Allplex™

Solo para uso profesional

NG & DR Assay

(N.° de cat. SD10367X, SD103682)

Sistema real-time PCR multiplex para la deteccién de Neisseria gonorrhoeae y las

mutaciones de A2059G y C2611T en el gen rRNA 23S, asi como de S91F en la girasa

A, responsables de la resistencia a la Azithromycin y a la Ciprofloxacin en Neisseria

gonorrhoeae.

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)
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

AVISOS

® Solo para uso en diagndstico in vitro.

® El ensayo Allplex™ NG & DR Assay debe realizarlo personal cualificado y con la formacion
adecuada.

® La fiabilidad de los resultados depende de que los procedimientos de recogida,
almacenamiento, transporte y procesamiento de las muestras primarias sean adecuados.

® FEl producto puede usarse un maximo de 5 veces con las siguientes plataformas
automatizadas: Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS,
Seegene STARIlet y Seegene STARIlet 96MPH

® AIOS combina Seegene STARIet, vendido por Seegene, con el equipo real-time PCR
(CFX96 Dx; fabricante: Bio-Rad) y sellador de placas (fabricante: SAMICK THK) para
formar una estructura de conexién automatizada de extraccion de acido nucleico para la
PCR.

® El producto puede usarse un maximo de 3 veces con AlOS.

® Esta prueba se ha validado para los siguientes tipos de muestra primaria: orina,
hisopo genital, citologia liquida, hisopo orofaringeo (garganta) e hisopo anorrectal.
Este ensayo no se ha validado para otros tipos de muestras primarias.

® Almacene las muestras de DNA a £ -20 °C hasta que las use y consérvelas en hielo
durante el uso.

® La sensibilidad del ensayo puede reducirse si las muestras se congelan y descongelan
varias veces 0 si se almacenan durante mas tiempo.

® Elflujo de trabajo del laboratorio debe ser unidireccional.

® En todo momento deben usarse guantes desechables y cambiarlos antes de entrar en
otras zonas. Cambiese los guantes inmediatamente si se contaminan o tratelos con
reactivo de descontaminacion de DNA.

® Los consumibles y el equipo deben ser especificos de las zonas de trabajo y no se deben
trasladar de una zona a otra.

® No pipetee con la boca.

® No coma, beba ni fume en las zonas de trabajo del laboratorio. Use guantes sin polvo
desechables, batas de laboratorio y proteccion ocular cuando manipule muestras primarias
y reactivos. Lavese bien las manos después de manipular muestras primarias y reactivos
de prueba.

® Evite contaminar los reactivos al tomar alicuotas de los tubos. Se recomienda usar puntas
de pipeta desechables, estériles y que sean resistentes a los aerosoles.

® No agrupe reactivos de lotes diferentes ni de tubos diferentes del mismo lote.

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

® No reutilice los articulos desechables.
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

® Use tubos con tap6n de rosca y evite posibles salpicaduras o contaminacién cruzada de
muestras primarias durante la preparacion.

® Tenga cuidado de no contaminar los reactivos con los acidos nucleicos extraidos, los
productos de PCR ni los controles positivos. Para evitar la contaminacién de los reactivos,
se recomienda usar puntas con filtro.
Use zonas de trabajo separadas y segregadas para cada experimento.
Para evitar la contaminacion de las zonas de trabajo con productos amplificados, abra los
tubos de reaccion de PCR o las tiras solo en las areas de trabajo designadas después de la
amplificacion.

® Almacene los controles positivos separados de los reactivos del kit.

® Deben seguirse los procedimientos de seguridad en laboratorios (consulte “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories” y los documentos del CLSI) al manipular
muestras primarias. Limpie y desinfecte exhaustivamente todas las superficies de trabajo
con hipoclorito de sodio al 0,5% v/v (en agua desionizada o destilada). Los componentes
del producto (residuos, envoltorio, etc.) pueden considerarse desechos de laboratorio.

® Deseche los reactivos sin utilizar y los residuos conforme a las normativas nacionales,
regionales y locales en vigor.

® La fecha de caducidad es 12 meses a < -20 °C después de la fecha de fabricacion.
Consulte la fecha de caducidad en la etiqueta.

® Seegene NIMBUS y Seegene STARIet son el mismo equipo que Microlab NIMBUS IVD y
Microlab STARIet IVD respectivamente, aunque el fabricante sea diferente. Dado que no ha
habido cambios de hardware en los dispositivos, los resultados de la prueba son los
mismos.

® El nombre del equipo “CFX96™ Real-time PCR Detection System-IVD” se cambid por
“CFX96™ Dx system”. Dado que no ha habido cambios de hardware en los sistemas, se
espera que los resultados sean los mismos en ambos.

® FEl programa “CFX Manager™ Dx Software v3.1” es una version actualizada de “CFX
Manager™ Software-IVD v1.6”. Esta version actualizada incluye mejoras en el menu “Run
(Ejecucidn)”. Estas mejoras no influyen en los resultados del andlisis de datos; por lo tanto,
los resultados seran los mismos.
No lo use si el producto, el etiquetado o el embalaje presentan dafios.
Deseche los materiales utilizados en este ensayo (incluidos reactivos, muestras y viales de
tampén utilizados) segun las normativas locales, autonémicas y estatales.

® Siga las normativas locales, autondmicas y estatales, asi como los procedimientos
ambientales sobre desechos de su institucion, para eliminar correctamente los reactivos

usados y sin usar.
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

® Si en las normativas estatales o autonémicas no hay instrucciones claras sobre la
eliminacion correcta, las muestras primarias biolégicas y el producto usado deben
eliminarse de acuerdo con las directrices de manipulacién y eliminacién de desechos
médicos de la WHO (Organizacién Mundial de la Salud).

® Este kit es una prueba diagndstica cualitativa in vitro para la deteccién simple o mdltiple de
N. gonorrhoeae (NG) y las mutaciones de A2059G y C2611T en el gen rRNA 23S, asi
como de S91F en la girasa A, responsables de la resistencia a la Azithromycin y a la
Ciprofloxacin en N. gonorrhoeae (NG).
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

USO PREVISTO

Allplex™ NG & DR Assay es una prueba diagndéstica cualitativa in vitro para la deteccion simple
o multiple de N. gonorrhoeae (NG) y la mutacion de A2059G y C2611T en el gen rRNA 23S,
responsables de la resistencia a la Azithromycin en N. gonorrhoeae (NG), asi como de S91F en
la girasa A, responsable de la resistencia a la Ciprofloxacin en N. gonorrhoeae (NG) en
muestras primarias de orina, hisopo genital, citologia liquida, hisopo orofaringeo (garganta) e
hisopo anorrectal de personas con sintomas de enfermedades de transmision sexual (ETS).

Allplex™ NG & DR Assay estéa destinada solo al uso profesional.

PRINCIPIOS Y DESCRIPCION GENERAL DEL PROCEDIMIENTO

1. Principios

Allplex™ NG & DR Assay incorpora la tecnologia MuDT™ de Seegene, que permite
proporcionar valores multi-Ct (ciclo umbral) en un solo canal de fluorescencia sin andlisis de
curvas de fusién en instrumentos Real-time PCR.

Allplex™ NG & DR Assay es un ensayo real-time PCR multiplex que amplifica y detecta
simultineamente los &cidos nucleicos objetivo de N. gonorrhoeae (NG) y la mutacion de
A2059G y C2611T en el gen rRNA 23S, asi como de S91F en la girasa A, con control interno
(IC). La presencia de la secuencia de patdégenos concreta en la reaccion se muestra como
valor Ct mediante el software de analisis Seegene Viewer. Es necesario el software Seegene
Viewer para que el usuario pueda realizar una adecuada interpretacion de los resultados. El
agente o el ingeniero pueden facilitar el software al usuario.

Se usa un gen humano enddgeno como control interno (IC) para supervisar todo el proceso de
recogida de la muestra, extraccién de &cido nucleico y verificacion de posibles inhibiciones de
PCR. Sin embargo, debido a las diferencias en la cantidad de células humanas que contienen
las muestras de orina e hisopo anorrectal, el IC se afiade de manera exdégena solo a estas
muestras para usarse como un control exégeno de todo el proceso.

Para evitar que el producto de amplificacién actlle como potencial contaminante, Allplex™ NG
& DR Assay incorpora un sistema de Uracilo-DNA glicosilasa (UDG)-dUTP. Esta tecnologia se
utiliza comdnmente para eliminar los amplicones sobrantes de la PCR mediante la escision de

los enlaces N-glicosidicos.
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

2. Resumen del procedimiento

Muestras
(muestras primarias de orina,
hisopo genital,
citologia liquida, hisopo
orofaringeo (garganta) e hisopo

anorrectal)

Extraccion de acido nucleico

Acido nucleico

Real-time PCR con el sistema Allplex™

Andlisis de resultados
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

ANTECEDENTES

Las enfermedades de transmision sexual (ETS) hacen referencia a una serie de sindromes
clinicos causados por patégenos que se pueden contraer y transmitir durante las relaciones
sexuales. Existen mas de 30 patdgenos bacterianos, virales y parasitarios transmisibles
mediante el acto sexual que pueden causar un grupo de infecciones, denominadas infecciones
de transmision sexual (ITS). Algunas ITS son conocidas por aumentar el riesgo de contraer el
HIV y por tener graves secuelas, entre las que se incluyen las infecciones transmitidas de la

madre al feto y las enfermedades cronicas.

La gonorrea es una infeccién de transmision sexual (ITS) causada por Neisseria gonorrhoeae
(gonococo) y es una gran prioridad para la salud puablica a nivel global. La resistencia
antimicrobiana (AMR) generalizada en cepas muy variables de N. gonorrhoeae siempre ha

comprometido la gestion y el control de la gonorrea.

La adopcion del tratamiento antimicrobiano ha dado origen a la aparicion de resistencia a
sulfonamidas, penicilinas, tetraciclinas, macrdlidos, fluoroquinolonas y las primeras

cefalosporinas.

Las variantes de N. gonorrhoeae resistentes a los antibiéticos aparecen mediante mecanismos
de mediacion por pladsmidos o por cromosomas, incluidos los polimorfismos de un solo
nucleétido (SNPs) o las recombinaciones. Entre los genes que presentan resistencia a los
antibioticos para la Azitromicina se encuentran los genes rRNA 23S, que dan lugar a un nivel
de resistencia medio o elevado. La resistencia a la Ciprofloxacina es la circunstancia méas
frecuente entre las mutaciones en los genes gyrA y parC, que codifican las topoisomerasas Il y

IV, respectivamente.
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

REACTIVOS

El kit incluye reactivos suficientes para 100 reacciones.
Informacién para pedidos ( SD10367X)

Allplex™ NG & DR Assay

Simbolo Contenido Volumen Descripcién

Oligomezcla MuDT (MOM):
- Reactivo de amplificacion y deteccién

PRIMER NGDR MOM 500 pL

- DNA polimerasa
PREMIX SEMX1 500 uL - Uracilo-DNA glicosilasa (UDG)
- Solucién tampdn con dNTPs

CONTROL] + NGDR PC 50 L Control positivo ,(PC):
- Mezcla de patégenos y clones del IC
Control interno (IC) exdgeno para
CONTROL ASTI IC(2) 1.000 pL muestras primarias de orina e hisopo
anorrectal
WATER RNase-free Water 1.000 pL Agua ultrapura sin nucleasas para PCR

[E Manual del usuario

Producto accesorio: software de analisis

Seegene Viewer*

* El software de analisis de resultados lo proporcionan Seegene Inc. o el distribuidor regional.

