): muestras clinicas

- Negative Control (Control negativo)

4) Haga clic en las casillas de verificacion adecuadas (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 y

Quasar 705) para especificar los fluoréforos que se van a detectar en los pocillos

seleccionados.

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

6) En Settings (Configuracién) del menu principal de Plate Editor (Editor de placa), escoja

Plate Size (96 wells) (Tamaifio de la placa (96 pocillos)) y Plate Type (BR White) (Tipo placa

(Blanco BR)).
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7)

Haga clic en OK (Aceptar) para guardar la nueva placa.

Fig. 6. Plate Setup (Configuracién de la placa)
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> Seegene

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

8) Regresara a la ventana Run Setup (Configuracion del Ejecutar).
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Fig. 7. Run Setup (Configuracion del Ejecutar): Plate (Placa)

9) Haga clic en Next (Siguiente) para Start Run (Inicio del ciclo).

C. Start Run (Inicio del ciclo)

1) En la pestafia Start Run (Inicio del ciclo) en Run Setup (Configuracion del Ejecutar),

haga clic en Close Lid (Cerrar tapa) para cerrar la tapa del instrumento.

Run Setup
|(2] Protocol | () Plate | #B> StartFun |

| Run Information

Protocol:  H QlanR pect
Plate:  H. QariR phtd
Notes:

Scan Mode: All Channels
Start Run on Selected Block(s)

[

Block Name a

v IIBIR 100160 I'wx-

Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
ide 1 - 20 -

{71 Select Al Blocks

[ 4@ Fiash Biock Indicator | [£3  Open Lid

{2 clseud  w |

4

[ <<Pav_]
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Fig. 8. Close Lid (Cerrar tapa)
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

2) Haga clic en Start Run (Inicio del ciclo).

3) Almacene el archivo del ensayo en Mis documentos o en una carpeta que especifique.

Introduzca el nombre del archivo, haga clic en SAVE (GUARDAR) y se iniciard el ciclo.

1.2. Analisis de datos

A. Crear carpetas para exportar datos

1) Cree una carpeta para guardar los datos de todos los pasos de detecciéon de las curvas de

amplificacion a partir del archivo de resultados.

2) El nombre de la carpeta puede ser la que desee el usuario (para la funcion ‘Seegene Export’
(Exportacion de Seegene), se crearan automaticamente las carpetas “QuantStep3” para
guardar los datos de cada curva de amplificacién dentro de la carpeta que creé el usuario).

B. Configuraciéon previa para el analisis CFX Manager™

1) Después del test, haga clic en la pestafia Quantitation (Cuantificacion) para confirmar los

resultados de la curva de amplificacion.
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Fig. 9. Resultados de la curva de amplificacién
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

2) Seleccione No Baseline Subtraction (No sustraer linea base) en el meni Settings
(Configuracion) de Baseline Setting (Configuracion de valor basal).
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|

Fig. 10. No Baseline Subtraction (No sustraer linea base)

3) Seleccione Seegene Export (Exportacion de Seegene) en el menu Export (Exportacion).
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Fig. 11. Seegene Export (Exportacion de Seegene)
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

4) Escoja una localizacién para guardar los datos y haga clic en OK (Aceptar).
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Fig. 12. Seegene Export (Exportacion de Seegene) a la carpeta indicada

C. Configuracion del analisis de datos en Seegene Viewer

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

Dx en el Instrument (Instrumento).
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Fig. 13. Seegene Viewer
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> Seegene

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

2) Haga clic en Open (Abrir) para encontrar el archivo guardado en la carpeta "QuantStep3",

abra el archivo de resultados y seleccione el kit de prueba en el mend PRODUCT

(PRODUCTO).
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Fig. 14. Configuracién del andlisis de datos en Seegene Viewer
3) Compruebe el resultado de cada pocillo.
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Fig. 15. Resultado del test en Seegene Viewer
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> Seegene

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

4) Criterios de validacion de los resultados del control

a. Inicio del ensayo valido

Para confirmar la validez del experimento, la reaccion de PCR incluye PC (Control Positivo) y

NC (Control Negativo). Se determina que el ciclo de ensayo es valido cuando se cumplen los

siguientes criterios:

Resultado de Seegene Viewer
Cal Red 610| Quasar 670 | Quasar 705
Control FAM (Ct) HEX (Ct) (Ct) (Ct) (Ct) |nterpret,ac|én
HP IC A2143G | A2142G | A2142C automatica
Control N
. <50 <50 <50 <50 <50 Control Positivo(+)
Positivo
Control
) N/A N/A N/A N/A N/A Control Negativo(-)
Negativo

b. Inicio de ensayo no valido

En los casos en los que no se consiga la validacion, los resultados de la muestra no se deben

interpretar ni notificar, y se debera llevar a cabo el ciclo de nuevo.

1L 2024124001100 A DN
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Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

RESULTADOS

1. Informacién de los analitos

Fluoréforo Analito

FAM H. pylori (HP)

HEX Control Interno (IC)
Cal Red 610 A2143G
Quasar 670 A2142G
Quasar 705 A2142C

2. Interpretacion de los resultados

Analito

Valor C;

Resultado

<50 Detectado (+)
Objetivos
N/A No detectado (-)
<50 Detectado (+)
IC
N/A

No detectado (-)
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

Resultado diana

Resultado 2
Mutacion Interpretacién
IC H.pylori | del 23S
rRNA*
+ + H. pylori y mutacién del 23S rRNA detectado
+ - H. pylori detectado
+
_ + No valido?

- - Acido nucleico diana, no detectado

+ + H. pylori y mutacion del 23S rRNA detectado
+ - H. pylori detectado 2

- - + No valido?
- - No valido?

* La mutacion del 23S rRNA incluye 2143G, 2142G y 2142C.

D La repeticiéon de la prueba se debe realizar con acido nucleico original. Si se obtiene el mismo
resultado, consulte los resultados de otros métodos de diagnéstico.

2 H. pylori detectado. Pero se debe volver a realizar la prueba para confirmar la mutacion del H.
pylori resistente a la claritromicina. Si se obtiene el mismo resultado, interprételo como "H. pylori
detectado”.

3) Para la muestra de biopsia gastrica, los resultados sugieren una recoleccién inadecuada de
la muestra, el procesamiento o la presencia de inhibidores. La nueva prueba debe realizarse con
acido nucleico original diluido 1/10~1/100. Si se muestra el mismo resultado en el &cido nucleico
diluido, repita la prueba de extraccion de &cido nucleico utilizando otra alicuota de la muestra
original.

Para muestras de heces humanas los resultados sugieren procesos inadecuados (es decir, sin
adicién de IC exdgeno) o presencia de inhibidores. 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 re-extraido, diluya (1/3~1/10) la muestra en tampon salino y repita la prueba de la

extraccion.

H—-2024-124801108-APN-INPM#ANMAT
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Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

3. Aplicacién a muestras clinicas

Muestra 1 Muestra 2
2{. ;‘ ;ﬁ_
: Vi w £
Hil Vi -. /
| / oz o / =
[ 3 H———/ ; > T
1 L] % X 8 3 1 L] X 8 3
Muestra 3 Muestra 4

1 + 23,16 - N/A N/A N/A 20,59 HP

2 + 28,47 + 27,13 N/A N/A 20,73 HP, A2143G
3 + 25,51 - N/A 24,01 N/A 20,68 HP, A2142G
4 + 29,99 - N/A N/A + 29,73 19,38 HP, A2142C
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> Seegene

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

SOLUCION DE PROBLEMAS

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

OBSERVACIONES

POSIBLES CAUSAS

SOLUCION

No se observa seial

Los fluoroforos para el
analisis de datos no

cumplen con el protocolo.

Seleccionar los fluoréforos correctos para el

andlisis de datos.

Configuracion incorrecta del

termociclador en tiempo real

Compruebe las condiciones del ciclo térmico y

repita el test con la configuraciéon adecuada.

Almacenamiento incorrecto
0 posterior a la fecha de

caducidad del kit del test.

Compruebe las condiciones de almacenamiento
(véase péagina 11) y la fecha de caducidad
(consulte la etiqueta) del kit del test y use un

nuevo kit si fuese necesario.

Fallo en la extraccion de

acido nucleico

Si se afiadio el IC a la muestra antes de la
extraccion, la ausencia de sefial de IC puede
indicar una pérdida de acido nucleico durante la
extraccion. Asegurese de utilizar el método de
extraccion recomendado.

Si es debido a los inhibidores, vuelva a extraer la
muestra  original (Biopsia gastrica, Heces
humanas) o puede diluir la muestra en un tampon
de solucién salina 1/3~1/10 veces y luego ahadir

H.ClariR IC a la muestra diluida.

No se observa sefial

de Control Interno

Alta carga de &cido nucleico

del patégeno

Si se observa la sefial del patégeno diana, pero
no la del IC, entonces la amplificacién del IC pudo
haberse inhibido por una alta carga del patégeno
objetivo. Para confirmar la sefial del IC, diluya la
muestra (Biopsia géastrica, 1/10~1/100) en agua
esterilizada o diluir la muestra (Heces humanas,
1/3~1/10) en un tampon de solucion salina y

repita la prueba desde el paso de extraccion.

Presencia de inhibidor PCR

Vuelva a extraer la muestra original (biopsia
gastrica) o diliyala (heces humanas, 1/3~1/10) en
solucién salina y repita la prueba desde el paso

de extraccion.

124001100 A DN _INLDAA
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Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

OBSERVACIONES

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

POSIBLES CAUSAS

SOLUCION

Se observan
supuestos falsos
positivos o sefales
diana en el Control

Negativo

Contaminacion

Descontamine  todas las  superficies e

instrumentos con hipoclorito de sodio y etanol.
Use solo puntas de filtro durante el procedimiento
y cambielas entre cada tubo. Repita el
procedimiento entero desde la extraccion de acido

nucleico con el nuevo conjunto de reactivos.

No se observan
sefiales o
supuestos falsos
negativos en el

Control Positivo

Error en la recogida de

muestras

Compruebe el método de recogida de la muestra

y vuelva a recogerla.

Almacenamiento incorrecto

de la muestra

Vuelva a recoger la muestra y repita el

procedimiento entero. Aseglrese de que la

muestra se almacena de la manera recomendada.

Error en la extraccion de

acido nucleico

Compruebe el procedimiento de extraccion del
acido nucleico asi como la concentracion de acido

nucleico, y vuelva a extraerlo.

Error al afadir acido
nucleico a los tubos de PCR

correspondientes

Compruebe los nimeros de muestra de los tubos
que contienen el &cido nucleico y asegurese de
afadir &cido nucleico a los tubos de PCR
adecuados. Repita cuidadosamente la prueba si

fuese necesario.

Presencia de inhibidor

Por favor, vuelva a extraer la muestra original
(biopsia gastrica) o diluyala (heces humanas,
1/3~1/10) en solucién salina y repita la prueba

desde el paso de extraccion.

Mezcla de PCR incorrecta

Confirme que todos los componentes se afiadan a
la mezcla de PCR (la sensibilidad puede verse
afectada por las premezclas anteriormente
realizadas). Deben homogeneizarse todos los

reactivos y centrifugarse antes de usar.

Picos en los ciclos
de lacurvade

amplificacién

Burbujas en el tubo de PCR

Centrifugue el tubo de PCR antes del inicio.

24001100 A DML LNLDAA
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

RENDIMIENTO

1. Especificidad
Se probé la reactividad cruzada de Allplex™ H.pylori & ClariR Assay utilizando 184 materiales
y organismos estandar, como se indica a continuaciéon. Allplex™ H.pylori & ClariR Assay

identificd dianas especificas, disefiadas para la deteccién.

Helicobacter pylori 804383 H. pylori

2 Helicobacter pylori-2143G Recombinant plasmid DNA H.pylori,

A2143G

3 | Helicobacter pylori-2142G Recombinant plasmid DNA H.pylori,

A2142G

4 Helicobacter pylori-2142C Recombinant plasmid DNA Xéplyigrci:’
5 Campylobacter coli KCTC 15212 No detectado
6 Campylobacter fetus subsp. fetus ATCC 27374 No detectado
7 Campylobacter jejuni KCTC 5327 No detectado
8 Campylobacter lari ATCC 35223 No detectado
9 Candida albicans KCCM 11282 No detectado
10 | Enterococcus faecalis ATCC 11700 No detectado
11 | Escherichia coli KCCM 11591 No detectado
12 | Klebsiella pneumoniae KCCM 40890 No detectado
13 | Pseudomonas aeruginosa KCCM 11328 No detectado
14 | Staphylococcus aureus KCTC 1621 No detectado
15 | Staphylococcus epidermidis KCCM 35494 No detectado
16 | Helicobacter canadensis ATCC 700968 No detectado
17 | Helicobacter cinaedi ATCC BAA-76 No detectado
18 | Helicobacter felis ATCC 49179 No detectado
19 | Helicobacter fennelliae ATCC 35684 No detectado
20 | Helicobacter hepaticus ATCC 51449 No detectado
21 | Proteus mirabilis KCTC 2510 No detectado
22 | Proteus vulgaris KCCM 40211 No detectado
23 | Adenovirus 40 ATCC VR931 No detectado
24 | Adenovirus 41 KCTC VR930 No detectado
25 | Adenovirus type 1 QCMD ADV13-03 No detectado
26 | Adenovirus type 18 ATCC VR-1095 No detectado

H—-2024-124801108-APN-INPM#ANMAT
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> Seegene

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

NUm Organismo Fuente Aislado nam. Resultadot
27 | Adenovirus type 23 ATCC VR-1101 No detectado
28 | Adenovirus type 4 QCMD ADV13-09 No detectado
29 | Adenovirus type 5 QCMD ADV13-08 No detectado
30 | Adenovirus type 8 ATCC VR-1368 No detectado
31 | Adenovirus typel Adenoid 71 ATCC VR-1 No detectado
32 | Adenovirus type 14 QCMD ADV13-04 No detectado
33 | Aeromonas caviae ATCC 15468 No detectado
34 | Aeromonas hydrophila (ATCC 7966) KCTC 2358 No detectado