Utilice una version de Seegene Viewer posterior a V3.
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

El kit incluye reactivos suficientes para 25 reacciones.
Informacién para pedidos ( SD103682)

Allplex™ NG & DR Assay

Simbolo Contenido Volumen Descripcién

Oligomezcla MuDT (MOM):
- Reactivo de amplificacién y deteccion

PRIMER NGDR MOM 125 puL

- DNA polimerasa
PREMIX SEMX1 125 pL - Uracilo-DNA glicosilasa (UDG)
- Solucién tampdn con dNTPs

CONTROL| + NGDR PC 50 L Control positivo ,(PC):
- Mezcla de patégenos y clones del IC
Control interno (IC) exdgeno para
CONTROL ASTI IC(2) 250 pL muestras primarias de orina e hisopo
anorrectal
WATER RNase-free Water | 1.000 uL | Agua ultrapura sin nucleasas para PCR

[:E:I Manual del usuario

Producto accesorio: software de analisis

Seegene Viewer*

* El software de analisis de resultados lo proporcionan Seegene Inc. o el distribuidor regional.

Utilice una version de Seegene Viewer posterior a V3.

#ANMAT
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

ALMACENAMIENTO Y MANIPULACION

Todos los componentes de Allplex™ NG & DR Assay deben almacenarse a £ -20 °C y son
estables en las condiciones de almacenamiento recomendadas hasta la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta. Este producto se puede usar durante los 30 dias posteriores a la
apertura inicial del kit, y su rendimiento no se ve afectado hasta un maximo de 5 ciclos de
congelacion y descongelacion. Si el uso de los reactivos es intermitente, se recomienda

almacenarlos en alicuotas.

MATERIALES NECESARIOS, PERO NO INCLUIDOS

Guantes sin polvo desechables (de latex o nitrilo)

Pipetas (ajustables) y puntas de pipeta estériles

Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL

Kit de extraccién de &cido nucleico (ver Extraccidn de acido nucleico)

Maquina de hielo

Centrifuga de sobremesa

Agitador 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)

Vial Cap Management System (N.° de cat. 6600532-01, Hamilton)

AIOS (N.° de cat. SG72100, Seegene)

Pierceable cap (N.° de cat. 922119, SPL) (solo para uso con AIOS)

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

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

Mesa de trabajo estéril

Solucion salina

* Asegurese de combinar el sellado térmico y el sellador para placas indicados anteriormente.

#ANMAT
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

PROTOCOLO

1. Recogida, almacenamiento y transporte de las muestras primarias

Nota: Todas las muestras deben tratarse como material potencialmente infeccioso. Las
muestras deben recogerse, almacenarse y transportarse siguiendo rigurosamente las

siguientes normas e instrucciones.

Muestra primaria de orina

Muestra primaria de hisopo genital

Muestra primaria de citologia liguida

Muestra primaria de hisopo orofaringeo (garganta)

Muestra primaria de hisopo anorrectal

Nota: Para garantizar una alta calidad de las muestras, estas deben transportarse lo mas

rapidamente posible y a la temperatura indicada.

A. Recogida de las muestras primarias

Muestra primaria de orina

® Se debe indicar al paciente que no orine durante al menos dos horas antes de la
recogida de la muestra primaria.

® Recoja de 10 a 30 mL de orina por la mafiana en un recipiente transparente de
polipropileno. Cierre y etiquete los recipientes con las muestras. Siga las instrucciones

correspondientes al almacenamiento y el transporte.

Muestras primarias de hisopo genital, hisopo orofaringeo (garganta) e hisopo

anorrectal
Utilice los materiales siguientes:
® Los hisopos pueden recogerse y transportarse en los medios de 1 a 3 mL siguientes:
- ENAT PM 2ML REGULAR APPLICATOR (Copan)
- UTM with Flocked Swabs (Copan)
Nota: Las muestras primarias de hisopo orofaringeo (garganta) e hisopo anorrectal no se
han validado con UTM with Flocked Swabs (Copan).
® Deje el hisopo en su medio de transporte. Cierre y etiquete el recipiente con la muestra.

Siga las instrucciones correspondientes al almacenamiento y el transporte.

#ANMAT
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

® Al utilizar hisopos genitales, siga el protocolo recomendado para recoger células de

epitelio cilindrico y escamoso tras retirar la mucosa cervical.

Muestra primaria de citologia liquida
e Utilice el medio de citologia liquida ThinPrep®(HOLOGIC, EE. UU.), SurePath™ (Becton-
Dickinson, EE. UU.) o CellPreserv (Kolplast, Brasil).

® Siga las instrucciones del fabricante para recoger muestras primarias de cultivo cervical

en los medios ThinPrep®, SurePath™ y CellPreserv.

B. Almacenamiento y transporte de las muestras primarias

Almacenamiento y

Muestra primaria transporte
Muestra primaria de
) 2-8 °C 1 semana
orina
Muestra primaria de - El rendimiento puede verse
) _ 2-8 °C 1 semana
hisopo genital afectado por el
Medio 2-8 °C"y a almacenamiento  prolongado
Citologia | ThinPrep® temperatura 90 dias |de las muestras primarias.
liquida CellPreserv ambiente** - Para el transporte de las
liquida Medio 2 muestras primarias se deben
2-8 °C
SurePath™ semanas |seguir las normativas locales y
Hisopo orofaringeo nacionales de transporte de
2-8 °C 3 dias . i
(garganta) material patégeno.
_ 2-8 °C 2 dias
Hisopo anorrectal
-20 °C 1 mes

* Duracion: tiempo transcurrido desde la recogida de las muestras primarias hasta la
preuba final (incluye el transporte y el almacenamiento de las muestras primarias antes de
la prueba).

** | a temperatura idonea de transporte es de 2 a 25 °C.

#ANMAT
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

2. Extraccion de &cido nucleico
A. Pretratamiento de la muestra primaria
Nota: El proceso de pretratamiento para la extraccion de acido nucleico es idéntico tanto

para el sistema de extraccién manual como para el sistema de extraccion automatizada.

Muestras primarias de hisopo genital, hisopo orofaringeo (garganta) e hisopo

anorrectal

® lLas muestras primarias de hisopo genital, hisopo orofaringeo (garganta) e hisopo
anorrectal se usan sin pretratamiento.

Nota: El hisopo orofaringeo (garganta) no se ha validado con SEEPREP32 ni Maelstrom ™

9600.

Nota: El hisopo anorrectal no se ha validado con SEEPREP32.

Muestras primarias de orina y citologia liquida

® Equilibre las muestras a temperatura ambiente (19 a 25 °C).

® Centrifugue 1 mL de muestra primaria de orina y citologia liquida durante 15 minutos a
15.000 x g (13.000 rpm).

® Tras desechar el sobrenadante, el precipitado se debe volver a suspender en solucién
salina al volumen recomendado (consulte Vol. recomendado de 2.C) mezclandola en el
agitador vortex.

Nota: Procese el paso de pretratamiento con Lysis Buffer en el kit de extraccién, no solucién

salina, si las muestras se van a recoger en el medio SurePath™ y se van a extraer con

Microlab NIMBUS VD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS o0 Seegene STARIet.

Nota: Los medios orina y ThinPrep® se pueden procesar sin pretratamiento si se va a usar

Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS, Seegene STARIlet o

Seegene STARIlet 96MPH.

Nota: SurePath™ se puede procesar sin pretratamiento si se va a usar Microlab NIMBUS

IVD, Microlab STARIlet IVD, Seegene NIMBUS o0 Seegene STARIet.

Nota: La orina y ThinPrep® sin pretratamiento no se han validado con QIAamp® DSP DNA

Mini Kit, QlIAamp® DNA Mini Kit, Ribo_spin vRD kit ni SEEPREP32.

Nota: El uso de SurePath™ después del pretratamiento no se ha validado con STARMag 96

X 4 Viral DNA/RNA 200 C kit ni STARMag™ S96H N Kit.

Nota: SurePath™ sin pretratamiento no se ha validado con QIAamp® DSP DNA Mini Kit ni

QlAamp® DNA Mini Kit.

Nota: SurePath™ no se ha validado con Ribo_spin vRD kit, SEEPREP32 ni Maelstrom ™

9600.
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

Nota: CellPreserv no requiere un paso de pretratamiento.

® Siga el protocolo del fabricante.

B. Control interno

Nota: Para las muestras primarias, excepto las de orina e hisopo anorrectal, se utiliza un gen

enddégeno como control interno. No es necesario afiadir un IC.

Nota: El IC, que se incluye en el kit, permite al usuario confirmar el procedimiento de

extraccion de acido nucleico e identificar las inhibiciones de PCR.

® En el caso de las muestras primarias de orina e hisopo anorrectal, se debe cargar el tubo
de ASTI IC(2) en Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS,
Seegene STARIet 0 Seegene STARIlet 96MPH, antes del proceso de extraccion de acido
nucleico.

® En el caso de las muestras primarias de orina e hisopo anorrectal, debe afadirse ASTI

IC(2) a cada muestra primaria antes de la extraccion de &cido nucleico.

C. Sistema de extraccion de acido nucleico automatizada

Nota: Use los volumenes recomendados de muestra primaria y elucion indicados a

continuacion. Para lo demas, consulte el protocolo del fabricante.

C-1. Microlab NIMBUS IVD

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

Sistema de extraccion

. Fabricante | N.°de cat. Vol. recomendado
automatizada
Microlab NIMBUS IVD Hamilton 65415-02* -
STARMag 96 X 4 Universal 744300.4. Muestra primaria: 300 pL
) ) Seegene
Cartridge Kit uC384 Elucion: 60 pL
STARMag 96 X 4 Muestra primaria: 300 uL
] ) Seegene EX00013C
Viral DNA/RNA 200 C Kit** Elucion: 60 pL

* Use los nimeros de catdlogo mostrados en la tabla para comprar productos a Seegene Inc.
** E| uso de SurePath™ después del pretratamiento no se ha validado con STARMag 96 X 4

Viral DNA/RNA 200 C kit.
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

C-2. Microlab STARlet IVD

Opcion: Sistema preanalitico (consulte el manual de funcionamiento de Vial Cap

Management System)

Sistema preanalitico automatizado ’ Fabricante

Vial Cap Management System Hamilton 6600532-01*

* Si desea adquirir los productos anteriores de Seegene Inc., use este numero de catélogo.

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

Sistema de extraccion

_ Fabricante N.° de cat. Vol. recomendado
automatizada
Microlab STARIlet IVD Hamilton 173000-075* -
STARMag 96 X 4 Universal 744300.4. Muestra primaria: 300 pL
) ) Seegene
Cartridge Kit UC384 Elucién: 60 uL
STARMag 96 X 4 Muestra primaria: 300 pL
i ) Seegene EX00013C
Viral DNA/RNA 200 C Kit** Elucioén: 60 pL

* Use los niumeros de catalogo mostrados en la tabla para comprar productos a Seegene Inc.
** E| uso de SurePath™ después del pretratamiento no se ha validado con STARMag 96 X 4
Viral DNA/RNA 200 C kit.

C-3. Seegene NIMBUS

Nota: Consulte el manual de funcionamiento de Seegene NIMBUS.

Sistema de extraccion

_ Fabricante | N.°de cat. Vol. recomendado
automatizada
Seegene NIMBUS Seegene 65415-03 -
STARMag 96 X 4 Universal 744300.4. | Muestra primaria: 300 pL
_ _ Seegene
Cartridge Kit uUC384 Elucion: 60 pL
STARMag 96 X 4 Muestra primaria: 300 uL
] _ Seegene EX00013C
Viral DNA/RNA 200 C Kit* Elucion: 60 pL

* El uso de SurePath™ después del pretratamiento no se ha validado con STARMag 96 X 4

Viral DNA/RNA 200 C kit.
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

C-4. Seegene STARlet

Opcion: Sistema preanalitico (consulte el manual de funcionamiento de Vial Cap Management
System)

Sistema preanalitico automatizado Fabricante

Vial Cap Management System Hamilton 6600532-01*

* Si desea adquirir los productos anteriores de Seegene Inc., use este nimero de catalogo.