Aeromonas salmonicida subsp. d d
35 masoucida (ATCC 27013) KCCM 40239 No detectado
36 | Aeromonas veronii bv sobria ATCC 9071 No detectado
37 | Aeromonas veronii bv veronii ATCC 35623 No detectado
38 | Alcaligenes faecalis (ATCC 8750) KCTC 2678 No detectado
39 | Astrovirus QCMD GastroV13-03 No detectado
40 | Atopobium vaginae ATCC BAA-55 No detectado
41 | Bacillus cereus (ATCC 9634) KCTC 1012 No detectado
42 | Bacteroides fragilis ZMC 306850 No detectado
43 | Bacteroides uniformis (ATCC 8492) KCTC 5204 No detectado
Bifidobacterium adolescentis (ATCC
44 KCCM 11206 No detectado
15703)
45 | Bifidobacterium longum (ATCC 15707) KCCM 11953 No detectado
46 | Campylobacter coli (ATCC 33559) KCTC 15212 No detectado
47 | Campylobacter curvus (ATCC 35224) KCTC 15196 No detectado
Campylobacter hyointestinalis subsp.
48 | hyointestinalis (ATCC 35217) KCTC 15207 No detectado
Campylobacter jejuni subsp. jejuni q q
49 (ATCC 33560) KCTC 5327 No detectado
50 | Campylobacter rectus KCTC 5636 No detectado
Campylobacter sputorum biovar d d
51 sputorum (ATCC 35980) KCTC 15215 No detectado
Campylobacter upsaliensis (ATCC
52 KCTC 15213 No detectado
43954)
53 | Candida albicans ZMC 309980 No detectado
54 | Candida glabrata ATCC 36909D No detectado
55 | Candida guilliemondii Z008 ZMC 306660 No detectado
56 | Candida krusei ATCC 200339D No detectado
57 | Candida lusitaniae 2010 ZMC 306661 No detectado
58 | Candida parapsilosis 2011 ZMC 306945 No detectado
59 | Candida tropicalis 2012 ZMC 306932 No detectado
L _2°€024 124001100 A DM _LNIDM
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NUm Organismo Fuente Aislado nam. Resultadot
60 | Chlamydia trachomatis ATCC VR-902B No detectado
61 | Clostridium acetobutylicum (ATCC 4259) KCTC 1037 No detectado
62 | Clostridium baratii (ATCC 27638) KCTC 5131 No detectado
63 | Clostridium beijerinckii (ATCC 8260) KCTC 2203 No detectado
64 | Clostridium bifermentans KCTC 5393 No detectado
65 | Clostridium chauvoei (ATCC 10092) KCTC 5571 No detectado
66 | Clostridium difficile (non-toxigenic) ATCC 43593 No detectado
67 | Clostridium difficile NAP1 ATCC BAA-1805 No detectado
68 | Clostridium ghonii KCTC 5329 No detectado
69 | Clostridium innocuum (ATCC 14501) KCTC 5183 No detectado
70 | Clostridium nexile (ATCC 27757) KCTC 5578 No detectado
71 ggfgg;ji“m paraputrificum (ATCC KCTC 5331 No detectado
72 | Clostridium septicum KCTC 5695 No detectado
73 | Clostridium sphenoides (ATCC 19403) KCTC 5653 No detectado
74 | Cryptosporidium muris ATCC 87666 No detectado
75 | Cytomegalovirus (AD169) NIBSC 09/162 No detectado
76 | Entamoeba dispar ATCC PRA-260 No detectado
77 | Enterococcus avium KCTC 5190 No detectado
78 | Enterococcus casseliflavus KCCM 40712 No detectado
79 | Enterococcus durans (ATCC 19432) KCCM 40711 No detectado
80 | Enterococcus faecalis ATCC 51299 No detectado
81 | Enterococcus faecium ATCC 51559 No detectado
82 | Enterococcus gallinarum ATCC BAA-748 No detectado
83 | Enterococcus hirae (ATCC 8043) KCCM 12216 No detectado
84 | Enterovirus (Type 71) ZMC 308539 No detectado
85 | Epstein-Barr virus (B95-8 strain) ZMC 309068 No detectado
86 | Escherichia coli KCCM 11591 No detectado
87 | Escherichia coli O:H48 KCCM 41957 No detectado
88 ﬁ%‘gicma coli OLKLHT (ATCC KCCM 12451 No detectado
89 | Escherichia coli 0157 NCCP 11142 No detectado
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NUm Organismo Fuente Aislado nam. Resultadot
90 ﬁg?i;ichia coli 055:K59(B5):H- (ATCC KCCM 41290 No detectado
91 | Escherichia coli O6:H1 (ATCC 25922) KCCM 11234 No detectado
92 Egggggichia coli 078:K80:H12 (ATCC KCCM 40405 No detectado
93 | Escherichia hermanii (ATCC 33650) KCTC 22526 No detectado
94 | Gardnerella vaginalis ATCC 14018 No detectado
95 | Hepatitis A virus (HAV) ATCC VR-1402 No detectado
96 | Hepatitis B virus-a (HBV genotype a) BBI PHD350-05 No detectado
97 | Hepatitis B virus-b (HBV genotype b) BBI PHD350-14 No detectado
98 | Hepatitis B virus-c (HBV genotype c) BBI PHD350-04 No detectado
99 | Hepatitis C virus (HCV) BBI A306-6515 No detectado
100 | HSV-1(Macintyre; VR-539) ZMC 308202 No detectado
101 | HSV-2(MS; VR-540) ZMC 308203 No detectado
102 | Human Herpes 6B virus (Z29 strain) ZMC 309266 No detectado
103 | Human Herpes 7 virus (SB strain) ZMC 306938 No detectado
104 | Human Papilloma virus-16 (Caski) QCMD HPV12-07 No detectado
105 | Human Papilloma virus-18 (Hela) QCMD HPV12-08 No detectado
106 | Klebsiella oxytoca ATCC 700324D No detectado
107 | Klebsiella pneumoniae (ATCC 15380) KCTC 2952 No detectado
108 | Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356) KCCM 32820 No detectado
109 | Lactobacillus casei (ATCC 393) KCCM 12452 No detectado
110 | Lactobacillus crispatus ATCC 25258 No detectado
111 | Lactobacillus gasseri ATCC 33323 No detectado
112 | Lactobacillus jensenii ATCC 33820 No detectado
113 | Lactobacillus reuteri (ATCC 23272) KCCM 40717 No detectado
114 | Mobiluncus curtisii ATCC 35241 No detectado
115 | Mycoplasma genitalium ATCC 33530D No detectado
116 | Mycoplasma hominis (ATCC 23114) ZMC 307435 No detectado
117 | Neisseria gonorrhoeae ZMC 305345 No detectado
118 | Neisseria meningitidis ATCC 700532D No detectado
119 | Norovirus-Gl ATCC VR-3199SD No detectado
120 | Norovirus-Gll ATCC VR-3200SD No detectado
121 | Norovirus-Gl.3 QCMD NV13-06 No detectado
122 | Norovirus-GI.7 QCMD NV13-09 No detectado
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NUm Organismo Fuente Aislado nam. Resultadot
123 | Norovirus-Gl.8 QCMD NV13-12 No detectado
124 | Norovirus-Gll.4 QCMD NV13-10 No detectado
125 | Norovirus-Gll.b QCMD NV13-08 No detectado
126 gg(r)%l))acteroides distasonis (ATCC KCTC 5751 No detectado
127 | Pentatrichomonas hominis ATCC 30000 No detectado
128 ;>7e§g375)treptococcus anaerobius (ATCC KCTC 5182 No detectado
129 | Rotavirus QCMD GastroV13-06 No detectado
130 | Rotavirus G1P4 WAVA Rotavirus G1P4 No detectado
131 | Rotavirus G1P6 WAVA Rotavirus G1P6 No detectado
132 | Rotavirus G1P8 WAVA Rotavirus G1P8 No detectado
133 | Rotavirus G2P4 WAVA Rotavirus G2P4 No detectado
134 | Rotavirus G3P6 WAVA Rotavirus G3P6 No detectado
135 | Rotavirus G3P8 WAVA Rotavirus G3P8 No detectado
136 | Rotavirus G3P9 WAVA Rotavirus G3P9 No detectado
137 | Rotavirus G4P6 WAVA Rotavirus G4P6 No detectado
138 | Rotavirus G9P6 WAVA Rotavirus G9P6 No detectado
139 | Rotavirus G9P8 WAVA Rotavirus G9P8 No detectado
140 | Rubella virus ZMC 306675 No detectado
141 | Salmonella bongori (ATCC 43975) KCCM 41758 No detectado
142 gﬁ;@ﬁgﬁ"&%‘gﬁggﬂ? subsp. KCCM 41575 No detectado
143 ?:r'g:/:‘rr‘%':rg{‘;;gfé subsp. enterica KCCM 41577 No detectado
144 | Salmonella enteritidis (IFO 3313) KCCM 12021 No detectado
145 | Salmonella houtenae KCTC 12399 No detectado
146 | Salmonella typhimurium (ATCC 14028) KCCM 11806 No detectado
147 | Sapovirus G1 Cultivo coreano No detectado
148 | Sapovirus G2 Cultivo coreano No detectado
149 | Sapovirus G4 Cultivo coreano No detectado
150 | Serratia marcescens ATCC 14041 No detectado
151 | Serratia marcescens (ATCC 27117) KCCM 40105 No detectado
152 | Shigella boydii (ATCC 8700) KCCM 41649 No detectado
153 | Shigella dysenteriae NCCP 14746 No detectado
154 | Shigella flexneri (ATCC 11836) KCCM 11937 No detectado
155 | Shigella sonnei (ATCC 11060) KCCM 11903 No detectado
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NUm Organismo Fuente Aislado nam. Resultadot
156 g;z;;%;;lococcus haemolyticus (ATCC KCTC 3341 No detectado
157 | Staphylococcus hominis subsp. hominis KCTC 3343 No detectado
158 | Staphylococcus lugdunensis ATCC 43809D No detectado
159 fé%%ré);lococcus saprophyticus (ATCC KCTC 3345 No detectado
160 | Streptococcus mitis ZMC 306837 No detectado
161 | Streptococcus mutans Z072 ZMC 307290 No detectado
162 | Streptococcus oralis (ATCC 35037) KCTC 13048 No detectado
163 | Streptococcus pneumoniae 19F ZMC 307676 No detectado
164 (S';;eé’gi‘(fﬁg pyogenes Rosenbach KCTC 40411 No detectado
165 | Toxoplasma gondii ZMC 315153 No detectado
166 | Trichomonas tenax ATCC 30207 No detectado
167 | Trichomonas vaginalis (ATCC 30238) ZMC 309167 No detectado
168 | Ureaplasma parvum ATCC 27815 No detectado
169 | Ureaplasma urealyticum ATCC 33695 No detectado
170 | Varicella Zoster virus ZMC 810168 No detectado
171 | Vibrio albensis (ATCC 14547) KCTC 12321 No detectado
172 | Vibrio alginolyticus (ATCC 17749) KCCM 40513 No detectado
173 | Vibrio cholerae 2132 ZMC 801901 No detectado
174 | Vibrio cincinnatiensis (ATCC 35912) KCTC 2733 No detectado
175 | Vibrio fluvialis (ATCC 33809) KCCM 40827 No detectado
176 | Vibrio furnissii (ATCC 35016) KCCM 41679 No detectado
177 | Vibrio hollisae (ATCC 33564) KCCM 41680 No detectado
178 | Vibrio mediterranei (ATCC 43341) KCTC 2735 No detectado
179 | Vibrio mimicus (ATCC 33653) KCCM 40826 No detectado
180 | Vibrio nereis (ATCC 25917) KCTC 2722 No detectado
181 | Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802) KCCM 11965 No detectado
182 | Vibrio splendidus (ATCC 33125) KCTC 12679 No detectado
183 | Vibrio vulnificus (ATCC 27562) KCCM 41665 No detectado
184 | Yersinia enterocolitica (ATCC 23715) KCCM 41657 No detectado
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T Los tests especificados se repitieron 3 veces.

% ATCC: American Type Culture Collection
BBI: BBI Solutions
KCCM: Korean Culture Center of Microorganisms
KCTC: Korean Collection for Type Culture
NCCP: National Culture Collection for Pathogens
NIBSC: National Institute for Biological Standards and Control
QCMD: Quality Control for Molecular Diagnostics
WAVA: Waterborne Virus Bank
ZMC: ZeptoMetrix Corporation

2. Sensibilidad

La sensibilidad se define como la concentracidn mas baja de organismo que se puede detectar
consistentemente (= 95% de los resultados positivos entre todas las muestras analizadas). Se
confirmd cuando se obtuvieron los resultados correctos de organismo/ensayo de al menos 24
de las 24 muestras (24/24 = 100%) evaluadas.

La sensibilidad de Allplex™ H. pylori & ClariR Assay se determind utilizando muestras
adulteradas de DNA plasmidico diana (de 107 a 10° copias/reaccion). El limite de deteccién
para el Allplex™ H. pylori & ClariR Assay fue de 50 copias/reaccién para H. pylori y 100
copias/reaccion para la mutacion del 23S rRNA (A2143G, A2142G y A2142C).

3. Repetibilidad

Se preparé el panel de repetibilidad de 13 miembros que contenia una muestra negativa y se
prepararon 12 analitos simulados que incluian muestras de alto negativo (0,1X LoD), bajo
positivo (1X LoD) y positivo moderado (3X LoD). El panel se probé durante veinte dias, dos
corridas por dia por dos operadores diferentes con un solo lote y triplicado de cada panel por
corrida desde una extraccion. Se observaron las tasas positivas para cada analito para el
estudio de reproducibilidad: 100,0% para muestras positivas moderadas, 100% para muestras
positivas bajas y menos de 71,67% para muestras negativas altas.

Los resultados confirman los rendimientos repetibles del Allplex™ H. pylori & ClariR Assay.

1L 2024124001100 A DN NDAA
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4. Reproducibilidad

Se preparé el panel de reproducibilidad de 12 analitos simulados que incluia muestras muy
negativas (0,1X LoD), poco positivas (1X LoD) y ligeramente positivas (3X LoD). En cada
centro de pruebas se analiz6 el panel durante cinco dias, dos operadores diferentes llevaron a
cabo dos ciclos cada dia y ftriplicaron el ciclo de cada panel a partir de una extracciéon. Se
analiz6 con un unico lote de Allplex™ H. pylori & ClariR Assay en tres centros diferentes y con
tres lotes en un centro interno. Se observaron tasas positivas de cada analito para el estudio de
reproducibilidad: 100,0% de muestras ligeramente positivas, 2100% de muestras poco positivas
y 2 86,67% de muestras muy negativas.

Los resultados confirman los rendimientos reproducibles de Allplex™ H. pylori & ClariR Assay.

5. Sustancias interferentes

Esta prueba se llevé a cabo usando sustancias interferentes compuestas por 13 sustancias
para confirmar el rendimiento de Allplex™ H. pylori & ClariR Assay en la presencia de
potenciales sustancias interferentes. El resultado no se vio afectado al afiadir las sustancias: ni
deteccion no especifica ni inhibicion en la amplificacion objetiva. Teniendo en cuenta los
resultados, las 13 sustancias interferentes no afectaron los resultados de Allplex™ H. pylori &

ClariR Assay.
Sustancias interferentes Concentracién

1 Amoxicillin 206 umol/L

2 Barium sulfate 5 mg/ml

3 Bilirubin 342 pmol/L

4 Bismuth Subsalicylate (pepto-Bismol) 0,175 mg/ml

5 Cimetidine (Tagamet) 79,2 ymol/L

6 Clarithromycin 26,7 pmol/L

7 Hemoglobin human 2 g/lL

8 Metronidazole 701 umol/L

9 Mucin (bovine submaxillary gland, type I-S) 3 mg/ml

10 Omeprazole (prilosec OTC) 17,4 pmol/L

11 Palmitic Acid 6 mmol/L

12 Stearic acid 0,4 mmol/L

13 Triglyceride (Intralipid) 37 mmol/L
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SIMBOLOS

Clave sobre los simbolos que se han usado en el manual y las etiquetas

Simbolo ‘ Explicacion
Dispositivo médico de diagndstico in vitro
LOT Cadigo de lote
REF Numero de catalogo

Utilizar por fecha

Limite superior de temperatura

PRIMER Mezcla de oligonucleotidos para amplificacion y deteccion
PREMIX PCR Master Mix or Detection Mix
WATER RNase-free Water

Control Positivo (PC)

Control Interno (IC)

Consulte las instrucciones de uso

Fabricante

Fecha de fabricacién

Representante autorizado en la Comunidad Europea

Precaucion

Contiene suficiente para <n> test

uDI

Identificador Gnico del dispositivo

L. 20924.124001100 A DAL_LNLDMN A
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INFORMACION DE PEDIDO

NUm. Cat. Producto Tamafo

Allplex™ series

HC10199Y Allplex™ H. pylori & ClariR Assay 50 rxns

HC10200X Allplex™ H. pylori & ClariR Assay 100 rxns*

* Para usar solo con Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS vy
Seegene STARIet.

Sistemas de extraccion automatizados

65415-02 Microlab NIMBUS VD EA

173000-075 Microlab STARIet IVD EA

65415-03 Seegene NIMBUS EA

67930-03 Seegene STARlet EA
744300.4.UC384 STARMag 96 X 4 Universal Cartridge kit 384T / 1box
SGprep32-180701  SGprep32 EA

EXO00003P STARMag 96 UniPlate 96T / 1box
EX00004T STARMag 96 UniTube 96T / 1box
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Solo para uso profesional

Allplex™

H. pylori & ClariR Assay

(N.° de Cat. HC10200X, HC103892)

Sistema de PCR multiple en tiempo real para la deteccion de H. pylori y mutaciones de
A2143G, A2142G y A2142C en el gen 23S rRNA responsable de la resistencia a la

claritromicina de H. pylori.

Para uso con
1. CFX96™ Real-time PCR Detection System (CFX Manager™ Software-IVD v1.6)
2. CFX96™ Dx System (CFX Manager™ Dx Software v3.1)

3

Solo para uso en diagnéstico in vitro

REF K;Zm REF KJZS

HC10200X HC10389Z

Seegene Inc.,
u Taewon Bldg., 91 Ogeum-ro, Songpa-gu, Sell, Republica de Corea 05548

Medical Technology Promedt Consulting GmbH

EC |REP

Altenhofstrasse 80, D-66386 St. Ingbert, Alemania

No esta disponible en Estados Unidos
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AVISOS

® Solo para uso en diagndstico in vitro.

® El Allplex™ H. pylori & ClariR Assay debe realizarlo personal con la cualificacién y
la formaciéon adecuadas.

® La fiabilidad de los resultados depende de que las muestras sean adecuadamente
recogidas, almacenadas, transportadas y procesadas.

® Si este producto se usa con Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene
NIMBUS y Seegene STARIlet, se utilizara en 5 ejecuciones diferentes como maximo.

® Este test ha sido aprobado para los siguientes tipos de muestras: Biopsia gastrica
y heces humanas (muestra reciente de heces y heces conservadas en medio de
transporte). Este test no ha sido aprobado para ningun otro tipo de muestra.

® Para muestras de biopsia gastrica, solo se han validado los kit de extraccién de
acido nucleico manual.

® Almacene las muestras DNA a < -20°C hasta que se vayan a usar y consérvelas en
bafio de hielo durante su uso.

® La sensibilidad del ensayo puede disminuir si las muestras se congelan y descongelan
repetidas veces o si se almacenan durante mucho tiempo.

® Elflujo de trabajo en el laboratorio deberia desarrollarse de manera unidireccional.

® Deben llevarse siempre guantes desechables en cada zona y cambiarlos antes de entrar
en las diferentes zonas. En caso de que se contaminen, se deben cambiar inmediatamente
o tratar con un reactivo descontaminante de DNA.

® Destine materiales y equipamiento a estaciones de trabajo separadas y no los mueva de
una zona a otra.
No se debe pipetear con la boca.
No se debe comer, beber ni fumar en las zonas de trabajo del laboratorio. Al manipular las
muestras y reactivos, han de llevarse guantes sin talco desechables, bata de laboratorio y
proteccion en los ojos. Deben lavarse bien las manos después de manipular las muestras
y los reactivos de la prueba.

® FEvite contaminar los reactivos al quitar las partes alicuotas de los tubos de reactivos. Se
recomienda usar puntas de pipeta desechables estériles, resistentes a los aerosoles.

® No mezcle reactivos de diferentes lotes o de diferentes tubos del mismo lote.

® No use el producto después de su fecha de caducidad.

® No reuse los elementos desechables.

® Use tubos con tapa de rosca y evite cualquier posible salpicadura o contaminacion cruzada

de las muestras durante la preparacion.
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® Por favor, 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 utilizar puntas con filtro.
Use zonas de trabajo separadas y segregadas para cada experimento.
Para evitar la contaminacién de areas de trabajo con productos amplificados, abra los
tubos de reaccion o cintas PCR solamente en las areas de trabajo asignadas, después de
la amplificacion.

® Los materiales positivos se han de almacenar separados de los reactivos del kit.

® Deben adoptarse los procedimientos de seguridad de laboratorio (consulte los
documentos de Bioseguridad en los laboratorios microbiol6ogicos y biomédicos y CLSI) al
manipular las muestras. Limpie y desinfecte exhaustivamente 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) se pueden considerar como
residuos de laboratorio. Deseche los reactivos sin utilizar y los residuos conforme a las
normativas nacionales, regionales y locales de aplicacion.

® E| Seegene NIMBUS y el Seegene STARIlet son los mismos equipos que el Microlab
NIMBUS IVD y el Microlab STARIet IVD, solo que el fabricante es distinto. Ya que no existen
cambios en el hardware del dispositivo, los resultados de las pruebas son iguales.

® El nombre de la marca “CFX96™ Real-time PCR Detection System-IVD” pasé a ser
“CFX96™ Dx System”. Ya que no se hicieron cambios al hardware del sistema, se espera
que se obtengan los mismos resultados con ambos sistemas.

® FEl “CFX Manager™ Dx Software v3.1” es la version actualizada del “CFX Manager™
Software-IVD v1.6”. El software actualizado incluye mejoras al menu “Run” (Ejecutar). Estas
mejoras no afectan los resultados del andlisis de datos; por lo que los resultados seran los
mismos.

® Este kit esta pensado para ayudar en el diagnoéstico diferencial enfocado de H. pyloriy las
mutaciones de A2143G, A2142G y A2142C en el gen 23S rRNA responsable de la
resistencia a la claritromicina de H. pylori.

USO PREVISTO

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay es un test cualitativo in vitro para la deteccion multiple o
simple de H. pylori y mutaciones de A2143G, A2142G y A2142C en el gen 23S rRNA

responsable de la resistencia a la claritromicina de H. pylori.
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PRINCIPIOS Y DESCRIPCION GENERAL DEL PROCEDIMIENTO

1. Principios

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay representa tecnologias propiedad de Seegene y se basa en
la tecnologia mTOCE™, que permite detectar varios polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP) en instrumentos de real-time PCR.

El Allplex™ H. pylori & ClariR Assay es un ensayo multiplex de PCR en tiempo real que permite
la amplificacién y deteccion simultdneas de los acidos nucleicos diana de H. pylori (HP), la
mutacién puntual de la resistencia a la claritromicina (A2143G, A2142G y A2142C en el 23S
rRNA) y el Control Interno (IC). La presencia de una secuencia patdgena especifica en la
reaccion se informa como un valor de Ct a través del andlisis del visor de Seegene.

En PCR, la eficiencia de la amplificacion se ve reducida con frecuencia por inhibidores
presentes en muestras clinicas. Para muestras de heces humanas, el Control Interno (IC) se
incorpora en el producto como un control exdgeno del conjunto del proceso para controlar la
extraccion del acido nucleico y comprobar una posible inhibicién de PCR. El Control Interno
(IC) es coamplificado con &cidos nucleicos diana dentro de las muestras clinicas. Para
muestras de biopsia géstrica, se utiliza un gen endégeno humano como Control Interno (IC)
de muestras de hisopos rectales para supervisar todo el proceso de recogida de muestras,
extraccion de acido nucleico y constatar cualquier posible inhibicién de la PCR.

Para evitar que el producto de amplificacion actie como potencial contaminante, en el
Allplex™ H. pylori & ClariR Assay se utiliza un sistema Uracil-DNA glicosilasa (UDG). El
sistema UDG-dUTP se usa comUnmente cuando se realiza una PCR para eliminar los
amplicones sobrantes usando escisiones por UDG de residuos de uracilo desde el DNA

mediante la escision del enlace N-glicosilicos.

L. 20924.124001100 A DAL_LNLDMN A

LIL) LV LSOV LALVUO M INTTINT IVI

5 05/2022 V1.04_(ES)

Pégina 57 de 113

#ANMAT



@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

2. Informacién sobre el procedimiento

Muestras

(Biopsia gastrica y heces humanas)

@ Extraccién de acido nucleico

Acido nucleico

PCR en tiempo real usando

el sistema Allplex™

Andlisis de los resultados

H—-2024-124801108-APN-INPM#ANMAT

05/2022 V1.04_(ES)

Pégina 58 de 113



@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

ANTECEDENTES

El Helicobacter pylori (H. pylori), una de las principales causas de la gastritis cronica, esta
fuertemente asociado con el desarrollo de Ulceras gastricas y duodenales y se ha relacionado
con el adenocarcinoma gastrico y el linfoma del tejido linfoide asociado a la mucosa de células
B. El tratamiento de la infeccion por H. pylori ha sido objeto de una gran cantidad de ensayos
clinicos en los ultimos afios.

El tratamiento actual de la infeccién por H. pylori consiste en un régimen triple o cuadruple que
incluye un inhibidor de protones y antibidticos, como la amoxicilina y la claritromicina. Por lo tanto,
el H. pylori resistente a la claritromicina ha presentado un serio obstaculo para su tratamiento.
Asi, la deteccion del H. pylori resistente a la claritromicina antes del tratamiento es crucial para
aumentar la eficacia del tratamiento al prescribir otros antibiéticos y prevenir el uso indebido de
los antibidticos. La mayoria de los H. pylori resistentes a la claritromicina tienen mutaciones
puntuales en las secuencias de 2142 y 2143 bases del gen 23S rRNA, y existen como A2143G,
A2142G y A2142C, respectivamente.
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REACTIVOS

Los reactivos contenidos en un kit son suficientes para 100 reacciones.

Informacion de pedido ( HC10200X)

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

Simbolo Contenido Volumen Descripcién
. Mezcla de oligos de MuDT (MOM):
PRIMER H.ClariR MOM 500 pL . e .
- Reactivos de amplificacion y deteccién
- Polimerasa de DNA
PREMIX EM1 500 pL - Uracil-DNA glicosilasa (UDG)
- Tampdn que contiene dNTPs
CONTROL H.ClariR PC souL | Conrol Positivo (PC):
- Mezcla de patdégenos y clones IC
CONTROL H.ClariR IC 1000 u | SONMO! Interno exogeno (IC)
- para muestras de heces humanas
WATER RNase-free Water 1.000 pL | Calidad ultrapura, grado PCR
l::[i:l Manual de usuario

Producto accesorio: software de analisis

Seegene Viewer*

* El software de andlisis lo proporcionan Seegene Inc. o el gestor regional. Utilice Seegene

Viewer posterior a V3.
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Los reactivos contenidos en un kit son suficientes para 25 reacciones.

Informacién para pedidos ( HC103892)

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

Simbolo Contenido Volumen Descripcién

Oligomezcla MuDT (MOM):

H.ClariR MOM 125 uL . e o
PRIMER ant H - Reactivo de amplificacion y deteccion

- DNA polimerasa

PREMIX EM1 125 yL - Uracilo-DNA glicosilasa (UDG)
- Tampdn con dNTPs

Control positivo (PC):

CONTROL H.ClariR PC 50 pL - Mezcla de patégenos y clones del
IC
CONTROL H ClariR IC 250 L Control interno (IC) exdgeno

- para muestras de heces humanas

WATER RNase-free Water 1.000 yL | Calidad ultrapura, para PCR

l::[i:l Manual del usuario

Producto accesorio: software de analisis

Seegene Viewer*

* El software de andlisis lo proporcionan Seegene Inc. o el gestor regional. Utilice Seegene

Viewer posterior a V3.
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ALMACENAMIENTO Y MANIPULACION

Todos los componentes de Allplex™ H. pylori & ClariR Assay 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 hasta que se lleven a cabo 5 congelaciones y descongelaciones. Si se van

a utilizar los reactivos solo de forma intermitente, deben almacenarse en partes alicuotas.

MATERIALES NECESARIOS, PERO NO INCLUIDOS

Guantes desechables sin talco (latex o nitrilo)

Pipetas (ajustables) y puntas de pipeta estériles

Tubo de microcentrifugacion de 1,5 mL

Kit de extraccién de acido nucleico (véase Extraccion de Acido Nucleico)

ASL Buffer (Tampdn ASL) (N.° de Cat. 19082, Qiagen)

FLOQ Swab (N.° de Cat. 502CS01, Copan)

Méagquina de hielo

Centrifuga de sobremesa

Mezclador vortex

CFX96™ Real-time PCR Detection System (Bio-Rad)

CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

Low-Profile 0.2 mL 8-Tube Strips without Caps (color blanco, N.° de Cat. TLS0851, Bio-Rad)
Optical Flat 8-Cap Strips (N.° de Cat. TCS0803, Bio-Rad)

Hard-Shell® 96-Well PCR Plates, low profile, thin wall, skirted, white/white

(N.° de Cat. HSP9655, Bio-Rad)

® Hard-Shell® 96-Well PCR Plates, low profile, thin wall, skirted, white/white, barcoded
(N.° de Cat. HSP9955, Bio-Rad)

Permanent Clear Heat Seal (N.° de Cat. 1814035, Bio-Rad)*

PX1 PCR plate sealer (sellador automético, N.° de Cat. 181-4000, Bio-Rad)*

* Asegurese de usar el sello térmico y el sellador de placas listados arriba juntos.
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PROTOCOLO

1. Recogida de muestras, almacenamiento y transporte

Nota: Todas las muestras se deben tratar como material potencialmente infeccioso. Solo se
permiten los materiales de las muestras que se recojan, almacenen y transporten de acuerdo

con las siguientes normas e instrucciones.

Biopsia gastrica

Heces humanas (muestra reciente de heces y heces conservadas en medio _de

transporte)

Nota: Para garantizar la alta calidad de las muestras, estas se han de transportar lo mas rapido

posible, y segun las condiciones de temperatura indicadas.

A. Recogida de muestras

Biopsia gastrica

® No se puede utilizar tejido embebido en parafina.

® | a muestra recolectada debe analizarse de inmediato para un resultado garantizado.

Muestra reciente de heces

® Coloque la muestra de heces en un recipiente hermético conservador o libre de medio.

Heces conservadas en medio de transporte

(a) Cary Blair medio de transporte (comercial)
(b) eNAT (COPAN)

Kit de recogida Fabricante N.° de Cat.

eNAT 1ML R-SHAPE APPLICATOR COPAN 608CSO01R
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B. Almacenamiento y transporte de muestras

Almacenamiento y
VIEIES transporte

Temp. Duracién*

Biopsia 2-8°C 7 dias - El rendimiento puede verse afectado por la

congelacion/descongelacion frecuente o el
2-8°C 2 dias almacenamiento prolongado de muestras.

- Las muestras también deben adherirse a las

Heces

instrucciones locales y nacionales para el
-20°C 1 mes ) .
transporte de material patégeno.

* Duracién: Tiempo desde la recogida de muestras hasta la realizacion del test, incluyendo

el almacenamiento y el transporte de las muestras antes de la realizacion del test.

2. Extraccion de acido nucleico

2-1. Biopsia géstrica

Nota: Para la muestra de biopsia géstrica, el gen enddégeno se utiliza como control
interno (IC). No es necesario agregar IC para la extraccién.

Nota: El resultado no valido para el control interno endégeno en la muestra de biopsia gastrica
aparece ocasionalmente debido al muestreo inadecuado. En este caso, por favor consulte la

seccion de resolucion de problemas (paginas 42~43).

A. Kit de extraccion de acido nucleico manual

Nota: Utilice los volimenes recomendados de muestras y eluciones tal y como se indica a

continuacion. Para el resto, consulte el protocolo del fabricante.

Extraccion Kit Fabricante N.° de Cat. Volumen recomendado

Muestra: Biopsia gastrica

Elucion: 50 uL

QlAamp® DSP DNA Mini Kit QIAGEN 61304

Muestra: Biopsia gastrica

Elucion: 50 uL

QIlAamp® DNA Mini Kit QIAGEN 51304
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2-2. Heces humanas

A. Tratamiento previo de las muestras

A-1. Heces y heces conservadas en el medio de transporte Cary Blair

[ ] e o o D

e 6 o T

o

STARMag (NIMBUS, STARIlet, Maelstrom™ 9600, SEEPREP32)

Recoja la muestra de heces (50 ~ 100 mg) usando hisopos.

Suspenda el hisopo en 1 mL de ASL Buffer.

Pulse el agitador vértex durante 1 minuto y luego incube a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

Centrifugue a maxima velocidad (20.000 xg, 14.000 rpm) durante 2 minutos.

Use el sobrenadante como una muestra del paso de extraccién de acido nucleico.
Siga el protocolo del fabricante

NucliSENS® easyMAG®

Recoja la muestra de heces (100 ~ 200 mqg) usando hisopos.
Suspenda el hisopo en 1 mL de NucliSENS Lysis Buffer.

Pulse el agitador vértex durante 1 minuto y luego incube a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

Centrifugue a maxima velocidad (20.000 x g, 14.000 rpm) durante 2 minutos.

Use el sobrenadante como una muestra del paso de extraccién de acido nucleico.
Siga el protocolo del fabricante

QlAamp® DNA Mini Kit (o QlAamp® DSP DNA Mini Kit)

Recoja la muestra de heces (100 ~ 200 mg) usando hisopos.