Opcién: Estructura de conexion automatizada (ver el manual de funcionamiento de AIOS)

Estructura de conexion automatizada | Fabricante

AIOS Seegene SG72100

Nota: Volver a colocar la tapa del control positivo (PC) con una pierceable cap. Tras finalizar la
operacion, volver a colocar la tapa del control positivo (PC) con la tapa original.

Nota: La pierceable cap es un producto de un solo uso y se debe desechar tras un uso.

Nota: Si se usa con AIOS, este producto se puede usar en un maximo de 3 rondas
independientes.

Nota: Consulte el manual de funcionamiento de Seegene STARIet.

Sistema de extracciéon

Fabricante | N.° de cat. Vol. recomendado

automatizada

Seegene STARIlet Seegene 67930-03 -
STARMag 96 X 4 Universal s 744300.4. Muestra primaria: 300 pL
eegene
Cartridge Kit g uCc384 Elucion: 60 uL
STARMag 96 X 4 Muestra primaria: 300 pL
) ) Seegene EX00013C »
Viral DNA/RNA 200 C Kit* Elucion: 60 uL
EX00032P

EX00033P | Muestra primaria: 300 uL

STARMag™ S96H Kit** Seegene B
EX00034P | Elucién: 60 uL
EX00035P
_ EX00036P | Muestra primaria: 300 uL
STARMag™ S96H N Kit*** Seegene

EX00037P | Elucién: 60 pL
* *** F| yso de SurePath™ después del pretratamiento no se ha validado con STARMag 96 X 4

Viral DNA/RNA 200 C kit ni STARMag™ S96H N Kkit.

** SurePath™ y el hisopo orofaringeo (garganta) no se han validado con STARMag™
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

S96H Kit.

*x xxx STARMag™ S96H Kit y STARMag™ S96H N Kit se han disefiado y validado para
utilizarse con la configuracion de Seegene STARIet con CO-RE 96 Probe Head y Seegene
STARIlet 96 MPH.

C-5. Seegene STARIlet 96MPH

Nota: Consulte el manual de funcionamiento de Seegene STARIlet 96MPH.

Sistema de extraccion )
Fabricante Vol. recomendado

automatizada

Seegene STARIlet 96MPH Seegene SG71101 -
EX00032P
_ EX00033P | Muestra primaria: 300 uL
STARMag™ S96H Kit* Seegene
EXO00034P | Elucion: 60 uL
EX00035P
. EX00036P | Muestra primaria: 300 uL
STARMag™ S96H N Kit** Seegene

EX00037P | Elucion: 60 pL

* SurePath™ y el hisopo orofaringeo (garganta) no se han validado con STARMag™ S96H Kit.
** E| uso de SurePath™ después del pretratamiento no se ha validado con STARMag™ S96H
N Kit.

C-6. SEEPREP32

® Continle con el proceso de extraccién con “Pro-Protocol A”.

Sistema de extraccion

) Fabricante | N.°de cat. Vol. recomendado
automatizada

SEEPREP32 Seegene SG71100 -

STARMag 96 ProPrep Seegene | EX00009P Muestra primaria: 200 uL*
(P|ate Type) Elucion: 100 ].,ll_

STARMag 96 ProPrep Seegene | EX00009T | Muestra primaria: 200 pL*
(Tube Type) 9 Elucién: 100 ML

STARMag 96 ProPrep C Seegene | EX00017P Muestra primaria: 200 pL*
(Plate Type) Elucién: 100 ML

STARMag 96 ProPrep C Seegene | Ex00017T | Muestra primaria: 200 plL*
(Tube Type) 9 Elucién: 100 ML
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

* En el caso de muestras primarias de orina, vuelva a suspender el precipitado en 200 uL de
solucion salina y afiada 10 pL de ASTI IC(2).

Nota: La orina 'y ThinPrep® sin pretratamiento no se han validado con SEEPREP32.

Nota: SurePath™, el hisopo orofaringeo (garganta) y el hisopo anorrectal no se han validado
con SEEPREP32.

C-7. Maelstrom ™ 9600

® Continle con el proceso de extraccién con “STARMAGM96”.

Sistema de extraccion

) Fabricante N.° de cat. Vol. recomendado
automatizada
Taiwan
Maelstrom™ 9600 Advanced M9600* -

Nanotech Inc.

EX00029P | Muestra primaria: 200 pL**

STARMag™ M96 Kit Seegene
EXO00030P | Elucién: 100 uL

Nota: SurePath™ y el hisopo orofaringeo (garganta) no se han validado con Maelstrom™ 9600.
* Si desea adquirir este producto a Seegene Inc., use este nimero de catalogo.
** Afiada 10 pyL de ASTI IC(2) a las muestras primarias de orina e hisopo anorrectal.

D. Kits de extracciéon de acido nucleico manual

Nota: Use los volimenes recomendados de muestra primaria y elucién indicados a

continuacion. Para lo demas, consulte el protocolo del fabricante.

C Muestra primaria: 200 pl****
® 1304 g
QIAamp® DSP DNA Mini Kit QIAGEN 6130 Elucion: 50 ul
L Muestra primaria: 200 pl****
® *
QIAamp® DNA Mini Kit QIAGEN 51304 Elucion: 50 ulL
Ribo_spin vRD** GeneAll 302-150 Muestra primaria: 200 pl****
(Viral RNA/DNA Extraction Kit) SG1701*** | Elucion: 50 ulL

* Procese el paso de lisis con 180 uL de ATL buffer en lugar de AL buffer en caso de que se
utilicen medios SurePath™,

** Ribo-spin VRD (Viral RNA/DNA Extraction Kit) no es compatible con los medios SurePath™.

*** |Jse los nUmeros de catalogo mostrados en la tabla para comprar productos a Seegene Inc.

¥+ Afiada 10 uL de ASTI IC(2) en la muestra primaria de hisopo anorrectal y en la muestra

primaria de orina con pretratamiento (es decir, resuspensién del precipitado en 200 uL de

solucion salina).
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

Nota: La orina y ThinPrep® sin pretratamiento no se han validado con QlAamp® DSP DNA Mini
Kit, QlAamp® DNA Mini Kit ni Ribo-spin vRD (Viral RNA/DNA Extraction Kit).

Nota: Surepath™ sin pretratamiento no se ha validado con QIAamp® DSP DNA Mini Kit ni
QlAamp® DNA Mini Kit.

E. Resumen

Sistema de extraccién automatizada Kits de
extraccion
manual
NIMBUS NIMBUS/STARIet* STARIet SEEPREP32
Muestra |IVD/STARIet IVD* 96MPH

_ Universal 596H | S96H | S96H | S96H [STARMag|STARMag strom™
CartidgelDNAIRNACAMIAOCIDNAIRNAL kite+ [N kit| kit [N Kit™| p oo %
Orina (con
pretratamiento) o o o o o o o o o o o o o
Orina (sin
pretratamiento) 0] O o O O (0] (0] O X X O X X
Hisopo genital
(ENAT) (0] O (0] O O (0] (0] O O (0] O (@) (@)
Hisopo genital
(UTM) 0] O o O O o o O O o O O O
ThinPrep®
(con (0] O (0] O O (0] (0] O O O O O O
pretratamiento)
ThinPrep®
(sin (0] O (0] O O (0] (0] O X X O X X
pretratamiento)
SurePath™
(con (0] X (0] X X X X X X X X O X
pretratamiento)
SurePath™
(sin (0] O (0] O X (0] X O X X X X X
pretratamiento)
CellPreserv (0] O (0] O O (0] (0] O O O O O O
Hisopo
orofaringeo 0] (@) (0] O X (0] X O X X X (@) (@)
(garganta)
i
1S0po o} 0 o) 0 o|lo|o]o X X 0 0 0
anorrectal

* Opcional: AlIOS se puede usar con Seegene STARlet.
* STARMag™ S96H Kit y STARMag™ S96H N Kit se han disefiado y validado para utilizarse con la
configuracion de Seegene STARIlet con CO-RE 96 Probe Head y Seegene STARIlet 96MPH.
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3. Preparacion para Real-time PCR

Nota: Deben usarse los tapones y los tubos correctos (ver MATERIALES NECESARIOS,
PERO NO INCLUIDOS).

Nota: Deben usarse guantes ajustados y puntas con filtro resistentes a aerosoles al preparar
reacciones de PCR. Tenga mucho cuidado para evitar la contaminacién cruzada.

Nota: Descongele completamente todos los reactivos en hielo.

Nota: Centrifugue a baja velocidad los tubos de reactivo para recoger las gotitas residuales
del interior del tapén o el sellado.

Nota: Los pasos A a D se procesan automaticamente en Microlab NIMBUS VD, Microlab
STARIlet IVD, Seegene NIMBUS, Seegene STARIet y Seegene STARIlet 96MPH. Consulte

cada manual de funcionamiento.

A. Prepare la PCR Mastermix.

5 uL NGDR MOM
5 uL SEMX1
5puL RNase-free Water

15 uL Volumen total de PCR Mastermix

Nota: Calcule la cantidad total de cada reactivo en funcién del nimero de reacciones, incluidas

muestras y controles.

B. Mezcle en el agitador vértex con rapidez y centrifugue a baja velocidad brevemente.
C. Divida en partes alicuotas 15 uL de PCR Mastermix en tubos de PCR.

D. Afada 5 pL de &cidos nucleicos de cada muestra al tubo que contiene PCR Mastermix.

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

E. Cierre y centrifugue a baja velocidad brevemente los tubos de PCR.
F. Compruebe que el liquido que contiene todos los componentes de PCR esté en la parte
inferior de cada tubo de PCR. Si no lo estd, centrifugue de nuevo a mas rpm durante mas

tiempo.
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

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 la parte inferior de los tubos.

Correcto Incorrecto

Burbuja

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

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 NGDR PC en lugar del &cido nucleico de la
muestra.

Nota: Tenga cuidado de no contaminar de forma cruzada la PCR Mastermix o las muestras con
el control positivo.

Nota: No etiquete el tubo de reaccion en el tapon. 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. Configuracién del instrumento Real-time PCR

Nota: La configuracién del experimento de CFX96™ Real-time PCR Detection System (Bio-Rad)
puede dividirse en tres pasos: Protocol Setup (Configuracion del protocolo), Plate Setup
(Configuracion de la placa) y Start Run (Iniciar ejecucion).

A. Protocol Setup (Configuracion del protocolo)

1) En el mena principal, seleccione File (Archivo) - New (Nuevo) - Protocol (Protocolo)
para abrir Protocol Editor (Editor de protocolos).

Bio-Rad CFX Manay

Fig. 1. Protocol Setup (Configuracién del protocolo)

2) En Protocol Editor (Editor de protocolos), defina el perfil térmico como se indica a
continuacion:

Paso NuUm. ciclos Temperatura Duracién
1 1 95 °C 15 min
2 95 °C 3s
3* 45 60 °C 10s
4* 72 °C 10s
5 Paso GOTO (IR A) 2, 44 veces mas

Nota*: Lectura de placa en paso 3y 4. Se detecta fluorescencia a 60 °C y 72 °C.
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Protacol Editor - New

File  Settings  Tools

1 H

H ﬁ Insert Step Sample Volume pl | Est Run Time 01:26:00

%0 C %0 C

1500 03

2o c

B0 C

(A1)

(A1)

B
o—HOm

950 C for 1500

Insert Step —

@ Delete Step

1

2 B0 for 003

3 B00 C for 0100
|| Inzert Gradlent + Plate Read

4920 for 0000

+ Plate Read

= 5 GOTOZ .4 rmore fimes
[E Insert Melt Curve ] END

Fig. 2. Protocol Editor (Editor de protocolos)

3) Haga clic en el cuadro situado junto a Sample Volume (Volumen de muestra) para

introducir directamente 20 pL.