Suspenda el hisopo en 1 mL de ASL Buffer.

Pulse el agitador vértex durante 1 minuto y luego incube a temperatura ambiente
durante 10 minutos.

Centrifugue a maxima velocidad (20.000 x g, 14.000 rpm) durante 2 minutos.

Use el sobrenadante como una muestra del paso de extraccién de acido nucleico.
Siga el protocolo del fabricante

A-2. eNAT (COPAN)

Mezcle mediante voértex el tubo eNAT durante 2 minutos.

Incube a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Transfiera la muestra a tubos nuevos de microcentrifugacion de 1,5 mL y centrifugue
a maxima velocidad (20.000 x g, 14.000 rpm) durante 2 minutos.

Use el sobrenadante como una muestra del paso de extraccién de acido nucleico.
Siga el protocolo del fabricante.

13
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B. Control Interno

Nota: El IC se incluye en el kit para permitir a los usuarios confirmar no solo el
procedimiento de extraccién de acido nucleico, sino también para identificar cualquier
inhibicion de PCR.

® Deben afadirse 10 uL de H.ClariR IC a cada muestra antes de la extraccién de acido
nucleico*.

® El IC puede afadirse, bien directamente al tampén de lisis, bien a la mezcla de muestra y
tampon de lisis*.

® Al usar Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS o Seegene STARIet,
el tubo de H.ClariR IC se debe cargar en el equipo de extraccién antes de la extraccién de

acido nucleico.

* Nota: En caso de afiadirlo directamente al tampdn de lisis, tenga cuidado de no introducir

burbujas de aire.

C. Sistema de extraccion de acido nucleico automatizado

Nota: Utilice los volimenes recomendados de muestras y eluciones tal y como se indica a

continuacion. Para el resto, consulte el protocolo del fabricante.

C-1. Microlab NIMBUS IVD

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

Sistema de extraccion automatizado Fabricante N.° de Cat. Vol. recomendado

Microlab NIMBUS IVD Hamilton 65415-02* -

744300.4. Muestra: 800 pL

STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit Seegene
uUcC384 Elucion: 100 uL

* Si desea adquirir este producto a Seegene Inc., use este nimero de catalogo.
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C-2. Microlab STARIlet IVD

Nota: Véase el manual de funcionamiento de Microlab STARIet IVD.

N.° de Cat.

Vol. recomendado

Sistema de extraccion automatizado

Fabricante

Microlab STARIet IVD Hamilton 173000-075* -
. ] } 744300.4. | Muestra: 800 pL
STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit Seegene
uC384 Elucion: 100 pL

* Si desea adquirir este producto a Seegene Inc., use este nimero de catalogo.

C-3. Seegene NIMBUS

Nota: Véase el manual de funcionamiento de Seegene NIMBUS.

Sistema de extraccion automatizado Fabricante N.° de Cat. Vol. recomendado
Seegene NIMBUS Seegene 65415-03 -
) ) ) 744300.4. Muestra: 800 pL
STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit Seegene
UC384 Elucion: 100 pL

C-4. Seegene STARlet

Nota: Véase el manual de funcionamiento de Seegene STARIet.

Sistema de extracciéon automatizado Fabricante | N.°de Cat. | Vol.recomendado
Seegene STARlet Seegene 67930-03 -
. . . 744300.4. | Muestra: 800 uL
STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit Seegene .,
UC384 Elucion: 100 pL

C-5. NucliSENS® easyMAG®

Nota: Continde con el proceso de extraccion con “generic protocol”.

Sistema de extracciéon automatizada | Fabricante ‘ N.° de cat. ‘ Vol. recomendado

NUcliSENS® easyMAG®

bioMérieux

Muestra: 200 uL

200111

Silice magnética: 50 pL

Elucion: 100 pL

1L 2024124001100 A DN

NDAA
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C-6. Maelstrom™ 9600

Nota: Continlie con el proceso de extraccion con el protocolo “STARMAGM96”

Sistema de extracciéon automatizada Fabricante ‘ N.° de cat. ‘ Vol. recomendado
Taiwan
Maelstrom™ 9600 Advanced M9600 -
Nanotech Inc.
EX00029P, :
STARMag™ M96 Kit Seegene Muestra: 200 L
EXO00030P |Elucién: 100 uL

C-7. SEEPREP32

Nota: Continde con el proceso de extraccion con el protocolo “STARMag_SP32”

Sistema de extraccion automatizada | Fabricante N.° de cat. Vol. recomendado

SEEPREP32 Seegene SG71100 |-

STARMag™ SP32 Kit (Plate Type) Seegene Ex0002gp | Muestra: 200 ul
Elucién: 100 uL

STARMag™ SP32 Kit (Tube Type) Seegene EX00028T | Muestra: 200 plL

Elucién: 100 uL

D. Kits de extracciéon de acido nucleico manual

Nota: Use los volimenes recomendados de muestra y elucion indicados a continuacion. Para

otros datos, consulte el protocolo del fabricante.

Kit de extracciéon ’ Fabricante | N.° de cat. ‘ Vol. recomendado
s Muestra: 200 pL
QIAamp® DSP DNA Mini Kit QIAGEN 61304 | uesta SUu
Elucion: 100 pL
L Muestra: 200 pL
QlAamp® DNA Mini Kit QIAGEN 51304 uestra H
Elucion: 100 uL
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3. Preparacién de PCR en tiempo real

Nota: Deben usarse tubos y tapas adecuados (véase paginas 10).

Nota: Deben usarse filtros resistentes a los aerosoles y guantes ajustados al preparar las
reacciones de PCR de un solo paso. Tenga especial cuidado para evitar la contaminacion
cruzada.

Nota: Descongele totalmente todos los reactivos en baro de hielo.

Nota: Centrifugue brevemente los tubos de reactivos para recoger las gotas residuales de
dentro de la tapa.

Nota: Los pasos A a D se procesan automaticamente en Microlab NIMBUS IVD, Microlab

STARIet IVD, Seegene NIMBUS y Seegene STARIet. Consulte cada manual de funcionamiento.

A. Prepare la Mastermix de PCR.

5uL H.ClariR MOM
5puL RNase-free Water
5 uL EM1
15 uL Volumen total de Mastermix de PCR

Nota: Calcule la cantidad total necesaria de cada reactivo, con base en la cantidad de

reacciones, incluyendo muestras y controles.

B. Mezcle rdpido en un mezclador de voértice y centrifugue brevemente.

C. Utilice una parte proporcional de 15 uL de Mastermix de PCR en los tubos de PCR.

D. Afada 5 pL de los acidos nucleicos de cada muestra en el tubo que contiene la Mastermix
de PCR.

15 uL Mastermix de PCR
5puL Acido nucleico de la muestra
20 pL Volumen total de la reaccion

E. Cierre la tapa y centrifuge brevemente los tubos de PCR.

F. Verifiqgue que el liguido que contienen todos los componentes de PCR se encuentre en el
fondo de cada tubo de PCR. Si no es asi, centrifugue de nuevo a mayores rpm durante mas

tiempo.
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Nota: Se recomienda centrifugar a baja velocidad los tubos de PCR antes de la PCR para
eliminar las burbujas de aire y recoger todos los liquidos residuales en la parte inferior de los

tubos.

Correcto Incorrecto

Bubble

Nota: Con cada muestra, use una nueva punta de pipeta estéril.

Nota: Para el Control Negativo (NC), use 5 uL de RNase-free Water en lugar del acido
nucleico de la muestra.

Nota: Para el Control Positivo (PC), use 5 uL de H.ClariR PC en lugar del &cido nucleico de
la muestra.

Nota: Tenga cuidado de que no se produzca una contaminacion cruzada del Mastermix de
PCR y de las muestras con el Control Positivo.

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

superior de cada tubo de reaccion.
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CONFIGURACION DEL INSTRUMENTO REAL-TIME PCR Y ANALISIS DE LOS
RESULTADOS

1. CFX96™ Real-time PCR Detection System (CFX Manager™ Software-IVD v1.6)
1.1. Configuracion del Instrumento Real-time PCR

Nota: La configuracion del experimento en el CFX96™ Real-time PCR Detection System (Bio-
Rad) puede dividirse en tres pasos: Protocol Setup (Configuracién del protocolo), Plate Setup
(Configuracion de la placa) e Start run (Inicio del ciclo).

A. Protocol Setup (Configuracion del protocolo)

1) En el menu principal, seleccione File (Archivo) > New (Nuevo) = Protocol (Protocolo) para
abrir el Protocol Editor (Editor de protocolo).

Fig. 1. Protocol Setup (Configuracion del protocolo)
2) En Protocol Editor (Editor de protocolo), defina el perfil térmico como sigue:
Paso No. de ciclos Temp. Duracion

1 95°C 15 min

2 95°C 10 seg

3* 50 60°C 1 min

4 72°C 10 seg

5 GOTO Paso 2, 49 veces mas

Nota*: Lectura de placa en el paso 3. La fluorescencia se detecta a 60°C.
H—2624-12480H108-APN-INPM#ANMAT
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Protocol Editor - Test.prcl =
File  Settings Tools ?
H .,% Insert Step sample Velume pl | Est. Run Time 02:11:00
1 2 3 4 5
950 C 9.0 C
TE (AL w0 C
60.0 C I G
Tiom ]
a7 T
Q
2
48 x
1 950 C for 15:00
['”39“ Step ] = 2 W0 C for 000
3 E0.0 C for 1:00
[ Insert Gradient ] + Plate Aead
4 720 C for 0:10
L5 GO0TOZ 49 rnore tirmes
EI EMD
[@ Insert Melt Curve l
-]
@De\ete Step
[ OK | [ Cancel |

Fig. 2. Protocol Editor (Editor de protocolo)

3) Haga clic en el cuadro al lado de Sample Volume (Volumen de la muestra) para afadir

directamente 20 pL.

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

(Configuracion del experimento).

=

Experiment Setup
Options
[24] Protocel |[EE3) Plate I up» Start Aun

Create New...
Select Existing. ..

Selected Protocol
H. ClariR.prcl

Express Load

-

( Edit Selected,,,

Preview
Est. Run Time: 02:11:00 (96 Wells-All Channels)

1 2
950 C %0 C
f 500 AL \

Sample Volume: 20ul

3 4 5

720 C
0.0 C / g G

100 T

Next >>

Fig. 3. Experiment Setup (Configuracién del experimento): Protocol (Protocolo)

124001100 A DN _INLDAA
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B. Plate Setup (Configuraciéon de la placa)

1) En la pestafia Plate (Placa) en Experiment Setup (Configuracion del experimento), haga

clic en Create New (Crear nuevo) para abrir la ventana Plate Editor (Editor de placa).

Experiment Setup s
Options
[Ar] Protocol | EED) Plate |wf» Start Aun
Create New,.. '\ Express Load -
Select Existing, .. | QuickPlate_96 wells_All Channels, pitd -/
Selected Plate
QuickPlate 96 wells_all Channels. pltd Edit Selected... ]
Preview
Fluorophores: FAM, HEX, Texas Red. Cy5. Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
b Unk unk Unk unk unk uUnk unk unk unk unk unk unk
c Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
U Unk Il Unk Unk Il Unk Unk Il Unk unk Il Unk unk Unk unk Unk
E Unk Il Unk Unk Il Unk Unk Il Unk Unk Il Unk Unk Unk Unk Unk
r Unk II Unk Unk II Unk Unk II Unk. Unk II 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 | [ MNext>>

Fig. 4. Plate Editor (Editor de placa)

2) Haga clic en Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos) para indicar los fluoréforos (FAM,

HEX, Cal Red 610, Quasar 670 y Quasar 705) que se van a usar y haga clic en OK (Aceptar).

21

Plate Type : BR Clear

Plate Editor - QuickPlate_96 wells_All Channels. pitd = =
File Settings Tools
Hj E‘. Zoom 100% ~ | @ Scan Mode |All Channels -] "; Well Groups ... ? @ Plate Loading Guide
1 2 3 = 5 & 8 9 10 n 12 E |?i.‘] Selact Fluorophores ... ]
A | | ‘ | | | ‘ | Sample Type =
Select Flucrophores <
Channel Fucrophore Selected Color none.
. — Y —
s Y —
- = v L —
er - Y —
c ol Orange 560 r I
o 6o 59 r —
v r | oo
s o r | b
0 Texes Red r e
caredein ~ e i
Texsis Y — .
. C T —
. Queser 670 © N || (@ Eveimenisetings.. |
: o 705 O E— (] ,
a‘:_s "E '\ —— ﬁ’| Clear Replicate # J
—— = Clear Wells ]
F =l
!!

Ok Cancel

Quasar 705)
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@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

3) Seleccione los pocillos donde se colocara el tubo de PCR y seleccione su tipo de mu
estra en el menu desplegable Sample Type (Tipo de Muestra).

- Unknown (Desconocidos): muestras clinicas

- Negative Control (Control negativo)

- Positive Control (Control positivo)

4) Haga clic en las casillas de verificacion adecuadas (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 y

Quasar 705) para especificar los fluoréforos que se van a detectar en los pocillos seleccionados.

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

6) En Settings (Configuracién) del menu principal de Plate Editor (Editor de placa), escoja

Plate Size (96 wells) (Tamafio de la placa (96 pocillos)) y Plate Type (BR White) (Tipo placa
(Blanco BR)).

Plate Editor - H. ClariR pltd L= | & |t
File Tools
LE]] é Plate Size * 5l Scan Mode [All channels - S@ Well Groups ... | @ (£%) Plate Loading Guide
ExiE Sl

Number Convention 3 BR Clear

BN

L]

[@ Select Fluorophores .., ]

Samplo Tupe

Load Target Name
Far <none>
B HEX <none>

Cal Red 610 <none>
Quasar 670 <nonez
Quasar 705 <nonez

4044 44

T
z
T
b
E
T
z
h
I
E
T
B
T
z

[}

5 | Quassr 705 Load Sample Mame

<none> -

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk (=]
Fam FamM Fam FamM FamM Fam FamM Fam FamM FamM Fam FamM
HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX

Load Replicate #
B 1 =

[ Replicate Series ]

c ["ﬁu Experiment Settings..,

[ A Clear Replicate #

[lj Clear Wells

Plate Type : BR tWhite

Fig. 6. Plate Setup (Configuracién de la placa)

7) Haga clic en OK (Aceptar) para guardar la nueva placa.
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8) Regresara a la ventana Experiment Setup (Configuraciéon del experimento).

Experiment Setup @
Options
Pratocol Plate |n> Start Run
Express Load
Selected Plate
H. ClariR. pltd Edit Selected...
Preview
Fluorophores: FaM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670, Quasar 705 Plate Type: BR ‘White Scan Mode: &ll Channels
1 2 3 4 5 [ 7 a g 1] 11 12
unl ol un| nl nl nl nl nl Unl nl nl Unk

T a@ bl m =] ] m T

Fig. 7. Experiment Setup (Configuracion del experimento): Plate (Placa)
9) Haga clic en Next (Siguiente) para Start Run (Inicio del ciclo).

C. Start Run (Inicio del ciclo)

1) En la pestafia Start Run (Inicio del ciclo) en Experiment Setup (Configuracion del
experimento), haga clic en Close Lid (Cerrar tapa) para cerrar la tapa del instrumento.

Experiment Setup =)
Options
| 24 Protocol | () Plate| WD» Start Run
Run Information
Protocol : H.ClariR prcl
Plate : H. ClarR phtd
Notes :

Scan Mode : All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name a Type Run Status Sample Volume Protocol ID

v [pRiooie0 | eeec e 20

[] Select Al Blocks

[0 Flash Block Indicator ] La Open Lid ] [d Close Lid \
b

| << Prev

Fig. 8. Close Lid (Cerrar tapa)
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2) Haga clic en Start Run (Inicio del ciclo).

3) Almacene el archivo del ensayo en Mis documentos o en una carpeta que especifique.

Introduzca el nombre del archivo, haga clic en SAVE (GUARDAR) y se iniciara el ciclo.

1.2. Analisis de datos

A. Crear carpetas para exportar datos

1) Cree una carpeta para guardar los datos de todos los pasos de deteccion de las curvas de

amplificacién a partir del archivo de resultados.

2) El nombre de la carpeta puede ser la que desee el usuario (para la funcion ‘Seegene Export’
(Exportacion de Seegene), se crearan automaticamente las carpetas “QuantStep3” para guardar
los datos de cada curva de amplificacion dentro de la carpeta que creé el usuario).

B. Configuracion previa para el analisis CFX Manager™

1) Después del test, haga clic en la pestafia Quantitation (Cuantificacion) para confirmar los

resultados de la curva de amplificacion.

Data Analysis - H. ClariR perd =B8] ®
File View Settings Tools
H .,ég @ ﬁ V\ew/Ed\t Plate... ‘T.WEH Group: [AH Wells v] ?
Ouamnamnﬂ Quaniitation Data Vet Curve | I3 Wk Curve Data | ] Gene Expression End Poirt: | [7) Alelic Discrimination ac | B Run Infomation
\ Amplification
N
2000 :
No wells designated as Sample Type standard
1500 7
>
g 1o
500
o -
0 o o £ @ 50
Cycles [[] Log Scale
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705 Step Number: |3 -
1 2 3 4 5 6 7 8 k] 10 n 12 Wel ¢ Fuor & Content ¢ Sample § Cf) ¢
A | ok || unk [ unk J] ok 1 one [ unk J]osk 1 unie [ une o | unie [ unk BO7  Quasar EUnkn 31.96
e | unk || unk [ unk ][ unk | onk | ok [[ROREE]l unk | unk || unk [ unk |[Tune || B GueserET0unin 8z
B09 Quasar 67 Unkn 44,32
E Unk Unk Unk Unk. Unk Unk " Unk. " Unk Unk Unk Unk. Unk fr Quasar 670 Unkn 800
D Unk Unk Unk, Unk Unk Unk " Unk " Unk Unk Unk Unk Unk BN Quasar 670 Unkn 4538
E Bl12 Quasar 67 Unkn 45,85
F co1 Quasar 670 Unkn N/A
co2 Quasar 670 Unkn N/A
£ 03 Qusssr 670 Unkn A
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type © BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
Fig. 9. Resultados de la curva de amplificacion
L. 29024 124001100 A DANLLNLDA A
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2) Seleccione No Baseline Subtraction (No sustraer linea base) en el Analysis Mode (Modo

Andlisis) del menu Settings (Configuracién).

File  View

B &t

W Baseline Subtracted

Trace Styles. Baseline Subtracted Curve Fit \
N

;. View/Edit Plate.

Mouse Highlighting No wells designated as Sample Type tandard.

Cycles
FAM HEX  [] Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705 Step Number: [3 -

Wel 0| Fuor & Content 0| Sampe 0| CB 0|
Quasar 70 Unkn MAA
Quasar 705 Unkn NAA
Quasar 70 Unkn A&
Quasar 705 Unkn N/A
Quasar 70 Unkn A&
Ouasar 70 Unkn [T
Quasar 705 Unkn N/A
Quasar 70 Unkn M4
Quasar 70 Unkn MAA
Quasar 705 Unkn N/A

| completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction

Fig. 10. No Baseline Subtraction (No sustraer linea base)

3) Seleccione Seegene Export (Exportacion de Seegene) en el menu Tools (Herramientas).

File  wview  Settings [

8 & R_[ & Reports Wells -2

EQ  Import Fluorophore Calibration

Quantitation &  Replace Plate Data Eg Gene Expression | [22%] End Point | Aleiic Discrimination | ac | % ﬁmh‘:xma)oﬂ‘

No wells designated as Sample Type standard.

Cycles

FAM HEX [¥] Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705 Step Number: [3 -

Wel O Fuor & Coment O] Sample 9| CB) O]
4 Quasar 70 Unkn )

Quasar 705 Unkn
Quasar 70 Unkn
Quasar 70 Unkn
Quasar 70 Unkn
Quasar 70 Unkn
Quasar 70 Unkn
Quasar 7 Unkn
Quasar 70 Unkn
Quasar 70 Unkn

Completed \Scan Mede: All Channels |F'Iate Type : BR White |Ana\y5\5 Meode: Ne Baseline Subtraction

Fig. 11. Seegene Export (Exportacion de Seegene)
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4) Escoja una localizacion para guardar los datos y haga clic en OK (Aceptar).

[ Data Analysis - H. ClariR perd = 8 =
File View Settings Tools
B & & [ 8 viewsdt rote... |Gy well roup: [All wels BIk;
7] ouarttaon. [ 77 uastaton Dot | 5] et cusve | 5 et e Dot | ] Gene Evession | el port | 1] At Discamntion | B2y ac | i) fum itomation
! il
7000 F e ,,,,,Bmserorfo«ler‘ - ﬁ
. ________ . ___/ Choose destnation folder Hesignated as Sample Type standard.
5 WO | B Desktop
& . H : : 4 Libraries
3000 ™ Computer r
. - = S Network I
2000 - B Control Panel
10 2 »n ) Recycle Bin 1
V] FAM Step Number: |3 ~
Wel @ Fuor & Content ¢ Sample O Ct &
A C05  FAM Unkn N/A
8 Cos FaM Unkn N/A
co? FaM Unkn N/&
© C03  FAM  Unkn /A
D Cco9 FaM Unkn N/A
E cio FAM Unkn N/A
cn FaM Unkn N/A
¥ I L Tt A
< S S S S S S e e e ] o e WA
0 s S e e os e ooz WA
Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction

Fig. 12. Seegene Export (Exportacion de Seegene) a la carpeta indicada
C. Configuracion del analisis de datos en Seegene Viewer

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

el Instrument (Instrumento).

File Edit | Option | Help

@ Q@ o

wild Control

AB7500 v1.4

AB7500 v2.0.5 @ seegem
v CFX96 \

Standard Setting CFX96 Dx

Nimbus/STARlet Setting

Sample Index Setting

As Is Export

Export All

— Apply Mode

Negative C(t) Value

Yy v v v vovovowow

Print Items
User Account |9 m for
ExpioTt Bt Diagnostics

ime PCR technology drives and accelerates
aliz

TestKit Profile

ver 3,12.000

Fig. 13. Seegene Viewer
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2) Haga clic en Open (Abrir) para encontrar el archivo guardado en la carpeta "QuantStep3", abra

el archivo de resultados y seleccione el kit de prueba en el meni PRODUCT (PRODUCTO).

T s v == =
File Edit Optien Help
(0@ @ @ @ [@- |eoover @ Seegene
H_ ClariR - CQuantitation Ct Results.zlsx x | =
@ weL PLaTE a |l WELL GRAPH o
12 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12 Fal4 [@HEX (] Cal Red 610 [#) Quasar 670 (] Quasar 705
000000000000
1 900900009000000 .
‘9090090009009 0900900Q® -
r 9909009090 9090000 : .,
E
E 100
a e o3 Agi ——— =
H e
@ negative @) Positive () Invalid [T comoine 53 eo o3 T;r:p = oo o3
& APPLY RESULT o
el info | Positive Find [ (L @ Wertical © Horizontal
= Sample No Patient Id Well Name Type FAM HEX Cal Red 610 Quasar 6... Quasar 705 Auto Interpretation Comment
= 401 SANMPLE -
[&] B01 SAMPLE E|
[ cot SAMPLE L4
[] oot SAMPLE
[ #02 SAMPLE
= BO02 SAMPLE
= co2 SAMPLE
= Doz SAMPLEI
= 403 SAMPLE
= EO03 SAMPLE
[ co3 SAMPLE i
wer 3,12, 000
. . .z TN .
Fig. 14. Configuracion del anadlisis de datos en Seegene Viewer
3) Compruebe el resultado de cada pocillo.
T s v == =
File Edit Optien Help
/QI @ @ @ @ =~ Allplex™ H_pylori & ClariR Assay &) Seegene
H_ ClariR - Cuantitation Ct Results.zlsx x| =
@ weL PLaTE a |l WELL GRAPH o
12 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12 Fal4 [@HEX (] Cal Red 610 [#) Quasar 670 (] Quasar 705
- 00000000000
-1 900000000000
‘9900000000000 750
r 9909009090900009 .,
E
E 250
E [c)c)
H [eXe) N
@ negative @) Positive () Invalid [T comoine ’ 1 2 Cyele s * =
& APPLY RESULT o
el info | Positive Find [ (L @ Wertical © Horizontal
Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705 HEX
= Sample No Patient Id Well Hame Auto Int
A1 Cc(t)y A21. c(t) A21. cy Ic c(t)y
= A0 = T = /A = /& 20.00 H. pylor =
=] B0l - My - T - he 19,86 W, pylor = |
= col - M7A - A5 - MAA 19,96 H, pylor
= Do1 - M7A - N/ B - MAA 18.91 H. pylor
[ 402 - /A - [ - /A 20.53 H. pylor
[] B2 - /A - [ - /A 20.08 H. pylor
[=] coz - M/A - A - NA 19.92 H. pylar
[ Doz - A - [ - [ 19,91 H. pylar
= A03 = T = /A = /& 20.07 H. pulor _
o v
— Positive Count @ AZ142G(Q:1E), HP(O:48), AZ142C(0:16) wer 3,12,000
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Fig. 15. Resultado del test en
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4) Criterios de validacién de los resultados del control

a. Inicio del ensayo valido

Para confirmar la validez del experimento, la reaccion de PCR incluye PC (Control Positivo) y NC

(Control Negativo). Se determina que el ciclo de ensayo es valido cuando se cumplen los

siguientes criterios:

Resultado de Seegene Viewer

Cal Red 610 | Quasar 670 | Quasar 705
Control FAM (Ct) HEX (Ct) (Ct) (Ct) (Ct) |nterpret,ac|()n
HP IC A2143G | A2142G | A2142C automatica
Control
- <50 <50 <50 <50 <50 Control Positivo(+)
Positivo
Control _
) N/A N/A N/A N/A N/A Control Negativo(-)
Negativo

b. Inicio de ensayo no valido

En los casos en los que no se consiga la validacion, los resultados de la muestra no se deben

interpretar ni naotificar, y se debera llevar a cabo el ciclo de nuevo.

1L 2024124001100 A DN
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2. CFX96™ Dx System (CFX Manager™ Dx Software v3.1)
2.1. Configuracién del Instrumento Real-time PCR

Nota: La configuracion del experimento en el CFX96™ Dx System (Bio-Rad) puede dividirse en
tres pasos: Protocol Setup (Configuracion del protocolo), Plate Setup (Configuracion de la placa)

e Start Run (Inicio del ciclo).

A. Protocol Setup (Configuraciéon del protocolo)

1) En el menu principal, seleccione File (Archivo) > New (Nuevo) = Protocol (Protocolo) para
abrir el Protocol Editor (Editor de protocolo).
= <o wansger o o)

IEB view User Run  Tools Windows Help

_| (Bi0-RAD
& » O EY Plate

g2 Recent Data Files » | oMl Gene Study

h

&) RepeataRun
Exit

No instrument detected after 120 seconds. User:admin | 01/04/2019 15:13

Fig. 1. Protocol Setup (Configuracion del protocolo)

2) En Protocol Editor (Editor de protocolo), defina el perfil térmico como sigue:

Paso No. de ciclos Temp. Duracion
1 1 95°C 15 min
2 95°C 10 seg
3* 50 60°C 1 min
4 72°C 10 seg
5 GOTO Paso 2, 49 veces mas

Nota*: Lectura de placa en el paso 3. La fluorescencia se detecta a 60°C.

H—-2024-124801108-APN-INPM#ANMAT
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@ Seegene

Protocoel Editor - H.ClariR.pre =
File  Settings Tools ?
H ﬁ Insert Step Sample Volume ul | Est. Run Time 02:11:00
1 2z 3 4
%0 C %0 C
TR [AL] w0 oC
?ng = T
=]
1 950 C for 15:00
22 insert gtep | == wr Cwron
3 BO00  C for 1:00
l Insert Gradient I + Plate Read
4 F20  C far 0010
=l — 5 GOTOZ .49 more times
EMD
l@ Inger Melt Curve I
l@ Delete Step I

Fig. 2. Protocol Editor (Editor de protocolo)

3) Haga clic en el cuadro al lado de Sample Volume (Volumen de la muestra) para afadir
directamente 20 pL.

4) Haga clic en OK (Aceptar) y guarde el protocolo para abrir la ventana Run Setup

(Configuracién del Ejecutar).

Run Setup
[~] Protocol [E£3) Plate l u} Start Run
Express Load

Create New,,, ]
Select Existing, . ] [ hd

Selected Protocol
H.ClariR, prel [ Edit Selected,,, ]
Preview
Est, Run Time: 02:11:00 (96 Wells-All Channels) Sample Volume: 20ul
1 2 3 4 5 -
950 C %50 C
|,‘ T5:00 010 \
/ 720 C 1
/3 \ 600 C ’ 10 I
T:00 -
/ T
f @ !
. 2 =
“ m »
Next >>

Fig. 3. Run Setup (Configuracién del Ejecutar): Protocol (Protocolo)

124001100 A DAL II\II'\I\A#ANMAT
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B. Plate Setup (Configuracion de la placa)

1) En la pestana Plate (Placa) en Run Setup (Configuracion del Ejecutar), haga clic en Create

New (Crear nuevo) para abrir la ventana Plate Editor

(Editor de placa).

Run Setup (=)
[~4] Protocol ':] Plate LysB» Start Run
Express Load
Select Existing,.. [QuickPlate_96 wells_All Channels,pitd |
Selected Plate
QuickPlate_96 wells_All Channels, pitd Edit Selected...
Preview
Fluorophores: FAM, HEX, Texas Red, Cy5, Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
B 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
D Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
E Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk II Unk Unk Unk
F Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk | Unk Unk Unk
(€] 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
[ <<Prey | [ Next>> |

Fig. 4. Plate Editor (Edit

or de placa)

2) Haga clic en Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos) para indicar los fluoréforos (FAM,

HEX, Cal Red 610, Quasar 670 y Quasar 705) que se van a usar y haga clic en OK (Aceptar).

Plate Editor - QuickPlate_96 wells_All Channels.pitd 8 =
File Settings Editing Tools ?
E’ 100% ~ @ Scan Mode {illchannels v] ; Well Groups... | &) Trace Styles... = =3 Spreadsheet View/Importer w Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 (2] [L'fd Select Fluorophores...
| | | | | | | | ]
2|
A Select Fluorophores Sample Type (|
Channel Fluorophore Selected Color
— © v —
o e CNN —
: rex ¢ v —
= [ [E—— —|= none
clormge s C —
c e r [— ] =
e r —
; Rox r
Texs s C —
cavedsio P w_  —
: CNN — ‘
: os C —
Qa7 P v —
: s s PN — @ Eooimensetnon,
: CN — =
e e Clear Replicate #
Cooc) (e | [l 23
—— — — — — — — — IA lﬁ Clear Wells
‘BR WM o -
Plate Type: BR White & gample Well Group Biological Set Well Note )

Fig. 5. Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos) (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670, y

Quasar 705)
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3) Seleccione los pocillos donde se colocara el tubo de PCR y seleccione su tipo de muestra en
el menu desplegable Sample Type (Tipo de Muestra).