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

(Configuracion del experimento).

Experiment Setup

Protocol (3] Plate mB» Start Run

Create Mew,,,

Select Existing...
Selected Protocol

PCR pratocol, prel

Exzpress Load

s

Edit Selected,,,
Preview
Est. Fun Time: 01:26:00 (96 Wells-2ll Channels) Sample Yolume: 20ul
1 2 3 4 15
%0 C %0 C
[Lg0] [IEIE]
720 C
600 C B[] G
010 fel g
@ o]
2
44
Mext »>»

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

1) En la ficha Plate (Placa) de Experiment Setup (Configuracidon del experimento), haga clic

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

Experiment Setup (=
Options
[~} Protocal ) Plate_J IIP Start Aun
Evpress Load
Select Existing,.. | [Quicld;‘lale_sﬁ wells_All Channels. pitd -]
Selected Plate
QuickPlate_96 wells_&ll 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
H 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
U Unk I Unk Unk Il Unk Unk Il Unk Unk Il Unk Unk Il Unk |I Unk Unk
E Unk I Unk Unk Il Unk Unk Il Unk Unk Il Unk Unk Il Unk |I Unk Unk
r Unk I Unk Unk II Unk. II Unk. Unk II Unk. Unk II Unk. |I Unk Unk.
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
[ <<Prev | [ Next>>

Fig. 4. Plate Editor (Editor de placas)

2) Haga clic en Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos) para indicar los
fluorocromos (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670) que se usaran y haga clic en OK

(Aceptar).
Plate Editor - New B = |
File Settings Tools
Bl | & | zoom 100% + | @l Scan Mode [All Channels <] & Well Groups .| P {65 Plate Loading Guide
! 2 3 L L 5 I B L i 8 I El L 10 1 I 12 [@ Select Fluorophores .., J
A Select Fluorophares | I i g
B Channel Flugraphore sSelected Lolor
Load Target Name
c . "% sven S
D 2 ex My |
TET I:\ _ Load Sample Mame
§ — CO\ — S
r —
F 3 ROX r — Load Replicate #
‘ T r — ‘
CalRed 610 [y _ Replicate Serles
H 4 Cys 'i\ _ @ Esperiment Settings...
Quas €7 —
5 Quasar 705 K— [‘Tﬂ Clear Replicate #
(G
Plate Type : BR Clear

Fig. 5. Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos) (FAM, HEX, Cal Red 610y Quasar 670)
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3) Seleccione los pocillos en los que se colocara el tubo de PCR y seleccione su tipo de
muestra en el menud desplegable Sample Type (Tipo de muestra).

- Unknown (Desconocido): muestras clinicas

- Negative Control (Control negativo)

- Positive Control (Control positivo)

4) Haga clic en las casillas correspondientes (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670) para

especificar los fluorocromos que se detectaran en los pocillos seleccionados.
5) Escriba el Sample Name (Nombre de la muestra) y pulse la tecla Entrar.
6) En Settings (Configuracion) del menu principal Plate Editor (Editor de placas), elija Plate

Size (96 wells) (Tamafio de placa [96 pocillos]) y Plate Type (BR White) (Tipo de placa
[blanco BR]).

Plate Editor - Testpltd m] X
File Tools
H] $ Plate Size ¥ g Scan Mode | All Channels v|| & well Groups [ {5 Plate Loading Guide
Plate Type 3 BR White
Number Convention BR Clear N ] 9 o |@ Select Fluoraphores |,
Units » [ FAM FAM
a HEX HEX

Cal Red 610 -2
Quasar 670 [0

<

Sample Type Unknown

=19

Unk Unk Unk
FAM 1
HEX

Load Target Name

o
e
Cal Red 610
Quasar B0

Unk Unk Unk Unk Unk Unk
FAM FAM FAM FAM FAM FAM
D HEX EX EX H Load Sample Mame
0
E Load Replicate #
O 1 %

Replicate Series

:n Experiment Settings,,,

;{f] Clear Replicate #
i Clear Wells

Plate Type : BR White Ok Cancel

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

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

8) Volverda a la ventana Experiment Setup (Configuracion del experimento).
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Options

Pratacol Plate "b Start Aun
Exrese Loat

[epemmertsctsr . =

Select Existing...

<

Selected Plate

Preview

Test pltd Edit Selected...

Fluorophores: FaM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 Plate Type: BR White Scan Mode: All Channels

3

=

THHHHB LS
AHH B LR

| T T —_—

AHHHBBHE

Fig. 7. Experiment Setup (Configuracién del experimento): Plate (Placa)
9) Haga clic en Next (Siguiente) para ir a Start Run (Iniciar ejecucion).

C. Start Run (Iniciar ejecucion)

1) En la ficha Start Run (Iniciar ejecucion) de Experiment Setup (Configuracién del
experimento), haga clic en Close Lid (Cerrar tapa) para cerrar la tapa del instrumento.
Experiment Setup =
Options
([ Protocol [ ED Ptate]| #B> Startfun |
Fun Information
Protecol ©  PCR protocol prd
Plate : PCR plate file phtd
MNotes
Scan Mode :  All Channels
Start Run on Selected Block(s)
| Block Name al Type Run Status Sample Volume Protocol 1D
] ~S6FX" e 20
] Select All Blocks
| @ Fiash Block ingicator | (£ Open Lid | [£2  closeLid \
b
<< Prav
Fig. 8. Close Lid (Cerrar tapa)
2) Haga clic en Start Run (Iniciar ejecucién).
H== = #ANMAT
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

3) Almacene el archivo de la ejecucién en My Documents (Mis documentos) 0 en una carpeta
especifica. Introduzca el nombre del archivo, haga clic en SAVE (GUARDAR) y se iniciara la

ejecucion.

1.2. Data Analysis (Andlisis de datos)

A. Cree carpetas para la exportacion de datos

1) Para guardar datos de todos los pasos de deteccion de las curvas de amplificacion desde el
archivo de resultados, cree una carpeta.

2) El nombre de la carpeta puede ser el que desee el usuario (para la funcién “Seegene Export”
(Exportacion de Seegene), se crean automaticamente las carpetas “QuantStep3” y
“QuantStep4” para guardar los datos de cada curva de amplificacion en la carpeta creada por el

usuario).

B. Preconfiguracion de Data Analysis (Andlisis de datos) en CFX Manager™

1) Después de la prueba, haga clic en la ficha Quantitation (Cuantificacion) para confirmar los

resultados de la curva de amplificacion.

i Data Analysis - Aliplex NG & DR Astay.perd _ = |Gl
File View Settings Tools

B | & & [ 8 viewedt piate... | g well Group: (4l wells )| ?

U] oumeeeson |7 cuarttaton Dot | 5] et e | E5] et e Dt | ] G Eaeessio | ] et e | (] et | & ac| £ mnw

Mo wells designated as Sample Type standard.

[#] FAM  [¥] HEX [¥] CalRed 610  [¥] Cumsar 670 Step Mumber: |3 -

1 2 3 4 5 L3 7 8 k) 10 11 12 Wel § Puer & Cortert ) Sample § CB) O
A E0l HEX Unkn B
E02 HEX. Uiy w58
= E03 HEX Uy 4063
c FOI HEX Unikn 35,68
o Fo2 HEX Urkn 707
FO3 HEX. Unkn 4065
E (] HEX Unkn 3546
F Gle HEX Unikn .63
GO3 HEX. Uk 4137
e HO1 HEX. Uk ML
H HO2 HEX Urkon nn
Completed | | Scan Mode: All Channels | Plate Type : B8R White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Fig. 9. Amplification curve results (Resultados de la curva de amplificacién)
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2) Seleccione No Baseline Subtraction (Sin resta de linea de base) en Analysis Mode (Modo

de andlisis) en el menu Settings (Configuracion).

[ Data Anatysis - Aliplex NG & DR Assay.perd

File View RS

Tools
u E C(Y) Determination Mode  » (a - .] ?
T = adl

—y g

Trace Styles. Baseline Subtracted Curve Fit

Cyctes [ Log Scale

No wells designated as Sample Type standerd.

[V CoRed 610 (V] Quasar 670

| | Scan Mode: All Channels | Plate Type : 8R White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction

E01

HEX

FRERRES

R

Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn

- o x.
Saseline Subtacted [l e por | (55 e Omcrmraton | @) oc | £ o viomen
s
Step Mumber (3 -
| Wel O Auwx &) Cortert O Sample O CH Q
| £
| %55
5 $ @0
| 563
»or
| | ! ! T
3546
%8
I nEY
M
| wn

Fig. 10. No Baseline Subtraction (Sin resta de linea de base)

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

[z} Dats Analysis - Aliplex NG & DR Assay.perd

File  View Settings [EEEN
B8 @ A3 e

L= B2 import Flucrophore Calibeation...

| e—

Ew @mﬁ Replace Plate..

8000

4000 o

3000 J

No wells designated as Sample Type standard.

V] FAM [V} HEX [V] CalRed 610 (V] Quasar 670

Step Number: |3 >

xowmonn»‘l:

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

Fig. 11. Seegene Export (Exportacién de Seegene)

€01
E02
£
Fol
Fo2
FO3
G0l
6
603
HOY
HO2

29

QO P &
HEX

FEREBRE

538

Cortert O Sewgle O C8)
Unin ENr4
Unin 3655
Unkn 4063
Unikn A
Unkn 37207
Unin 4065
Unin 3546
Unikn »63
Unin @y
Unin 19
Unin nn
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

4) Elija una ubicacion para guardar los datos y haga clic en OK (Aceptar).

Completed | [$can Mode: All Channels | Plate Type - B8 White | Analysis Made: Mo Baseline Subtraction

(i Data Analysis - Aliplex NG & DR Assay.perd - .
File View Settings Tools
B 8 & [ & viewesnrote.. g wel Group: [Al wells Bk
Amplification
o b e SPPUTI PV __J] L - oo
: Browse For Folder S5 g
LS SIS feeins o —
4990
B Desktop
3000 J w4 Library :
B My Documents
L L] 1 My Computer
S My Network Places L
7] FAM  [#] HEX (V) CalRed 610  [¥] Quasar670 @ Control Panel Sep Number: [3 -
& Recycle Bin
wr & Cotert ) Sampie O CH O
A X Unikn EN
x Unlkn 55
- x Unikn 4063
c =X Unikn EA
(+] Fo2 HEX Unkny o7
= FO3  HEX Unkn 2065
(] HEX Unlkn 3546
= G2 HEX  Unkn %63
G G03 HEX Unikery anyw
" Hi HEX Unlkn 90
HIZ  HEX Unikn nn

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

C. Configuracion de Data Analysis (Analisis de datos) en Seegene Viewer

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

en Instrument (Instrumento).

[@sessene viewsr

Fa Edn [Gption] Holp

@) (o 2 Taemwvia
Q| anguage > | as7s00 Fasox
wild Control > || arso0vaos
Standard Settng -

NimBu/STARSE Settng > | comeox
Sample ndex Seteng > | | Rt
Export Flle Format > |

Export Al
Export Mek Temperature

Apply Mode

Negative €Y Value

print tems

Usar Account

STATS Account

Path Sating

Export ile & Save Fder Settings

S eexions 00 | New paradigm fo
Molecular Diagni

b assay

(D) Seegene

Fig. 13. Seegene Viewer
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@ Seegene

Allplex™ NG & DR Assay

2) Haga clic en Open (Abrir) para buscar el archivo guardado en la carpeta “QuantStep3”, abra

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

B8 seegene Viewer

- o X
File Edit Option Help
A (O @ & () () (> E] ~| | proDUCT & Seegene
Allplex NGDR Assay - Ouantitation Ct Results,xlsx x | &
@ veLLrLate o [i WELL GR&PH o
1 2 3 4 5 6 7 8 3 10011 12 FAM EAHEX [ Cal Red 610 [ Quasar 670
- 00000 0 2000
900000
‘900000
r 9900000 21000 2 1000
E &
ct900
r9090 500 500
900 , .
HO @@
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
@ negative @ Positive (I Invalid [ comsine Gycle (Graph 1) Gycle (Graph 2)
& APPLY RESULT o
Well Info Positive Find (][]~ @ Verical O Horizantal
] sampleNo Patientid  Well Name  Type FAM HEX CalRed 610  Quasar6..  Auto Interpretation Comment
] A01 SAMPLE @
0 BO1 SAMPLE
O co SAMPLE
] o[ SAMPLE
O E01 SAMPLE
] Fol SAMPLE
O GOl SAMPLE
] HO1 SAMPLE v
3.28.000
Fig. 14. Configuracion de Data Analysis (Andlisis de datos) en Seegene Viewer
3) Compruebe el resultado de cada pocillo.
Seegene Viewer - o x
File Edit Opticn Help
#) O @) B ) (&) (>) v siperncapr sy ®Seegene
Alplex NGDR Assay - Quanttation Ct esuf.dsx X [ &
@ e pate o i WELL GRAPH o
1 2.3 ¢ 5 6 7 8 8 101012 [AFM MAHEX [ CalRed 610 B Quaser 6710
00000 @@ |
: 000000 i /
t900000 el A 1500 /
' 000000 g A
000 1 /[
90900 |cnn? V4 500
: 9900 ol a e o] dar &l
900 1
] 0 20 30 40 Q 0 20 30 4
@ ticasive @ Posisve (@) Invalid [Jcomsine Gyc (Graph 1) Cycle (Greph 2
@AFPLVRESLILT o
Wellnio Pasitve Find (1L~ ® Verical O Horzontal
Fam HEX Cal Red 610 Quasar 670
[] Sample No Patient i Well Name Ty Auto Intzrpretation Comment
A20596 i C2611T ci o S91F < ic =]
0| a0l SAMPLE i = i e | WA NG ~
u] B0t SAMPLE s s 345 A s
O cn SAMPLE N hiA A9 | WA NG
O Dol SHMPLE Nk s A0 /A NG
O Ent SAMPLE N N ECll WA NG
ju] FOl SAMPLE NfA N 460 [ NS
]\ G0l SHMPLE s s EE] | N/ NG
u] Kot SAMPLE s N %5 A NG
O R SHMPLE hs hs i | WA NG
m Ry < a0l = N N X naA NG v
< >
- Positive Count : NG2(Q:35), NGI{0:33) 3,28000

Fig

4) Criterios de validez de los resultados de control

. 15. Resultado de la prueba en Seegene Viewer
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Allplex™ NG & DR Assay

a. Ejecucion del ensayo vélida

Para confirmar la validez de los experimentos, las ejecuciones de PCR deben ir acompafiadas

de PC (control positivo) y NC (control negativo). Se determina que la ejecucién del ensayo es
valida cuando se cumplen todos los criterios siguientes:

Resultado de Seegene Viewer

Cal Red 610| Quasar670
Control SR HEA () (Ch) (Ch) Interpretacion
automatica
A2059G | C2611T NG2 NG1 S91F IC
Control positivo <45 <45 <45 <45 <45 <45 Control positivo (+)
Control negativo N/A N/A N/A N/A N/A N/A Control negativo (-)

b. Ejecucion del ensayo no valida

En caso de fallo de la validez, los resultados de la muestra no deben interpretarse ni debe
informarse de ellos, y la ejecucion debe repetirse.
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

2. CFX96™ Dx System (CFX Manager™ Dx Software v3.1)

2.1. Configuracion del instrumento Real-time PCR

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

placa) y Start Run (Iniciar ejecucion).

A. Protocol Setup (Configuracion del protocolo)

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

Fig. 1. Protocol Setup (Configuracién del protocolo)

2) En Protocol Editor (Editor de protocolos), defina el perfil térmico como se indica a
continuacion:

Paso Num. ciclos Temperatura Duracién
1 1 95 °C 15 min
2 95 °C 3s
3* 45 60 °C 10's
4* 72 °C 10's
5 Paso GOTO (IR A) 2, 44 veces mas

Nota*: Lectura de placa en paso 3y 4. Se detecta fluorescencia a 60 °C y 72 °C.

#ANMAT
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Protocol Editor - New - R
File Settings Tools ?
H] .'% Insert Step Sample Volume pl | Est. Run Time 01:26:00
1 2 3 4 5
%Bo C %0 C
1500 003 20 C
2 :
] = T
0
2
44
1950  C for 15:00
2] Insert step = 7 %0 T for W
3 00 C for 000
Ingert Gradient + Plate Read
4 720 Cfor 000
+ Plate Read
= 5 GOTOZ .44 rnare times
I@ Insert Melt Curve I ERD
[io/]
@ Delete Step

Fig. 2. Protocol Editor (Editor de protocolos)

3) Haga clic en el cuadro situado junto a Sample Volume (Volumen de muestra) para

introducir directamente 20 pL.

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

(Configuracién de la ejecucion).

34

Run Setup =]
Protocol |[E£3) Plate | mf» Start Run
Eoess Load
l 2
Selected Protocol
FEV\EW
Est, Run Time: 01:26:00 (96 Wells-2&ll Channels) Sample Yolume: 20ul
1 2 3 4 5 o
950 C 950 C
500 0:03
20 C
GO0 C 00 G E
B[] = g
= o}
) :
Fig. 3. Run Setup (Configuracion de la ejecucién): Protocol (Protocolo)
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@ Seegene
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B. Plate Setup (Configuracion de la placa)

1) En la ficha Plate (Placa) de Run Setup (Configuraciéon de la ejecucion), haga clic en
Create New (Crear nuevo) para abrir la ventana Plate Editor (Editor de placas).

Run Setup =]
Protocal | (E23 Pbt*\u& Start Run |
Express Lo
[QuickF‘Iate_SB wells_all Channels, pltd v]
Selected Plate
QuickPlate_96 wells_All Channels.pltd Edit Selected, .,
Preview
Fluorophores: F&M, HEX, Texas Red, Cvh, Quasar 705 Plate Tupe: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 & 7 a | 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
(= 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 Unk Unk Unk
F Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
[ <<Prev | [ Mext>> |
Fig. 4. Plate Editor (Editor de placas)
2) Haga clic en Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos) para indicar los
fluorocromos (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670) que se usaran y haga clic en OK
(Aceptar).
Plate Editor - New B =
File Settings Tools
H .'% Zoom 100% ~ | f@l Scan Mode '-= well Groups ... | P g} Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 f 7 g i 10 1 12 Im Select Fluorophores |, ]
& Select Flucrophores M
Sanst e
B Channel Fluarophare sSelected Calar
: E— Py —
-\ =
D 2 HEX v I
e r I
; cal oot 34 T\ — T
e [E—
F -
g O
s Ters e C ‘
aredon ¥y
; : -\ — =
Ouuasar 670 - ﬁu Experiment Settings, .,
5 Quasar 705 r \_ m Clear Replicate #
(G IR
Plate Type : BR Clear

Fig. 5. Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos) (FAM, HEX, Cal Red 610y

Quasar 670)
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

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

- Unknown (Desconocido): muestras clinicas

- Negative Control (Control negativo)

- Positive Control (Control positivo)

4) Haga clic en las casillas correspondientes (FAM, HEX, Cal Red 610 y Quasar 670) para

especificar los fluorocromos que se detectaran en los pocillos seleccionados.
5) Escriba el Sample Name (Nombre de la muestra) y pulse la tecla Entrar.
6) En Settings (Configuraciéon) del mena principal Plate Editor (Editor de placas), elija

Plate Size (96 wells) (Tamafio de placa [96 pocillos]) y Plate Type (BR White) (Tipo de
placa [blanco BR]).

Plate Editor - Test.pltd [m] x
File Editing Tools ?
[E'] E Plate Size * Bl Channels v | (S Well Groups... | Trace Styles... | =3 Spreadsheet View/importer @ Plate Loading Guide
Plate Type 3
Number Convention 3 BR Cl B 7 g E] 10 12 =
e " = @ Select Fluoraphares. .
Units. 4 [FAV FAM FAMN FAM

B e | Sample Typs  lnknown
Unk Unk Unk Unk Unk
FAM FAM FAM FAM FAM FAM Load et Nesie
i ?’: 0 o Fébd <nonex ~
HEX <nonex ~
€ Cal Red 610 [<none> -

op

D Load Sample Name

o O _<nnne> ~
E o Load Feplicate #

[ O : 5

Replicate Series

of

‘a‘éﬁﬂ Experiment Settings...

Clear Replicate #

4
(] Cloar Wells

of

fe1%)

Wiew

Plate Type: BR White  '52mole [ Well Group [ Biological Set [ Well Note oIS Hancel

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

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

8) Volvera a la ventana Run Setup (Configuracion de la ejecucion).
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Run Setup

Pratacal Plate wf» Start Run

Select Existing..,

Selected Plate
Test,pltd
Preview
Fluorophaoras:

Fah, HEX, Cal Red 610, Quasar 570

Plate Type: BR White

o

Express Load

|< E

Edit Selected,,,

Scan Mode: &ll Channels

1

2 3
Unk Unk

& Unk “

B Unk Il Unk Il Unk
© Unk Il Unk Il Unk
D Unk II Unk II Unk
= Unk Il Unk Il Unk
F Unk II Unk II Unk
] Unk Il Unk Il Unk
H Unk II Unk II Unk

8

ra

11

| << Prev

| Mexty> |

Fig. 7. Run Setup (Configuracién de la ejecucién): Plate (Placa)

9) Haga clic en Next (Siguiente) para ir a Start Run (Iniciar ejecucion).

C. Start Run (Iniciar ejecucion)

1) En la ficha Start Run (Iniciar ejecucién) de Run Setup (Configuracion de la ejecucion),

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

Run Setup

[[ae] Protocol | (i3 Plate| #B> Start Run

g

Run Information
Protocol:  PCR protocel prol.
Plate:  PCR plate file phd
Motes:

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

Block Name o Type Fun Status Sample Volume 1D/Bar Code
| |
[v] [ERT0OTED ] osFx 20
] Select Al Blocks
| & Flash Block Indicator | (£  Open Lid | [£a ClenK |
-
[ <<Prav ]

Fig. 8. Close Lid (Cerrar tapa)
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

2) Haga clic en Start Run (Iniciar ejecucién).
3) Almacene el archivo de la ejecucién en My Documents (Mis documentos) o0 en una carpeta
especifica. Introduzca el nombre del archivo, haga clic en SAVE (GUARDAR) y, a continuacion,

se iniciara la ejecucion.

2.2. Data Analysis (Andlisis de datos)

A. Cree carpetas para la exportacion de datos

1) Para guardar datos de todos los pasos de deteccion de las curvas de amplificacion desde el
archivo de resultados, cree una carpeta.

2) El nombre de la carpeta puede ser el que desee el usuario (para la funcion “Seegene
Export” (Exportacion de Seegene), se crean automaticamente las carpetas “QuantStep3” y
“QuantStep4” para guardar los datos de cada curva de amplificaciéon en la carpeta creada por

el usuario).

B. Preconfiguracion de Data Analysis (Andlisis de datos) en CFX Manager™

1) Después de la prueba, haga clic en la ficha Quantification (Cuantificacion) para confirmar

los resultados de la curva de amplificacion.

.; Data Analysis - Allplex NG & DR Assay.perd - [m] X
File View Seftings Export Tools Plate Setup ~ | & Fluorophore v ‘ '?