- Unknown (Desconocidos): muestras clinicas

- Negative Control (Control negativo)

- Positive Control (Control positivo)

4) Haga clic en las casillas de verificacion adecuadas (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 y

Quasar 705) para especificar los fluoréforos que se van a detectar en los pocillos seleccionados.
5) Escriba el Sample Name (Nombre de la muestra) y presione la tecla Intro.
6) En Settings (Configuracién) del menu principal de Plate Editor (Editor de placa), escoja

Plate Size (96 wells) (Tamafio de la placa (96 pocillos)) y Plate Type (BR White) (Tipo placa
(Blanco BR)).

plate Editor - H. ClariR.pltd B | S
File Editing Tools ?
(= HIE Plate Size >Rl Channels - %5 Well Groups. . | ] Trace Styles.. | =21 Spreadsheet View/Importer (£ Plate Loading Guide
BR White, _]]
Number Convention  » BR Clear [ ® 7 B B 10 i 12 [$5  Selest Fluorophores... ]
Units > Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk H] &
[ A FAn A Pan Pan Pam Fan Fak
N HEX TEX TEX HEX HEX HEx HEx HEX HEX HEx HEx e Sample Type
Load Target Name
Unk unk Unk Unk Unkc unk Unk Unk Unkc unk Unk Unk
FAM FAN Fam FAM FAM FAN Fam FAM FAM FAN Fam FAM Fam <none> -
B HE< <none> -
Cal Red 610 <none> -
Unlc Unk Unk Unkc Unlc Unk Unk Unkc Unlc Unk Unk Unkc CQupear Fi <none> -
Fam Fam Fam A Fam Fam Fam A Fam Fam Fam A Quasar 705 Znone> -
[=
Load Sample Mame
Unic Tnk Tnic Tnkc Unic Tnk Tnic Tnkc Unic Tnk Tnic Tnkc o B <nane>
Fam Fam Fam A Fam Fam Fam A Fam Fam Fam A
D Load Feplicate #
= 1 =
[ Replicate Series )
. [ﬁn Experiment Setings. ..
[ A Clear Replicate #
[?’:j Clear Wells
F
Pos Pos Neg Neg 7
Fam Fam Fam Fan
G
- View
Flate Type: BR White Sample ] Well Group [ Biological Set [] Well Nots

Fig. 6. Plate Setup (Configuracién de la placa)

7) Haga clic en OK (Aceptar) para guardar la nueva placa.
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8) Regresara a la ventana Run Setup (Configuracién del Ejecutar).

Run Setup =]
Protocol Plate |llb Start Run |

Express Load

-
Selected Plate

H. Clarifi.phd
Preview

Fluorophores: FAM. HEX, Cal Red B10. Quasar 670, Quasar 705 Plate Type: BR White Scan Mode: all Channels

= o l m =] [} (=4 b

[ <<Prev |

Fig. 7. Run Setup (Configuracion del Ejecutar): Plate (Placa)

9) Haga clic en Next (Siguiente) para Start Run (Inicio del ciclo).

C. Start Run (Inicio del ciclo)

1) En la pestafia Start Run (Inicio del ciclo) en Run Setup (Configuracién del Ejecutar), haga

clic en Close Lid (Cerrar tapa) para cerrar la tapa del instrumento.

Run Setup =]
|24 Protocol | 2 Plate| > Startfun |
Run Information
Protocol: H.OlariR prod

Plate:  H. ClariR pltd
Motes:

Scan Mode: All Channels
Start Run on Selected Block{s)

Block Name a Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code

[v] [BRIOOEO |'9eFx Idie 20

[] Select All Blocks

[ @ Fiash Block ndicator | (£ Open Lid | [£2  Cclose Lid y]\

L

Fig. 8. Close Lid (Cerrar tapa)
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2) Haga clic en Start Run (Inicio del ciclo).

3) Almacene el archivo del ensayo en Mis documentos o en una carpeta que especifique.

Introduzca el nombre del archivo, haga clic en SAVE (GUARDAR) y se iniciara el ciclo.

1.2. Analisis de datos

A. Crear carpetas para exportar datos

1) Cree una carpeta para guardar los datos de todos los pasos de deteccion de las curvas de

amplificacion a partir del archivo de resultados.

2) El nombre de la carpeta puede ser la que desee el usuario (para la funcion ‘Seegene Export’
(Exportacion de Seegene), se crearan automaticamente las carpetas “QuantStep3” para guardar
los datos de cada curva de amplificacion dentro de la carpeta que creé el usuario).

B. Configuracion previa para el analisis CFX Manager™

1) Después del test, haga clic en la pestafia Quantitation (Cuantificacion) para confirmar los

resultados de la curva de amplificacion.

\am Data Analysis - H. ClariRperd == 5
File  Wiew  Seftings  Bxport  Tools P\ate Setup - |‘i‘ Fluorophore ~ ‘ ?

Ouanlrﬁcak | Quantfication Data | Meh Curve | B vt Curve Data |gﬂ Gene Expression |IE| End Poirt | Alelic Discrmination |{‘3} Custom Data View | ch £ Aun Informauon|

Amplification

A}

No wells designated as Sample Type standard

Cycles. [C] Log Scale

FAM [¥] HEX [¥] Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705 Step Mumper: [3 7]
1 2 3 4 5 B 7 B 3 0 | o1 12 Wel | Fuor A& Target ¢ Cotent ¢ Sample & Ca &
S 3 3 I T
412 Quasar 67 Unkn 45,40
GO I3 | [ I ey i WA
(o BO2 Quasar 67 Unkn M/ &
o BO3  Quasar 67 Unkn /A
B4  Ouasar 67 Unkn M/
E BOS Quasar 67 Unkn 38.08
E BOB Quasar 67 Unkn 38.37
BO7  Quasar 67 Unkn 37.96
G B0 Quasar 67 Unkn B2
H B09 Quasar 67 Unkn 44,32

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

Fig. 9. Resultados de la curva de amplificacion
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2) Seleccione No Baseline Subtraction (No sustraer linea base) en el menu Settings

(Configuracidon) de Baseline Setting (Configuracion de valor basal).

o Data Analysis - H. ClariR.perd

==

File  View Export  Tocls

(7] Quantfic ©q Determinaticn Mode Meft Curve Data Gens Expression | [c29] EndPo'rl| Nchmvmaxle Custom Daa\Aevrl uc|% Rlnﬁmmmon‘

e ew - | | usreproe =] 7

Baseline Setting

Baseline Subtracted
Baseline Subtracted Curve Fit

000 Analysis Mode

Cycles to Analyze

No wells designated as Sample Type standard

6000

Apply Fluorescence Drift Correction
Baseline Threshold... -

Trace Styles.

&
€ Plate Setup »

Include All Excluded Wells

5000
>

4000

3000

¥ Mouse Highlighting
2000

Restore Default Window Layout

40 50
Cycles Log Scale

FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Guasar 705

Step Number: (3 ¥

Wel §| Fuor o Taget O] Cortent | Sample $| Ca &/

Gl FAM Pos Chl )

| @1z Fam Meg Ctl H/

| 111 Fam Fos Gt WA

| lH1z2  Fam Neg Cid N/A

| |01 nex Urkn WA

a0z Hex Urkn WA

] HEX Urkn WA

HEX Urkn WA

HEX Urkn WA

o [ e HEX Uk W
[ N N N | - -

Completed | | [Scan Mode: All Channels [ Plate Type: BR White | Baseline Setting: No Baseline Subtraction

Fig. 10. No Baseline Subtraction (No sustraer linea base)

3) Seleccione Seegene Export (Exportacion de Seegene) en el menu Export (Exportaci

6n).

- D3ta Analysis - H. ClariR perd

eSS

File View Settings WSELLE Tools

| [ auarthcaton (@< Export All Data sheets > |3 Mk Curve Data | ] Gene Bxression | 28] End Port | (2] Atec Discrmination | (8¥  Custom Deta View | B aC | £ A nfommaton |

it e - | [Foopnon | 7

— g Custom Export...

2000 L e s oss s il
6000 No wells designated as Sample Type standard.

5000

4000 - -

3000

2000

Cycles " Log Scale

[V FAM [7] HEX [¥] CalRed610 [¥] Quasar670 (V] Quasar 705 Step Number: 3. v
Wel | Fuor & Taget ( Content O Sample O Ca O
Al FAM Unkn N/A
Al2 FaM Unkn N/A
BO1 FAM Unkn N/A
BO2 FAM Unkn N/A
803 FAM Unkn N/A
B04 FAM Unkn NA
BOS FAM Unkn N/A
B06 FAM Unkn N/A
BO?7 FAM Unkn N/A
B08  FAM Unkn N/A
B0S  FAM Unkn NA

Completed | i | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: No Baseline Subtraction ;’J

Fig. 11. Seegene Export (Exportacion de Seegene)
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4) Escoja una localizacion para guardar los datos y haga clic en OK (Aceptar).

a Data Analysis - H. ClariR perd = B R

File View Settings Export Tools f&mmsempvls‘\ ?

Amplification

7000

No wels designated as Sample Type standard.

T )

6000

5000

2
& Choose destination folder
4000
3000 L] Desktop
4 Libraries
2000 B user
0 10 20 30 4 /% Computer &
Cycles € Network
F 7 = = = 9 Control Panel |
/] FAM [V] HEX (V] CalRed610 (V] Quasar 670  [¥] Quasar @ Recycie Sin I Step Number: (3. v
\pl Cotent 0| Sample O Ca 0
A || unkn N/A
y unkn A
B
W Unkn N/A
C W Unkn NA
0 =] M Unkn N/A
M Unkn N/A
£ e ] M NA
F — Unkn N/A
DOo4 FAM Unkn N/A
S D05 FAM Unkn N/A
H D06 FAM Unkn N/A
Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: No Baseline Subtraction

Fig. 12. Seegene Export (Exportacion de Seegene) a la carpeta indicada

C. Configuracion del analisis de datos en Seegene Viewer

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

Dx en el Instrument (Instrumento).

Seegene
File Edit | Option | Help
. Instrument » AB7500 v1.4
(9) (! Language > AB7500 v2.0.5 @ Seegene
wild Control » CFX96
Standard Setting » CFX96 Dx
Nimbus/STARIet Setting >
Sample Index Setting »
As Is Export >
Export All »
— Apply Mode »
Negative C(t) Value >
Print Items
User Account |grn for
Export Path » F—
TestKit Profile Dlag erStICS
SEEgERES BTOPT piex Tesl-time PCR technology drives and accelerates
the lizing

Fig. 13. Seegene Viewer
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2) Haga clic en Open (Abrir) para encontrar el archivo guardado en la carpeta "QuantStep3",

abra el archivo de resultados y seleccione el kit de prueba en el menit PRODUCT (PRODUCTO).

P =
File Edit Opticn Help
@@@@® B oo @ secgene
H_ Clarifi - Quantitation Ct Results.xlsx x| (5
@ weLL PLATE o i WELL GRAPH a
1.2z 3 4 & B 7 8 8 10 11 12 FaM [#HEX (7] Cal Fled 510 [#] Quasar 670 (7] Quasar 705
00000000000
9000000000000
‘9090900909009 PPP -
1 990909009090 90000 : .,
E
E 100
s e o] A8 = =
H oo
@ regative @) Positive () Invalid  [7] comeine > o0 s T;:m s 0 5
& APPLY RESULT a
el Info Positive Find [ [Cd) @ Wenical © Horizontal
= ‘Sample No Patient Id Well Name Type FAM HEX Cal Red 610 Quasar 6... ‘Quasar 705 Auto Interpretation Comment
= A01 SAMPLE =
[] BO1 SAMPLE E|
[&] cot SAMPLE L4
[] Dot SAMPLE
[=] AD2 SAMPLE
= BO2Z SAMPLE
[ co2 SAMPLE
[ Doz SAMPLE
= A03 SAMPLE
s EO03 SAMPLE
[&] co3 SAMPLE il
wer 312,00
. . .z s s -
Fig. 14. Configuracion del analisis de datos en Seegene Viewer

3) Compruebe el resultado de cada pocillo.
T s=egene viewer.

File Edit Option Help

@@e@®® o

H_ Clarifi - Quantitation Ct Results, =lsx X =

@ weLL PLATE

Allplex™ H.pylori & ClariR Assay

o M WELL GRAPH o
i e 8 4 65 6 7 @ 8 00 & Fam HEx Cal Red B10 Quasar 670 Quasar 705
000000009000
1 900000000000
- 9900000000000 70
1 99090900900 90000 .,
E
F 250
G [c)Xc) ol aoi
H (c {c’
] 10 20 30 40 50
@ regative @) Positive () Invalid  [7] comeine Cycle
S APPLY RESULT a
~Wiail Tnfa | Pasitive Find [ [0 @ vertical © Harizontal
Fam Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705 HEX
= ‘Sample No Patient Id Well Name Type Auto Int
HP () A21... [=13] A21.. c(t) A21.. < ic [={3]
= A01 SAMPLE 39.47 = A - N/ - [ 20,00 H. pylor =
[ B0 SAMPLE 35.90 - A - /A - [ 19,86 W, pylor = |
M col SaMPLE 40,95 = [0 = [ = [ 19,96 H, pylor
= Dol SAMPLE 41.87 - [y - [y - [ 19.91 H. pylor
(] A2 S&MPLE 365,66 - [ - M/A - N/ 20,59 H. pylor
[] BOZ S&MPLE 38.19 - [ - M/ - [ 20.08 H. pylar
(=] coz SA&MPLE 40.56 = [ - M - [ 19,92 H. pylar
] [ S&MPLE 40.08 - [ - [ - [ 19,91 H. pylor
(=] A3 S&MPLE 40.41 = [ - N/ - NAA 20,07 H. pylor _
Pl i ] v
— Positive Count : AZ142G(0:16), HP(Q:48), AZ142C(Q:16) ver 3,12,000

Fig. 15. Resultado del test en
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4) Criterios de validacion de los resultados del control

a. Inicio del ensayo valido

Para confirmar la validez del experimento, la reaccion de PCR incluye PC (Control Positivo) y NC

(Control Negativo). Se determina que el ciclo de ensayo es valido cuando se cumplen los

siguientes criterios:

Resultado de Seegene Viewer
Cal Red 610| Quasar 670 | Quasar 705
Contl’ol FAM (Ct) HEX (CI) (Ct) (Ct) (Ct) |nterpret,ac|()n
HP IC A2143G | A2142G | A2142C automatica
Control .
N <50 <50 <50 <50 <50 Control Positivo(+)
Positivo
Control
) N/A N/A N/A N/A N/A Control Negativo(-)
Negativo

b. Inicio de ensayo no valido

En los casos en los que no se consiga la validacion, los resultados de la muestra no se deben

interpretar ni notificar, y se debera llevar a cabo el ciclo de nuevo.

1L 2024124001100 A DN

NDAA
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RESULTADOS

1. Informacién de los analitos

Fluoréforo Analito

FAM H. pylori (HP)

HEX Control Interno (IC)
Cal Red 610 A2143G
Quasar 670 A2142G
Quasar 705 A2142C

2. Interpretacion de los resultados

Analito

Valor C;

Resultado

<50 Detectado (+)
Objetivos
N/A No detectado (-)
<50 Detectado (+)
IC
N/A

No detectado (-)

39
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Resultado diana

Resultado .
Mutacion Interpretacion
IC H.pylori | del 23S
rRNA*
+ + H. pylori y mutacién del 23S rRNA detectado
+ - H. pylori detectado
+
. + No valido?

- - Acido nucleico diana, no detectado

+ + H. pylori y mutacion del 23S rRNA detectado
+ - H. pylori detectado 2

- - + No valido?
- - No valido®

* La mutacion del 23S rRNA incluye 2143G, 2142G y 2142C.

D La repeticion de la prueba se debe realizar con acido nucleico original. Si se obtiene el mismo
resultado, consulte los resultados de otros métodos de diagndstico.

2 H. pylori detectado. Pero se debe volver a realizar la prueba para confirmar la mutaciéon del H.
pylori resistente a la claritromicina. Si se obtiene el mismo resultado, interprételo como "H. pylori
detectado’.

3) Para la muestra de biopsia gastrica, los resultados sugieren una recoleccién inadecuada de la
muestra, el procesamiento o la presencia de inhibidores. La nueva prueba debe realizarse con
acido nucleico original diluido 1/10~1/100. Si se muestra el mismo resultado en el 4cido nucleico
diluido, repita la prueba de extraccién de &cido nucleico utilizando otra alicuota de la muestra
original.

Para muestras de heces humanas los resultados sugieren procesos inadecuados (es decir, sin
adicién de IC exdgeno) o presencia de inhibidores. Repita la prueba de la extraccion de &cido
nucleico utilizando otra alicuota de la muestra original. Si se muestra el mismo resultado en el 4cido
nucleico re-extraido, diluya (1/3~1/10) la muestra en tampdén salino y repita la prueba de la

extraccion.