Guantfication |7 Quantfication Data Met Cuve B8 Met Curve Data ] Gene Epression 28] End Poimt [ 12 Aleic Discimination #8F Custom Data View [ G€ I Run infomation

Amplification

3000

No wells designated as Sample Type standard.
2500 Lo

2000

RFU

1500

1000 I

Cycles [ Log Scale

FAM [ HEX [ Cal Red 610 Quasar 670 Step Number: (3 |
1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 1 12 Wel ¢ Fuor & Target &/ Contert &| Sample &| Cq &
] [ S
E02 HEX Unkn 36.55
- [N = ] AN - s
c Fo1 HEX Unikn 35,60
D F02 HEX Unkn 3707
F03 HEX Unkn 4065
= GD1 HEX Unkn 3546
F G0z HEX Unkn 36,83
GD3 HEX Unkn 4137
c . I L i i wss
« ROl e b e

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

Fig. 9. Amplification curve results (Resultados de la curva de amplificacién)
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2) Seleccione No Baseline Subtraction (Sin resta de linea de base) en Baseline Setting

(Configuracion de lalinea de base) en el menu Settings (Configuracion).

é Data Analysis - Allplex NG & DR Assay.pcrd

File  View

Quarifics

EEWlel Export  Tools

€q Determination Mode B Mt Curve Data

Plate Setup ~

m]

=

X

Fuooptos | 2

alill Gene Expression [c88] End Point Alleic Discrimination {? Custom Data View ac % Run Information

Mo Baseline Subtraction

Completed

['Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Sefting: No Baseline Subtraction

17 Analysis Mode Baseline Subtracted
sou0 | I cycles to Analyze.. Baseline Subtracted Curve Fit —
Apply Fluorescence Drift Correction D D LT SR
Baseline Threshold. -
5000
5 E Trace Styles
=
2000 Pgﬂ Plate Setup
Include All Excluded Wells
e v ey ——
Restore Default Window Layout S
o 40
Cycles [ Log Scale
[ FAM [ HEX [ CalRed610 [/ Quasar670 Step Number. |3 |
Wel O Fuor & Taget ¢ Coment ¢/ Sample O Cg
=} HEX Unkn N/&
| |E02 HEX Unkn N/A
N . (- i v
000 o o o e —
7F[B HEX Unkn NAA
o o] |-
_G[B HEX Unkn NAA
oni Jlunic |0 R U v
3 i

Fig. 10. No Baseline Subtraction (Sin resta de linea de base)

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

é Data Analysis - Allplex NG & DR Assay.pcrd

File View Settings Im Tools

Quartification Export Al Data Sheets  »

Plate Setup ~

m]

=

X

Fuooptos | 2

% Melt Curve Data Eg Gene Expression  [288] End Point Alelic Discrimination {? Custom Data View ac % Run Information

53 Custom Export..
s  Export to LIMS Folder...

6000

5000

RFU

4000

3000

No wells designated as Sample Type standard

[ FAM  [4 HEX [ CalRed 610 [/ Quasar670

Step Number. |3

2

Completed

['Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Sefting: No Baseline Subtraction

Wel O Fuor & Taget ¢ Coment ¢/ Sample O Cg

B0l HEX Unkn N/A
ez Hex Unkn /A
[eo3  Hex Unkn /A
| Fol  HEX Unkn 7
[Pz HEx Unkn WA
| lP03  HEx Unkn WA
N Unkn WA
| @02 HEX Unkn 7
|leos  Hex Unkn WA
[Ho1  HEx Unkn /A
[Ho2  Hex Unkn /A

Fig. 11. Seegene Export (Exportacién de Seegene)
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@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

4) Elija una ubicacion para guardar los datos y haga clic en OK (Aceptar).

& Data Analysis - Allplex NG & DR Assay.perd — m] x
File View Setings Export Tools € plate setup - | 5 | Fluorophore + | ?
Guarttication Guantification Data Melt Curve % Melt Curve Data Gene Bepression [288] End Point AMlelic Discrimination {'3? Custom Data View ac E Run Information
Amplification
soo0 Lo ERURUEOS UUREPNPR PO .
: ; = No wells designated as Sample Type standard
: | Browse For Folder X
5000 e S
2 : Select folder.
&
4000 4|
~ [ This PC @
000 > _J 3D Objects
> [ Desktop
K - - | > [£ Documents
Cyeles > b Downloads
> b Music
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 5 &) Pictures Step Number \3 v\
1 2 3 4 5 5 > B Videos A Target §| Content 9| Sample ] Ca ¢
o 3 3 3 9 4B
B || Make New Folder | [ox ]| concel & Ui WA
10 Unkn NiA
c Cal Red 61( Unkn NiA
z Cal Red 611 Unkn NiA
ADS  CalRed 610 Unkn N/A
E AD7  Cal Red 61C Unkn N/A
. AD8  Cal Red 61C Unkn N/A
A0 Cal Red 61C Unkn N/A
& A0 Cal Red 61C Unkn N/A
H A1l Cal Red 61C Pos Cd N/A
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Mo Baseline Subtraction

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

C. Configuracion de Data Analysis (Analisis de datos) en Seegene Viewer

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

Dx en Instrument (Instrumento).

@ seegere Viewsr - o x
e d [ption | welp
- strument o asmscovia
®) @ g > | AB7500 Fastox N
wild Control ’ 4875001205
Standard secting > oo
Nimbus/STARlet Settng » | v crwsox
o SGRT
path Setting
Export Fil & Save Foder Settings
Testit Profile
Z)

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

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

(PRODUCTO).

BB seegene Viewer — [m] x
File Edit Option Help
A (O @ (& (=) () (> E] ~| | PRODUCT & Seegene
Allplex NGO Assay - Ouantitation Ct Fesults, xlsx x |
@ el PLaTe o i WELL GR&PH o
1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12 FaM HEX Cal Red 610 Quasar 670
- 00000 0 2000
900000
‘900000
r 900000 21000 2 1000
E &
r900
r990 500 500
000 , ,
99O
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
@ negaive @) Postive () Invalid [ comsine Gycle (Graph 1) Gyele (Graph 2)
& APPLY RESULT o
Well Info Positive Find (]|, @ Vertical O Horizantal
] sampleNo Patientid  Well Name  Type FAM HEX Cal Red 610 Quasar6..  Auto Interpretation Comment
] A01 SAMPLE ~
0 BO1 SAMPLE
O col SAMPLE
] oot SAMPLE
O EO1 SAMPLE
] Fol SAMPLE
O GOl SAMPLE
] HO1 SAMPLE v
3.28.000
Fig. 14. Configuracion de Data Analysis (Andlisis de datos) en Seegene Viewer
3) Compruebe el resultado de cada pocillo.
Seegene Viewer - o x
File Edit Opticn Help
#) D)@ B =) (&) (> Hv  sperncarasy ®Seegene
Alple NGDR Assay - Quanftation Ct Fesultsdss X [ 13
@ e pate o WELL GRAPH o
1 2.3 ¢ 5 6 17 8 91011 12/ pAFM HER [ CelRed 810 £ Quaser 670
00000 cJc) ]
1000000 i /
t900000 el A 1500 /
' 000000 g A
000 ] /[
90900 \cnn; p 500
<000 0] : NE: o] ar NGl
000 ]
L] 0 20 30 40 q 0 20 30 4
@ ticosive @ Posisve (@) Invalid [ comine Cycte (Grapn 1) Cycle (Graph 2)
@APPLVRESLILT o
Wellnio Positve Find (1[0~ @ Verical O Horizortal
Fam HEX Cal Red 610 Quasar 670
[] Sample No Patient i Well Name Ty Auto Interpretation Comment
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Fig. 15. Resultado de la prueba en Seegene Viewer
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4) Criterios de validez de los resultados de control

a. Ejecucion del ensayo vélida

Para confirmar la validez de los experimentos, las ejecuciones de PCR deben ir acompafadas

de PC (control positivo) y NC (control negativo). Se determina que la ejecucion del ensayo es

valida cuando se cumplen todos los criterios siguientes:

Resultado de Seegene Viewer

Cal Red 610| Quasar670
I i
Contro A REACY (Cv) (Cv) Interpretacion
automatica
A2059G | C2611T | NG2 NG1 S91F IC
Control positivo <45 <45 <45 <45 <45 <45 Control positivo (+)
Control negativo N/A N/A N/A N/A N/A N/A Control negativo (-)

b. Ejecucién del ensayo no vélida

En caso de fallo de la validez, los resultados

ellos, y la reaccion de PCR debe repetirse.

42
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RESULTADOS

1. Informacién sobre analitos

Analito
Fluorocromo
FAM A2059G C2611T
(mutacién de rRNA 23S) (mutacion de rRNA 23S)
HEX Neisseria gonorrhoeae 2 Neisseria gonorrhoeae 1
(NG2) (NG1)
Cal Red 610 - S91F

(mutacion de la girasa A)

Quasar 670 Control interno
(1C)

2. Interpretacion de los resultados

Analito ‘ Valor de Ct ‘ Resultado
<45 Detectado (+)

Objetivo
N/A No detectado (-)
<45 Detectado (+)

IC
N/A No detectado (-)
HF=2026-51834055-APN-INPM#ZANMAT
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Resultado objetivo

Resultado N
Mutacién de rRNA 23S* o de IC automatica
mutacion de girasa A**
+ + + NG y mutacién objetivo detectados
+ + - NG detectado
- + +
+ - + No valido?
+ + + NG y mutacion objetivo detectados?
NG detectado?
+ + - Se debe repetir la prueba para confirmar la

mutacion objetivo.

+ - + No vélido?

B + Acido nucleico objetivo, no detectado?

Se debe repetir la prueba para confirmar
NG objetivo.

- - Acido nucleico objetivo, no detectado

No valido®
- Los resultados indican que hay inhibidores

presentes o que no se ha llevado a cabo

+ - correctamente la recogida de muestras
primarias o algun proceso (por ejemplo, no
se ha afadido IC exdgeno).

- Repita la prueba desde la extraccion de
acido nucleico con otra parte alicuota de la
- - muestra primaria original.

- Si obtiene el mismo resultado con el acido
nucleico que ha diluido, vuelva a recoger

las muestras.

* Entre las mutaciones de rRNA 23S se incluyen A2059G y C2611T.

** | a mutacion de la girasa A incluye S91F.

1) Se debe repetir la prueba con el DNA original. Si se obtiene el mismo resultado, consulte los resultados
de otros métodos de diagndstico.

2) Un nivel elevado de acidos nucleicos objetivo puede causar interferencia en la deteccién y la lectura del
control interno. Una sefial de IC no valida no indica que los resultados positivos de los objetivos no son
validos.

3) Consulte “SOLUCION DE PROBLEMAS’ para ver instrucciones detalladas (pagina 46).
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3. Aplicacién a muestras clinicas

Muestra 1
4000 |
14000 ]
3000 ] 30007 NG
) s )
w w
T 5000 ] 2000
1000 ] 1000 ]
0405 0] 405 NG1
0 10 20 30 40 ] 0 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)
Muestra 2
5000 4000 ]
4000 3000 ]
23000 4 T
x 2000 4
2000
1000 ] 1000 ]
0]Fo 0]F0
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)
Muestra 3
5000 3
4000
23000
o
2000
1000]
01D05
0 10 2 30 4 0 10 20 30 £
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)
FAM HEX Cal Red 610 | Quasar 670
Interpretacion
LS automatica
A2059G Ct |C2611T| Ct NG2 Ct NG1 Ct S91F Ct IC Ct
1 - N/A - N/A + 25,71 + 27,36 - N/A + 24,41 NG
2 - N/A - N/A + 24,55 + 27,22 + 30,11 + 25,54 NG, S91F
3 - N/A + 25,10 + 21,60 + 23,93 + 27,21 + 24,17 NG, C2611T, S91F
He= - - = #ANMAT
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SOLUCION DE PROBLEMAS

Allplex™ NG & DR Assay

OBSERVACION

CAUSAS PROBABLES

SOLUCION

No hay sefial

Los fluorocromos para el
analisis de datos no
cumplen el protocolo

Seleccione los fluorocromos correctos para el

analisis de datos.

Configuracion incorrecta del
termociclador real-time

Compruebe las condiciones del ciclo térmico y
repita la prueba con la configuracion correcta.

Almacenamiento incorrecto
o caducidad vencida del kit
de prueba

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

Fallo de la extraccién de
acido nucleico

Si se afiadio el IC a la muestra primaria de manera
exogena antes de la extraccion, la ausencia de la
sefial de IC puede indicar pérdida de &cidos
nucleicos durante la extraccion. Asegurese de usar
el método de extraccién recomendado.

Si el problema se debe a los inhibidores, vuelva a
extraer la muestra primaria original o diluya la
muestra primaria con tampén salino (1/3-1/10) y, a
afiada ASTI
primaria diluida. ASTI IC(2) solo se debe usar con

continuacion, IC(2) a la muestra

muestras primarias de orina e hisopo anorrectal.

No hay sefial de
control interno

Error de muestreo o carga
elevada de 4cido nucleico
del patégeno

Si no se observa la sefial de patdégeno objetivo ni la
sefial de IC, vuelva a recoger muestras.

Si se observa una sefial de patégeno objetivo, pero
no el IC, es posible que la amplificacién del IC se
haya inhibido debido a un titulo elevado de
patégeno objetivo. Si desea confirmar la sefial de
IC, diluya la muestra primaria (1/3-1/10) en tampén
salino y repita la prueba desde el paso de

extraccion.

Presencia de inhibidor de
PCR

Diluya la muestra primaria (1/3-1/10) en tampon
salino y repita la prueba desde el paso de

extraccion.

Picos en cualquier
ciclo de lacurvade

amplificacion

Burbuja en el tubo de PCR

Centrifugue el tubo de PCR antes de la ejecucion.
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Allplex™ NG & DR Assay

OBSERVACION

CAUSAS PROBABLES

SOLUCION

Sefales putativas de
falso positivo u
objetivo observadas

en el control negativo

Contaminacion

Descontamine las superficies y los instrumentos
con hipoclorito de sodio y etanol. Use solo puntas
con filtro durante todo el procedimiento y cambie

las puntas entre tubos. Repita todo el

procedimiento desde la extraccion de &cido

nucleico con el nuevo conjunto de reactivos.

Sefiales putativas de
falso negativo o
ausencia de sefal
observadas en el

control positivo

Error en la recogida de las

muestras primarias

Compruebe el método de recogida de las muestras

primarias y recoja de nuevo la muestra primaria.

Almacenamiento incorrecto

de la muestra primaria

Recoja de nuevo la muestra primaria y repita todo
el procedimiento. Aseglrese de que la muestra

primaria se almacene como se recomienda.

Error en la extraccion de

acido nucleico

Compruebe el procedimiento de extraccion de
acido nucleico y la concentracion de acido nucleico

y vuelva a extraer el acido nucleico.

Error en la adicion de acido
nucleico a los tubos de PCR

correspondientes

Compruebe los nimeros de muestra de los tubos
que contienen acido nucleico, asegurese de afiadir
acido nucleico a los tubos de PCR correctos y

repita con cuidado la prueba si es necesario.

Diluya la muestra primaria (1/3-1/10) en tampodn

Presencia de inhibidor salino y repita la prueba desde el paso de
extraccion.
Confirme que se hayan afadido todos los

Mezcla de PCR incorrecta

componentes a la mezcla de RT-PCR (la

sensibilidad se pone en riesgo con la premezcla

precompuesta). Todos los reactivos deben

homogeneizarse y centrifugarse antes de usarse.
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RENDIMIENTO

1. Especificidad
La elevada especificidad de Allplex™ NG & DR Assay la garantizan los oligonucleétidos
disefiados especificamente para los objetivos de interés en las condiciones de reaccion
establecidas. Se probd la reactividad cruzada de Allplex™ NG & DR Assay con 148
patégenos diferentes, y solo se identificaron deteccion y amplificacion de PCR en los objetivos
especificados, si bien el resultado se probé mediante analisis de secuenciacion.

N.° cepa
Organismo Origen Resultado t
aislada
1 Neisseria gonorrhoeae ZMC 801482 NG detectado
2 Neisseria gonorrhoeae ATCC 19424 NG detectado
3 Neisseria gonorrhoeae ATCC 700825 NG detectado
4 Neisseria gonorrhoeae ATCC 31426 NG detectado
5 Neisseria gonorrhoeae ATCC 43069 NG detectado
6 Neisseria gonorrhoeae ATCC 43070 NG detectado
7 Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 NG detectado
8 Neisseria gonorrhoeae ATCC 49981 NG detectado
9 Neisseria gonorrhoeae? NCTC 13798 NG y S91F detectados
10 Neisseria gonorrhoeae? NCTC 13800 NG y S91F detectados
NGy C2611T
11 Neisseria gonorrhoeae*? NCTC 13817
detectados
NG, A2059G y S91F
12 Neisseria gonorrhoeae®® NCTC 13818
detectados
13 Neisseria gonorrhoeae! NCTC 13821 NG y S91F detectados
14 Acinetobacter baumannii KCCM 35453 No detectado
15 Acinetobacter schindleri KCTC 12409 No detectado
16 Acinetobacter ursingii KCTC 12410 No detectado
17 Adenovirus 40 ATCC VR-931 No detectado
18 Arcanobacterium haemolyticum ATCC 9345 No detectado
19 Atopobium parvulum KCOM 1530 No detectado
20 Atopobium vaginae KCTC 15240 No detectado
21 Bacteroides caccae ATCC 43185 No detectado
22 Bacteroides fragilis KCTC 5013 No detectado
23 Bacteroides ovatus KCTC 5827 No detectado
24 Bacteroides vulgatus ATCC 8482 No detectado
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N.° cepa
Organismo Resultado t
aislada
25 Bacteroides xylanisolvens KCTC 15192 No detectado
26 Bifidobacterium adolescentis KCTC 3216 No detectado
27 Bifidobacterium longum KCTC 3421 No detectado
28 Bifidobacterium minimum KCTC 3273 No detectado
29 Campylobacter rectus KCTC 5636 No detectado
30 Candida albicans ATCC 10231D-5 No detectado
31 Candida dubliniensis KCTC 17427 No detectado
32 Candida glabrata KCCM 50044 No detectado
33 Candida krusei KCCM 11426 No detectado
34 Candida lusitaniae KCCM 50541 No detectado
35 Candida metapsilosis ATCC 96144D No detectado
36 Candida orthopsilosis ATCC 96139 No detectado
37 Candida parapsilosis KCTC 7653 No detectado
38 Candida tropicalis ATCC 66029D No detectado
39 Chlamydia trachomatis ZMC 804390 No detectado
40 Chlamydophila pneumoniae ATCC VR-1310 No detectado
41 Chlamydophila psittaci Vircell MBCO013 No detectado
42 Citrobacter freundii KCCM 11931 No detectado
43 Clostridium difficile (Toxin A+ / B+) NCTC 11209 No detectado
a4 Clostridium perfringens KCTC 3269 No detectado
45 Corynebacterium diphtheria KCTC 3075 No detectado
46 Cytomegalovirus (CMV) NIBSC 09/162 No detectado
a7 Enterobacter aerogenes KCCM 12177 No detectado
48 Enterobacter cloacae KCTC 2361 No detectado
49 Enterococcus avium ATCC 14025 No detectado
50 Enterococcus faecalis KCTC 3206 No detectado
51 Enterococcus faecium ATCC 51559 No detectado
52 Enterovirus 70 ATCC VR-836 No detectado
53 Epstein Barr Virus ATCC VR-1492 No detectado
54 Escherichia coli ATCC 25922 No detectado
55 Fusobacterium necrophorum KCOM 1657 No detectado
56 Gardnerella vaginalis KCTC 5097 No detectado
57 Haemophilus ducreyi ATCC 700724D-5 No detectado
HE= = - =
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N.° cepa
Organismo Resultado t
aislada

58 Haemophilus influenza KCCM 42099 No detectado
59 Helicobacter pylori ZMC 804383 No detectado
60 Hepatitis A virus (HAV) ATCC VR-1541 No detectado
61 Hepatitis B virus (HBV) ATCC VR-3232SD No detectado
62 Hepatitis C virus (HCV) ATCC VR-3233SD No detectado
63 Human herpesvirus 1 ATCC VR-260 No detectado
64 Human herpesvirus 2 ATCC VR-734 No detectado
65 Human herpesvirus 3 ATCC VR-1367 No detectado
66 Human Papilloma Virus 16 KCLB 30035 No detectado
67 Human Papilloma Virus 16 KCLB 21550 No detectado
68 Human Papilloma Virus 18 KCLB 10002 No detectado
69 Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 No detectado
70 Lactobacillus acidophilus KCTC 3140 No detectado
71 Lactobacillus amylovorus KCTC 3179 No detectado
72 Lactobacillus brevis KCTC 3498 No detectado
73 Lactobacillus casei KCTC 3260 No detectado
74 Lactobacillus crispatus KCTC 5054 No detectado
75 Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii KCTC 13730 No detectado
76 Lactobacillus fermentum KCTC 3112 No detectado
77 Lactobacillus gallinarum KCTC 5048 No detectado
78 Lactobacillus gasseri KCTC 3163 No detectado
79 Lactobacillus helveticus KCTC 15060 No detectado
80 Lactobacillus iners CCARM 123 No detectado
81 Lactobacillus intestinalis KCTC 5052 No detectado
82 Lactobacillus jensenii KCTC 5194 No detectado
83 Lactobacillus johnsonii KCTC 3801 No detectado
84 Lactobacillus kefiranofaciens KCTC 5075 No detectado
85 Lactobacillus oris KCCM 40993 No detectado
86 Lactobacillus parabuchneri KCTC 3503 No detectado
87 Lactobacillus pentosus KCTC 3120 No detectado
88 Lactobacillus plantarum ATCC 700934 No detectado
89 Lactobacillus reuteri KCTC 3679 No detectado
90 Lactobacillus rhamnosus KCCM 32405 No detectado
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Organismo

N.° cepa
Resultado t
aislada

91 Lactobacillus salivarius KCTC 3600 No detectado
92 Lactobacillus sanfranciscensis KACC 12431 No detectado
93 Lactobacillus ultunensis KCTC 5857 No detectado
94 Lactobacillus vaginalis KCTC 3515 No detectado
95 Mobiluncus curtisii ATCC 35241 No detectado
96 Mobiluncus mulieris ATCC 35243 No detectado
97 Moraxella catarrhalis KCCM 42706 No detectado
98 Mycoplasma arginini ATCC 23838 No detectado
99 Mycoplasma felis Cole et al. ATCC 23391 No detectado
100 Mycoplasma genitalium ATCC 49895 No detectado
101 Mycoplasma hominis ZMC 804011 No detectado
102 Mycoplasma iowae Jordan et al. ATCC 33552 No detectado
103 Mycoplasma leonicaptivi Hill ATCC 49890 No detectado
104 Mycoplasma pneumoniae ATCC 15531 No detectado
105 Mycoplasma pulmonis ATCC 19612 No detectado
106 Mycoplasma spumans ATCC 19526 No detectado
107 Neisseria cinerea ATCC 14685 No detectado
108 Neisseria elongata ZMC 801510 No detectado
109 Neisseria flavescens ATCC 13120 No detectado
110 Neisseria lactamica ZMC 801752 No detectado
111 Neisseria lactamica Saehyun-tech 0405L No detectado
112 Neisseria lactamica Saehyun-tech 0646L No detectado
113 Neisseria meningitidis KCCM 41562 No detectado
114 Neisseria meningitidis Saehyun-tech 0453L No detectado
115 Neisseria meningitidis Saehyun-tech 0454L No detectado
116 Neisseria meningitidis Saehyun-tech 0404L No detectado
117 Neisseria mucosa ATCC 19696 No detectado
118 Neisseria mucosa Saehyun-tech 0131L No detectado
119 Neisseria perflava ATCC 14799D-5 No detectado
120 Neisseria polysaccharea ZMC 804030 No detectado
121 Neisseria sicca ZMC 801754 No detectado
122 Neisseria sicca Saehyun-tech 0464L No detectado
123 Neisseria sicca Saehyun-tech 0406L No detectado
HE= = - =
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N.° cepa
Organismo Resultado t
aislada