H—-2024-124801108-APN-INPM#ANMAT
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3. Aplicacién a muestras clinicas

Muestra 1 Muestra 2
by 7 i,
il L o
. L7
) 5
] ;.
By o
] it ] o
== (7 —
i I i i 0 0 i I A i 0 0
Gyde Gyde
Muestra 3 Muestra 4
o, ]
i m:
o ]
i .
ey "]
0 ]
. o
10 (18
i i i i [ g i i i i [ g
(e Cyce

1 + 23,16 - N/A - N/A - N/A + 20,59 HP
2 + 28,47 + 27,13 - N/A - N/A + 20,73 HP, A2143G
3 + 25,51 - N/A + 24,01 - N/A + 20,68 HP, A2142G
4 + 29,99 - N/A - N/A + 29,73 + 19,38 HP, A2142C
#ANMAT
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SOLUCION DE PROBLEMAS

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

OBSERVACIONES

POSIBLES CAUSAS

SOLUCION

Los fluor6foros para el
analisis de datos no
cumplen con el protocolo.

Seleccionar los fluoréforos correctos para el
analisis de datos.

Configuracion incorrecta
del termociclador en tiempo
real

Compruebe las condiciones del ciclo térmico y
repita el test con la configuracion adecuada.

No se observa sefial

Almacenamiento incorrecto
o posterior a la fecha de
caducidad del kit del test.

Compruebe las condiciones de almacenamiento
(véase pagina 10) y la fecha de caducidad
(consulte la etiqueta) del kit del test y use un
nuevo kit si fuese necesario.

Fallo en la extraccion de
acido nucleico

Si se afiadi6 el IC a la muestra antes de la
extraccion, la ausencia de sefial de IC puede
indicar una pérdida de acido nucleico durante la
extraccion. Asegurese de utilizar el método de
extraccion recomendado.

Si es debido a los inhibidores, vuelva a extraer la
muestra original (Biopsia gastrica, Heces
humanas) o puede diluir la muestra en un
tampon de solucion salina 1/3~1/10 veces y

luego afiadir H.ClariR IC a la muestra diluida.

No se observa seiial
de Control Interno

Alta carga de acido
nucleico del patégeno

Si se observa la sefial del patégeno diana, pero
no la del IC, entonces la amplificacion del IC
pudo haberse inhibido por una alta carga del
patégeno objetivo. Para confirmar la sefial del IC,
diluya la muestra (Biopsia gastrica, 1/10~1/100)
en agua esterilizada o diluir la muestra (Heces
humanas, 1/3~1/10) en un tampoén de solucién
salina y repita la prueba desde el paso de

extraccion.

Presencia de inhibidor PCR

Vuelva a extraer la muestra original (biopsia
gastrica) o diliyala (heces humanas, 1/3~1/10)
en solucién salina y repita la prueba desde el
paso de extraccion.

124001100 A DN _INLDAA
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OBSERVACIONES

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

POSIBLES CAUSAS

SOLUCION

Se observan
supuestos falsos
positivos o sefiales
diana en el Control

Negativo

Contaminacion

Descontamine todas las superficies e

instrumentos con hipoclorito de sodio y etanol.

Use solo puntas de filtro durante el

procedimiento y cémbielas entre cada tubo.
Repita el procedimiento entero desde la
extraccion de acido nucleico con el nuevo

conjunto de reactivos.

Error en la recogida de

muestras

Compruebe el método de recogida de la muestra

y vuelva a recogerla.

Almacenamiento incorrecto

de la muestra

Vuelva a recoger la muestra y repita el
procedimiento entero. Asegurese de que la

muestra se almacena de la manera

recomendada.

Error en la extraccion de

acido nucleico

Compruebe el procedimiento de extraccion del
acido nucleico asi como la concentracion de

acido nucleico, y vuelva a extraerlo.

No se observan
seflales o
supuestos falsos
negativos en el

Control Positivo

Error al afiadir 4cido
nucleico a los tubos de

PCR correspondientes

Compruebe los nimeros de muestra de los tubos
gue contienen el &cido nucleico y asegurese de
afladir acido nucleico a los tubos de PCR
adecuados. Repita cuidadosamente la prueba si

fuese necesario.

Presencia de inhibidor

Por favor, vuelva a extraer la muestra original
(biopsia gastrica) o diluyala (heces humanas,
1/3~1/10) en solucidn salina y repita la prueba

desde el paso de extraccion.

Mezcla de PCR incorrecta

Confirme que todos los componentes se afiadan
a la mezcla de PCR (la sensibilidad puede verse
afectada por las premezclas anteriormente
realizadas). Deben homogeneizarse todos los

reactivos y centrifugarse antes de usar.

Picos en los ciclos

de lacurvade

amplificacién

Burbujas en el tubo de
PCR

Centrifugue el tubo de PCR antes del inicio.

12480H168-APN-INPMA#ANMAT
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RENDIMIENTO

1. Especificidad
Se probd la reactividad cruzada de Allplex™ H.pylori & ClariR Assay utilizando 184 materiales
y organismos estandar, como se indica a continuacién. Allplex™ H.pylori & ClariR Assay

identificod dianas especificas, disefiadas para la deteccion.

Helicobacter pylori 804383 H. pylori

2 Helicobacter pylori-2143G Recombinant plasmid DNA H.pylori,

A2143G

3 | Helicobacter pylori-2142G Recombinant plasmid DNA H.pylori,

A2142G

4 Helicobacter pylori-2142C Recombinant plasmid DNA Xéplyigrci:’
5 Campylobacter coli KCTC 15212 No detectado
6 Campylobacter fetus subsp. fetus ATCC 27374 No detectado
7 Campylobacter jejuni KCTC 5327 No detectado
8 Campylobacter lari ATCC 35223 No detectado
9 Candida albicans KCCM 11282 No detectado
10 | Enterococcus faecalis ATCC 11700 No detectado
11 | Escherichia coli KCCM 11591 No detectado
12 | Klebsiella pneumoniae KCCM 40890 No detectado
13 | Pseudomonas aeruginosa KCCM 11328 No detectado
14 | Staphylococcus aureus KCTC 1621 No detectado
15 | Staphylococcus epidermidis KCCM 35494 No detectado
16 | Helicobacter canadensis ATCC 700968 No detectado
17 | Helicobacter cinaedi ATCC BAA-76 No detectado
18 | Helicobacter felis ATCC 49179 No detectado
19 | Helicobacter fennelliae ATCC 35684 No detectado
20 | Helicobacter hepaticus ATCC 51449 No detectado
21 | Proteus mirabilis KCTC 2510 No detectado
22 | Proteus vulgaris KCCM 40211 No detectado
23 | Adenovirus 40 ATCC VR931 No detectado
24 | Adenovirus 41 KCTC VR930 No detectado
25 | Adenovirus type 1 QCMD ADV13-03 No detectado
26 | Adenovirus type 18 ATCC VR-1095 No detectado

H—-2024-124801108-APN-INPM#ANMAT
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N.© Organismo Fuente Aislado nam. Resultadot
27 | Adenovirus type 23 ATCC VR-1101 No detectado
28 | Adenovirus type 4 QCMD ADV13-09 No detectado
29 | Adenovirus type 5 QCMD ADV13-08 No detectado
30 | Adenovirus type 8 ATCC VR-1368 No detectado
31 | Adenovirus typel Adenoid 71 ATCC VR-1 No detectado
32 | Adenovirus type 14 QCMD ADV13-04 No detectado
33 | Aeromonas caviae ATCC 15468 No detectado
34 | Aeromonas hydrophila (ATCC 7966) KCTC 2358 No detectado
Aeromonas salmonicida subsp. d d
35 masoucida (ATCC 27013) KCCM 40239 No detectado
36 | Aeromonas veronii bv sobria ATCC 9071 No detectado
37 | Aeromonas veronii bv veronii ATCC 35623 No detectado
38 | Alcaligenes faecalis (ATCC 8750) KCTC 2678 No detectado
39 | Astrovirus QCMD GastroV13-03 No detectado
40 | Atopobium vaginae ATCC BAA-55 No detectado
41 | Bacillus cereus (ATCC 9634) KCTC 1012 No detectado
42 | Bacteroides fragilis ZMC 306850 No detectado
43 | Bacteroides uniformis (ATCC 8492) KCTC 5204 No detectado
Bifidobacterium adolescentis (ATCC
44 KCCM 11206 No detectado
15703)
45 | Bifidobacterium longum (ATCC 15707) KCCM 11953 No detectado
46 | Campylobacter coli (ATCC 33559) KCTC 15212 No detectado
47 | Campylobacter curvus (ATCC 35224) KCTC 15196 No detectado
Campylobacter hyointestinalis subsp.
48 | hyointestinalis (ATCC 35217) KCTC 15207 No detectado
Campylobacter jejuni subsp. jejuni q q
49 (ATCC 33560) KCTC 5327 No detectado
50 | Campylobacter rectus KCTC 5636 No detectado
Campylobacter sputorum biovar d d
51 sputorum (ATCC 35980) KCTC 15215 No detectado
Campylobacter upsaliensis (ATCC
52 KCTC 15213 No detectado
43954)
53 | Candida albicans ZMC 309980 No detectado
54 | Candida glabrata ATCC 36909D No detectado
55 | Candida guilliemondii Z008 ZMC 306660 No detectado
56 | Candida krusei ATCC 200339D No detectado
57 | Candida lusitaniae 2010 ZMC 306661 No detectado
58 | Candida parapsilosis 2011 ZMC 306945 No detectado
59 | Candida tropicalis 2012 ZMC 306932 No detectado
L _2°€024 124001100 A DM _LNIDM
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N.© Organismo Fuente Aislado nam. Resultadot
60 | Chlamydia trachomatis ATCC VR-902B No detectado
61 | Clostridium acetobutylicum (ATCC 4259) KCTC 1037 No detectado
62 | Clostridium baratii (ATCC 27638) KCTC 5131 No detectado
63 | Clostridium beijerinckii (ATCC 8260) KCTC 2203 No detectado
64 | Clostridium bifermentans KCTC 5393 No detectado
65 | Clostridium chauvoei (ATCC 10092) KCTC 5571 No detectado
66 | Clostridium difficile (non-toxigenic) ATCC 43593 No detectado
67 | Clostridium difficile NAP1 ATCC BAA-1805 No detectado
68 | Clostridium ghonii KCTC 5329 No detectado
69 | Clostridium innocuum (ATCC 14501) KCTC 5183 No detectado
70 | Clostridium nexile (ATCC 27757) KCTC 5578 No detectado
71 ggfgg;ji“m paraputrificum (ATCC KCTC 5331 No detectado
72 | Clostridium septicum KCTC 5695 No detectado
73 | Clostridium sphenoides (ATCC 19403) KCTC 5653 No detectado
74 | Cryptosporidium muris ATCC 87666 No detectado
75 | Cytomegalovirus (AD169) NIBSC 09/162 No detectado
76 | Entamoeba dispar ATCC PRA-260 No detectado
77 | Enterococcus avium KCTC 5190 No detectado
78 | Enterococcus casseliflavus KCCM 40712 No detectado
79 | Enterococcus durans (ATCC 19432) KCCM 40711 No detectado
80 | Enterococcus faecalis ATCC 51299 No detectado
81 | Enterococcus faecium ATCC 51559 No detectado
82 | Enterococcus gallinarum ATCC BAA-748 No detectado
83 | Enterococcus hirae (ATCC 8043) KCCM 12216 No detectado
84 | Enterovirus (Type 71) ZMC 308539 No detectado
85 | Epstein-Barr virus (B95-8 strain) ZMC 309068 No detectado
86 | Escherichia coli KCCM 11591 No detectado
87 | Escherichia coli O:H48 KCCM 41957 No detectado
88 ﬁ%‘gicma coli OLKLHT (ATCC KCCM 12451 No detectado
89 | Escherichia coli 0157 NCCP 11142 No detectado
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N.° Organismo Fuente Aislado nam. Resultado'

90 ﬁg?i;ichia coli 055:K59(B5):H- (ATCC KCCM 41290 No detectado
91 | Escherichia coli O6:H1 (ATCC 25922) KCCM 11234 No detectado
92 Egggggichia coli 078:K80:H12 (ATCC KCCM 40405 No detectado
93 | Escherichia hermanii (ATCC 33650) KCTC 22526 No detectado
94 | Gardnerella vaginalis ATCC 14018 No detectado
95 | Hepatitis A virus (HAV) ATCC VR-1402 No detectado
96 | Hepatitis B virus-a (HBV genotype a) BBI PHD350-05 No detectado
97 | Hepatitis B virus-b (HBV genotype b) BBI PHD350-14 No detectado
98 | Hepatitis B virus-c (HBV genotype c) BBI PHD350-04 No detectado
99 | Hepatitis C virus (HCV) BBI A306-6515 No detectado
100 | HSV-1(Macintyre; VR-539) ZMC 308202 No detectado
101 | HSV-2(MS; VR-540) ZMC 308203 No detectado
102 | Human Herpes 6B virus (Z29 strain) ZMC 309266 No detectado
103 | Human Herpes 7 virus (SB strain) ZMC 306938 No detectado
104 | Human Papilloma virus-16 (Caski) QCMD HPV12-07 No detectado
105 | Human Papilloma virus-18 (Hela) QCMD HPV12-08 No detectado
106 | Klebsiella oxytoca ATCC 700324D No detectado
107 | Klebsiella pneumoniae (ATCC 15380) KCTC 2952 No detectado
108 | Lactobacillus acidophilus (ATCC 4356) KCCM 32820 No detectado
109 | Lactobacillus casei (ATCC 393) KCCM 12452 No detectado
110 | Lactobacillus crispatus ATCC 25258 No detectado
111 | Lactobacillus gasseri ATCC 33323 No detectado
112 | Lactobacillus jensenii ATCC 33820 No detectado
113 | Lactobacillus reuteri (ATCC 23272) KCCM 40717 No detectado
114 | Mobiluncus curtisii ATCC 35241 No detectado
115 | Mycoplasma genitalium ATCC 33530D No detectado
116 | Mycoplasma hominis (ATCC 23114) ZMC 307435 No detectado
117 | Neisseria gonorrhoeae ZMC 305345 No detectado
118 | Neisseria meningitidis ATCC 700532D No detectado
119 | Norovirus-Gl ATCC VR-3199SD No detectado
120 | Norovirus-Gll ATCC VR-3200SD No detectado
121 | Norovirus-Gl.3 QCMD NV13-06 No detectado
122 | Norovirus-GI.7 QCMD NV13-09 No detectado

H—2024-124864108-APN-HNPM
47 05/2022 V1.04_(ES)

Péagina 99 de 113

#ANMAT



@ Seegene

Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

N.© Organismo Fuente Aislado nam. Resultadot
123 | Norovirus-Gl.8 QCMD NV13-12 No detectado
124 | Norovirus-Gll.4 QCMD NV13-10 No detectado
125 | Norovirus-Gll.b QCMD NV13-08 No detectado
126 gg(r)%l))acteroides distasonis (ATCC KCTC 5751 No detectado
127 | Pentatrichomonas hominis ATCC 30000 No detectado
128 ;>7e§g375)treptococcus anaerobius (ATCC KCTC 5182 No detectado
129 | Rotavirus QCMD GastroV13-06 No detectado
130 | Rotavirus G1P4 WAVA Rotavirus G1P4 No detectado
131 | Rotavirus G1P6 WAVA Rotavirus G1P6 No detectado
132 | Rotavirus G1P8 WAVA Rotavirus G1P8 No detectado
133 | Rotavirus G2P4 WAVA Rotavirus G2P4 No detectado
134 | Rotavirus G3P6 WAVA Rotavirus G3P6 No detectado
135 | Rotavirus G3P8 WAVA Rotavirus G3P8 No detectado
136 | Rotavirus G3P9 WAVA Rotavirus G3P9 No detectado
137 | Rotavirus G4P6 WAVA Rotavirus G4P6 No detectado
138 | Rotavirus G9P6 WAVA Rotavirus G9P6 No detectado
139 | Rotavirus G9P8 WAVA Rotavirus G9P8 No detectado
140 | Rubella virus ZMC 306675 No detectado
141 | Salmonella bongori (ATCC 43975) KCCM 41758 No detectado
142 gﬁ;@ﬁgﬁ"&%‘gﬁggﬂ? subsp. KCCM 41575 No detectado
143 ?:r'g:/:‘rr‘%':rg{‘;;gfé subsp. enterica KCCM 41577 No detectado
144 | Salmonella enteritidis (IFO 3313) KCCM 12021 No detectado
145 | Salmonella houtenae KCTC 12399 No detectado
146 | Salmonella typhimurium (ATCC 14028) KCCM 11806 No detectado
147 | Sapovirus G1 Cultivo coreano No detectado
148 | Sapovirus G2 Cultivo coreano No detectado
149 | Sapovirus G4 Cultivo coreano No detectado
150 | Serratia marcescens ATCC 14041 No detectado
151 | Serratia marcescens (ATCC 27117) KCCM 40105 No detectado
152 | Shigella boydii (ATCC 8700) KCCM 41649 No detectado
153 | Shigella dysenteriae NCCP 14746 No detectado
154 | Shigella flexneri (ATCC 11836) KCCM 11937 No detectado
155 | Shigella sonnei (ATCC 11060) KCCM 11903 No detectado
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N.° Organismo Fuente Aislado nam. Resultado'
156 g;z;;%;;lococcus haemolyticus (ATCC KCTC 3341 No detectado
157 | Staphylococcus hominis subsp. hominis KCTC 3343 No detectado
158 | Staphylococcus lugdunensis ATCC 43809D No detectado
159 fé%%ré);lococcus saprophyticus (ATCC KCTC 3345 No detectado
160 | Streptococcus mitis ZMC 306837 No detectado
161 | Streptococcus mutans Z072 ZMC 307290 No detectado
162 | Streptococcus oralis (ATCC 35037) KCTC 13048 No detectado
163 | Streptococcus pneumoniae 19F ZMC 307676 No detectado
164 (S';;eé’gi‘(fﬁg pyogenes Rosenbach KCTC 40411 No detectado
165 | Toxoplasma gondii ZMC 315153 No detectado
166 | Trichomonas tenax ATCC 30207 No detectado
167 | Trichomonas vaginalis (ATCC 30238) ZMC 309167 No detectado
168 | Ureaplasma parvum ATCC 27815 No detectado
169 | Ureaplasma urealyticum ATCC 33695 No detectado
170 | Varicella Zoster virus ZMC 810168 No detectado
171 | Vibrio albensis (ATCC 14547) KCTC 12321 No detectado
172 | Vibrio alginolyticus (ATCC 17749) KCCM 40513 No detectado
173 | Vibrio cholerae 2132 ZMC 801901 No detectado
174 | Vibrio cincinnatiensis (ATCC 35912) KCTC 2733 No detectado
175 | Vibrio fluvialis (ATCC 33809) KCCM 40827 No detectado
176 | Vibrio furnissii (ATCC 35016) KCCM 41679 No detectado
177 | Vibrio hollisae (ATCC 33564) KCCM 41680 No detectado
178 | Vibrio mediterranei (ATCC 43341) KCTC 2735 No detectado
179 | Vibrio mimicus (ATCC 33653) KCCM 40826 No detectado
180 | Vibrio nereis (ATCC 25917) KCTC 2722 No detectado
181 | Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802) KCCM 11965 No detectado
182 | Vibrio splendidus (ATCC 33125) KCTC 12679 No detectado
183 | Vibrio vulnificus (ATCC 27562) KCCM 41665 No detectado
184 | Yersinia enterocolitica (ATCC 23715) KCCM 41657 No detectado
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T Los tests especificados se repitieron 3 veces.

% ATCC: American Type Culture Collection
BBI: BBI Solutions
KCCM: Korean Culture Center of Microorganisms
KCTC: Korean Collection for Type Culture
NCCP: National Culture Collection for Pathogens
NIBSC: National Institute for Biological Standards and Control
QCMD: Quality Control for Molecular Diagnostics
WAVA: Waterborne Virus Bank
ZMC: ZeptoMetrix Corporation

2. Sensibilidad

La sensibilidad se define como la concentracidn mas baja de organismo que se puede detectar
consistentemente (= 95% de los resultados positivos entre todas las muestras analizadas). Se
confirmo cuando se obtuvieron los resultados correctos de organismo/ensayo de al menos 24 de
las 24 muestras (24/24 = 100%) evaluadas.

La sensibilidad de Allplex™ H. pylori & ClariR Assay se determind utilizando muestras
adulteradas de DNA plasmidico diana (de 107 a 10° copias/reaccion). El limite de deteccién para
el Allplex™ H. pylori & ClariR Assay fue de 50 copias/reaccion para H. pylori y 100
copias/reaccion para la mutacion del 23S rRNA (A2143G, A2142G y A2142C).

3. Repetibilidad

La prueba de repetibilidad de una muestra negativa y 12 analitos simulados se prepar6 con
muestras muy negativas (0,1X LoD), débilmente positivas (1X LoD) y moderadamente positivas
(3X LoD). El panel se probd durante veinte dias, dos corridas por dia por dos operadores
diferentes con un solo lote y triplicado de cada panel por corrida desde una extraccion. Se
observaron las tasas positivas para cada analito para el estudio de reproducibilidad: 100,0% para
muestras positivas moderadas, 100% para muestras positivas bajas y menos de 71,67% para
muestras negativas altas.

Los resultados confirman los rendimientos repetibles del Allplex™ H. pylori & ClariR Assay.

1L 2024124001100 A DN NDAA
LIL) VLT LSOV LALVOU M TINT TVl
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4. Reproducibilidad

Se preparé el panel de reproducibilidad de 12 analitos simulados que incluia muestras muy
negativas (0,1X LoD), poco positivas (1X LoD) y ligeramente positivas (3X LoD). En cada centro
de pruebas se analizo el panel durante cinco dias, dos operadores diferentes llevaron a cabo dos
ciclos cada dia vy triplicaron el ciclo de cada panel a partir de una extraccion. Se analizdé con un
unico lote de Allplex™ H. pylori & ClariR Assay en tres centros diferentes y con tres lotes en un
centro interno. Se observaron tasas positivas de cada analito para el estudio de reproducibilidad:
100,0% de muestras ligeramente positivas, 2100% de muestras poco positivas y = 86,67% de
muestras muy negativas.

Los resultados confirman los rendimientos reproducibles de Allplex™ H. pylori & ClariR Assay.

5. Sustancias interferentes

Esta prueba se llevé a cabo usando sustancias interferentes compuestas por 13 sustancias para
confirmar el rendimiento de Allplex™ H. pylori & ClariR Assay en la presencia de potenciales
sustancias interferentes. El resultado no se vio afectado al afiadir las sustancias: ni deteccion no
especifica ni inhibicion en la amplificacion objetiva. Teniendo en cuenta los resultados, las 13

sustancias interferentes no afectaron los resultados de Allplex™ H. pylori & ClariR Assay.

Sustancias interferentes Concentracién

1 Amoxicillin 206 pmol/L

2 Barium sulfate 5 mg/ml

3 Bilirubin 342 pmol/L

4 Bismuth Subsalicylate (pepto-Bismol) 0,175 mg/mi

5 Cimetidine (Tagamet) 79,2 umol/L

6 Clarithromycin 26,7 pmol/L

7 Hemoglobin human 2 glL

8 Metronidazole 701 umol/L

9 Mucin (bovine submaxillary gland, type I-S) 3 mg/ml

10 Omeprazole (prilosec OTC) 17,4 pmol/L

11 Palmitic Acid 6 mmol/L

12 Stearic acid 0,4 mmol/L

13 Triglyceride (Intralipid) 37 mmol/L
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CLAVE DE LOS SIMBOLOS

Clave sobre los simbolos que se han usado en el manual y las etiquetas

Simbolo

E
O

Explicacion

Dispositivo médico de diagndstico in vitro

=
o
=

Cédigo de lote

Numero de catélogo

Utilizar por fecha

Limite superior de temperatura

E%mﬁ

Mezcla de oligonucleotidos para amplificacion y deteccion

PREMIX

PCR Master Mix or Detection Mix

WATER

RNase-free Water

CONTROL | +

Control Positivo (PC)

CONTROL | IC

Control Interno (IC)

Consulte las instrucciones de uso

Fabricante

sl

Fecha de fabricacién

m
R

Representante autorizado en la Comunidad Europea

Precaucion

/>

Contiene suficiente para <n> test

UDI

Identificador Unico del dispositivo

L. 20924.124001100 A DAL_LNLDMN A
1

53

LIL) VLT LSOV LALVOU M INT VI

05/2022 V1.04_(ES)

Pégina 105 de 113

#ANMAT



@ Seegene Allplex™ H. pylori & ClariR Assay

Simbolo Explicacion

P— Cdédigo de barras de reaccion para sistema de extraccion
automatizada
H—2024-124804108-APN-INPM#ZANMAT
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INFORMACION PARA PEDIDOS

N.° de Cat. Producto Tamafio
Allplex™ series
HC10389Z Allplex™ H. pylori & ClariR Assay 25 rxns
HC10199Y Allplex™ H. pylori & ClariR Assay 50 rxns
HC10200X Allplex™ H. pylori & ClariR Assay 100 rxns*
Sistemas de extracciéon automatizados
65415-02 Microlab NIMBUS VD EA
173000-075 Microlab STARIet IVD EA
65415-03 Seegene NIMBUS EA
67930-03 Seegene STARlet EA
744300.4.UC384 STARMag 96 X 4 Universal Cartridge kit 384T / 1box
SG71100 SEEPREP32 EA
EX00028P STARMag™ SP32 Kit (Plate Type) 96T / 1box
EX00028T STARMag™ SP32 Kit (Tube Type) 96T / 1box
M9600 Maelstrom™ 9600 EA
EX00029P STARMag™ M96 Kit 96T / 1box
EXO00030P STARMag™ M96 Kit 960T / 1crt
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ROTULOS “Allplex™ H. pylori & ClariR Assay”

Rotulo Externo: Allplex™ H. pylori & ClariR Assay (HC10389Z) x 25 determinaciones:

Allplex™ C€

H. pylori & ClariR Assay

HC10389Z * \/ 25
RVF522A03 “ Seegeneinc

Taewon Bldg, 91, Ogeum-ro, Songpa-gu,

g ﬂ * 20°C Seoul, Republic of Korea, 05548

2023-01-31 2022-01-01

MT Promedt Consulting GmbH
m Altenhofstrasse 80, D-66386

St. Ingbert, Germany
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Allplex™
o : Seegene Inc.
H. pylorl & CIarlR Assay Taewon Bldg., 91, Ogeum-ro, Songpa-gu, Seoul,

Republic of Korea, 05548

TEL : +82-2-22404000 / 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, MN17503

Producto para Diagnostico uso “In Vitro”

“USO PROFECIONAL EXCLUSIVO-VENTA A LABORATORIOS DE
ANALISIS CLINICOS

Autorizado por ANMAT:

PM-626-224
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Rétulos Internos

1) H.ClariR MOM

Allplex™
H. pylori & ClariR Assay

|  H.ClariRmOom || primer |

£ YYYY-MM-DD 125 pL m] j’;o'(
SD9400X MOM-XXXX

all Seegene Inc.
2) EM1

EM1

E YYYY-MM-DD  125pL Aa0c
PEB-XXXX
sl Seegeneinc. [:m
3) H.ClariR PC.
Allplex™
H. pylori & ClariR Assay
| H.Clarir PC | |controL | +|

£ YYYY-MM-DD sopL  [Ti] f%oc
[to7] HP10371Z PC3-XXXX
mal SeegeneInc.

4) H.ClariR IC

Allplex™
H. pylori & ClariR Assay

H.ClariR IC CONTROL | IC

£ YYYY-MM-DD 250 pL UI] /&{;,r(
TB10173Y IC-XXXX

mll Seegene Inc.

5) RNase-free Water

| RNase-free Water || water |

2 YYYY-MM-DD 1mL g30c
BT RW-XXXX
sl Seegene Inc. [E
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Rotulo Externo: Allplex™ H. pylori & ClariR Assay (HC10199Y) x 50 determinaciones:

S|  Allplex™ C€

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

H. pylori & ClariR Assay

HC10199Y \/ 50
RVF522A02

/H,-zo’c
Iji:] Seegene Inc.

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

2023-01-31 2022-01-01 Republic of Korea, 05548
TEL : +82-2-2240-4000 / FAX:+82-2-2240-4040
m MT Promedt Consultlng GmbH E-mail : info@seegene.com
Altenhofstrasse 80, D-66386 www.seegene.com

St. Ingbert, Germany
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Allplex™
H. pylori & ClariR Assay

Importado por:

BioSystems S.A.

Av. Dorrego 673 (C1414CKB)

TEL: (54-11) 4854-7775

Director Técnico: Eduardo Omar Miguez, MN17503

Producto para Diagnostico uso “In Vitro”

“USO PROFECIONAL EXCLUSIVO-VENTA A LABORATORIOS DE
ANALISIS CLINICOS

Autorizado por ANMAT:

PM-626-224
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Rétulos Internos

1) H.ClariR MOM

Allplex™
H. pylori & ClariR Assay

|  H.ClariRMOM || primer |

& YYYY-MM-DD 250 pL EE] /R/,;o'c
SD9400X MOM-XXXX
sl Seegene Inc.

2) EM1
EM1
E YYYY-MM-DD 250 pL Aac
1 PEB-XXXX
sl Seegeneinc. [:E
3) H.ClariR PC
Allplex™
H. pylori & ClariR Assay
| H.Clarir PC | | controL | 4|

£ YYYY-MM-DD 25 pL E@ ,ﬂﬂz‘o-c
HP10371Z PC3-XXXX
sl Seegene Inc.

4) H.ClariR IC

Allplex™
H. pylori & ClariR Assay

| H.Clariric || controL|ic]

2 YYYY-MM-DD soopL  [Ti] jfz'om
TB10173Y IC-XXXX

mal Seegene Inc.

5) RNase-free Water

| RNase-free Water || water |

£ YYYYy-mm-pD  1mlL Ag0c
[ RW-XXXX
sl Seegene Inc. [:IZ]
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Rotulo Externo: Allplex™ H. pylori & ClariR Assay (HC10200X) x 100 determinaciones:
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Allplex™

C€ [vo]

H. pylori & ClariR Assay
HC10200X \/ 100

RVF522A01

w (4™

2023-01-31 2022-01-01

MT Promedt Consulting GmbH
m Altenhofstrasse 80, D-66386

St. Ingbert, Germany

Allplex™
H. pylori & ClariR Assay

Seegenelnc
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

TEL : +82-2-22404000 / 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, MN17503
Producto para Diagnostico uso “In Vitro”

“USO PROFECIONAL EXCLUSIVO-VENTA A LABORATORIOS DE

ANALISIS CLINICOS
Autorizado por ANMAT:

PM-626-224

IF-2024-124801108-APN-INPM#ANMAT

Pégina 112 de 113



Rétulos Internos

1) H.ClariR MOM

Allplex™
H. pylori & ClariR Assay

|  H.ClariRmom || primer |

&2 YYYY-MM-DD 500 pL UI] »3/‘;""
SD9400X MOM-XXXX

sl Seegene Inc.
2) EM1
EM1
E YYYY-MM-DD 500 pL Aa0c
PEB-XXXX
sl Seegeneinc. [:E]
3) H.ClariR PC
Allplex™
H. pylori & ClariR Assay
| H.clarir pC | | controL | 4|

2 YYYY-MM-DD 50 pL [:E] ,ﬂ/.;o'c
HP10371Z PC3-XXXX
sl SeegeneInc.

4) H.ClariR IC

Allplex™
H. pylori & ClariR Assay

H.ClariR IC CONTROL | IC

2 YYYY-MM-DD 1000 pL [:m jr.;ﬂ
TB10173Y IC-XXXX
ml Seegene Inc.

5) RNase-free Water

| RNase-free Water || water |

2 YYYY-MM-DD 1mL A0c
o1 RW-XXXX
smal Seegene inc. [:E]
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