124 Neisseria subflava ZMC 804298 No detectado
125 Norovirus Gl 17 ZMC 810087 No detectado
126 Peptostreptococcus micros KCTC 15021 No detectado
127 Prevotella bivia KCTC 5454 No detectado
128 Prevotella buccalis KCTC 5496 No detectado
129 Prevotella disiens KCTC 5499 No detectado
130 Prevotella intermedia KCTC 5692 No detectado
131 Prevotella melaninogenica KCTC 5457 No detectado
132 Proteus mirabilis ATCC 12453 No detectado
133 Pseudomonas aeruginosa KCOM 1182 No detectado
134 Saccharomyces cerevisiae KCCM 50511 No detectado
135 Salmonella enteritidis CCARM 8570 No detectado
136 Salmonella typhimurium CCARM 270 No detectado
137 Serratia marcescens KCTC 2801 No detectado
138 Staphylococcus aureus KCOM 1335 No detectado
139 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 No detectado
140 Streptococcus agalactiae ATCC BAA-611D-5 No detectado
141 Streptococcus pneumoniae ATCC BAA-255D No detectado
142 Streptococcus pyogenes ATCC 19615 No detectado
143 Treponema pallidum ATCC BAA-2642SD No detectado
144 Trichomonas vaginalis ZMC 801805 No detectado
145 Trichomonas tenax ATCC 30207 No detectado
146 Ureaplasma parvum ATCC 700970 No detectado
147 Ureaplasma urealyticum ATCC 33699 No detectado
148 Vibrio parahaemolyticus KCTC 2471 No detectado

T Para demostrar la disponibilidad de los resultados, el experimento se repitié tres veces.

1) Resistencia de Neisseria gonorrhoeae a los medicamentos identificada mediante el método de
secuenciacion de PCR/Sanger usado internamente.

2) Neisseria gonorrhoeae WHO U (Suecia, 2011) poseia la mutacion C2611T en el gen rRNA 23S.

3) Neisseria gonorrhoeae WHO V (Suecia, 2012) poseia la mutacion A2059G en el gen rRNA 23S

y la mutacion S91F en el gen gyrA.

4) Neisseria gonorrhoeae WHO Y (F89, Francia, 2010) poseia la mutacion S91F en el gen gyrA.

¥ ATCC: American Type Culture Collection
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ZMC: ZeptoMetrix Corporation

CCARM : Culture Collection of Antimicrobial Resistant Microbes
KACC : Korean Agricultural Culture Collection

KCTC: Korean Collection for Type Culture

KCCM: Korean Culture Center of Microorganisms

KCLB: Korean Cell Line Bank

KCOM : Korea Collection for Oral Microbiology

NCTC : National Collection of Type Cultures

Advanced: Advanced Biotechnologies Inc.

NIBSC : National Institute for Biological Standards and Control
Vircell

Saehyun-tech

2. Sensibilidad

La sensibilidad se define como la concentracion mas baja de organismo que se puede detectar
de manera coherente (= 95% de resultados positivos entre todas las muestras analizadas). La
sensibilidad de Allplex™ NG & DR Assay se ha estimado mediante un analisis de probit con
diluciones en serie de organismos estandar cuantificados y DNA sintéticos. Ademas, la
sensibilidad de Neisseria gonorrhoeae se ha determinado con acidos nucleicos extraidos y
cuantificados como copias gendmicas/reaccion. El limite de deteccién declarado de los

objetivos de Allplex™ NG & DR Assay se muestra en la tabla siguiente.

Organismo estandar o DNAs sintéticos DNA gendmico
Analito Limite de deteccion
Origen Limite de deteccién (copias
gendmicas/reaccion)
Neisseria gonorrhoeae | ZeptoMetrix 0801482 2,10 x 10* CFU/mL 20

A2059G 3,57 x 10* copias/rxn -
C2611T DNA sintético 1,33 x 102 copias/rxn -
S91F 6,07 x 10! copias/rxn -

3. Reproducibilidad

Las pruebas de reproducibilidad de 12 analitos simulados se prepararon con muestras muy
negativas (0,1X LoD), débilmente positivas (1X LoD) y moderadamente positivas (3X LoD) en
tres centros diferentes. En cada centro de andlisis se realizaron pruebas durante cinco dias,
con dos ejecuciones al dia a cargo de dos operadores distintos y tres analisis de cada objetivo.
Se analizé con un Unico lote de Allplex™ NG & DR Assay en tres centros y con tres lotes en

otro centro.
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Se observaron las tasas de positivos de cada analito para el estudio de reproducibilidad:

100,00% para muestras moderadamente positivas, 100,00% para muestras débilmente

positivas y = 13,33% para muestras muy negativas.

La reproducibilidad de Allplex™ NG & DR Assay se evalud entre diferentes centros, lotes de

producto y experimentadores. Los resultados fueron acordes a los criterios, lo que confirma la
reproducibilidad de Allplex™ NG & DR Assay.

4. Sustancias interferentes

Esta prueba se realizd con 15 sustancias interferentes para confirmar el rendimiento de

Allplex™ NG & DR Assay en presencia de posibles sustancias interferentes. No se observé

efecto alguno en el resultado al afiadir las sustancias: ni deteccion no especifica ni inhibicién de

la amplificacion del objetivo. De acuerdo con la prueba realizada, ninguna de las 15 sustancias

interferentes afecta a los resultados de Allplex™ NG & DR Assay.

Sustancias interferentes

Concentracion de

prueba
1 Metronidazole 701 pmol/L
2 Amoxicillin 206 pmol/L
3 Bilirubin 257 umol/L
4 Hemoglobin (humana) 200 g/L
5 Progesterone 20 ng/mL
6 Beta Estradiol 4,41 nmol/L
7 Acetylsalicylic Acid (aspirina) 3,62 mmol/L
8 Glucose 12,2 mmol/L
9 Albumin (de suero humano) 52 g/L
10 Mucin 3 mg/mL
11 Supositorios/tratamiento hemorroidal 5% wiv
12 Heces 1% wiv
13 Antitusivo 5% viv
14 Pasta de dientes 5% viv
15 Enjuague bucal 5% viv
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5. Resultados clinicos

En esta actuacién clinica se incluyeron un total de 482 muestras primarias (293 muestras
clinicas y 189 muestras artificiales). Los resultados clinicos de Allplex™ NG & DR Assay se
compararon con los resultados de ensayos de referencia, ensayos real-time PCR con marca
CE para detectar NG y secuenciacién de Sanger. El resultado ha mostrado mas del 95% de
porcentaje de concordancia positivo (PPA) y el 95% de porcentaje de concordancia negativo
(NPA). Por lo tanto, se confirma que la calidad de Allplex™ NG & DR Assay es vélida. Los

resultados se resumen en la tabla.

Grupo de estudio 1: muestras primarias clinicas de NGy S91F

(1) Hisopo genital (n = 29)

NG Comparador aprobado por CE-IVD
Positivo Negativo Total
Positivo 19 0 19
Allplex™ NG & DR X
Negativo 0 10 10
Assay
Total 19 10 29

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 82,35% a 100,00%)

- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 69,15% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 88,06% a 100,00%)

- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

Andlisis de secuenciacién
S91F
Positivo Negativo Total
Positivo 18 0 18
Allplex™ NG & DR
Negativo 0 11 11
Assay
Total 18 11 29

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 81,47% a 100,00%)
- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 71,51% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 88,06% a 100,00%)
- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)
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(2) Orina (n = 56)

NG Comparador aprobado por CE-IVD
Positivo Negativo Total
Positivo 32 0 32
Allplex™ NG & DR X
Negativo 0 24 24
Assay
Total 32 24 56

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 89,11% a 100,00%)
- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 83,75% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 93,62% a 100,00%)
- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

Andlisis de secuenciacion
S91F
Positivo Negativo Total
Positivo 23 0 23
Allplex™ NG & DR
Negativo 0 33 33
Assay
Total 23 33 56

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 85,18% a 100,00%)

- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 89,42% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 93,62% a 100,00%)

- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

(3) Hisopo anorrectal (n = 62)

NG Comparador aprobado por CE-IVD
Positivo Negativo Total
Positivo 41 0 41
Allplex™ NG & DR X
Negativo 1* 20 21
Assay
Total 42 20 62

* 1 muestra discordante (muestra n.° A51) se confirmé como negativa con andlisis de
secuenciacion.

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 97,62% (95% CI: 87,43% a 99,94%)

- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 98,39% (95% CI: 91,34% a 99,96%)

- Valor kappa: 0,964 (95% CI: 0,893 a 1,000)
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Analisis de secuenciacion
S91F
Positivo Negativo Total
Positivo 33 0 33
Allplex™ NG & DR X
Negativo 0 29 29
Assay
Total 33 29 62

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 89,42% a 100,00%)
- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 88,06% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 94,22% a 100,00%)
- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

(4) Hisopo orofaringeo (garganta) (n = 126)

® Centro clinico 1

NG Comparador aprobado por CE-IVD
Positivo Negativo Total
Positivo 14 0 14
Allplex™ NG & DR -
Negativo 0 20 20
Assay
Total 14 20 34

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 76,84% a 100,00%)

- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 89,72% a 100,00%)

- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

® Centro clinico 2

NG Comparador aprobado por CE-IVD
Positivo Negativo Total
Positivo 44 0 44
Allplex™ NG & DR X
Negativo 0 48 48
Assay
Total 44 48 92

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 91,96% a 100,00%)

- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 92,60% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 96,07% a 100,00%)

- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

#ANMAT

F-2026-51834059-APN-HNPM
57 07/2023 V1.05_(ES)

P&gina57 de 71



@ Seegene Allplex™ NG & DR Assay

Analisis de secuenciacion
S91F

Positivo Negativo Total

Positivo 51 0 51

Allplex™ NG & DR X
Negativo 0 75 75
Assay
Total 51 75 126

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 93,02% a 100,00%)
- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 95,20% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 97,11% a 100,00%)
- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

Grupo de estudio 2: muestras primarias artificiales de rRNA 23S A2059G y rRNA 23S
C2611T

(1) Hisopo genital (n = 49)

Andlisis de secuenciacién
A2059G
Positivo Negativo Total
Positivo 20 0 20
Allplex™ NG & DR
Negativo 0 29 29
Assay
Total 20 29 49

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)
- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 88,06% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 92,75% a 100,00%)
- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

Anadlisis de secuenciacion
C2611T
Positivo Negativo Total
Positivo 19 0 19
Allplex™ NG & DR
Negativo 0 30 30
Assay
Total 19 30 49

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 82,35% a 100,00%)
- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 88,43% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 92,75% a 100,00%)
- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)
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(2) Orina (n = 54)

Analisis de secuenciacion
A2059G
Positivo Negativo Total
Positivo 20 0 20
Allplex™ NG & DR X
Negativo 0 34 34
Assay
Total 20 34 54

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)
- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 89,72% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 93,40% a 100,00%)
- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

Andlisis de secuenciacion
C2611T
Positivo Negativo Total
Positivo 10 0 10
Allplex™ NG & DR
Negativo 0 44 44
Assay
Total 10 44 54

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 69,15% a 100,00%)
- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 91,96% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 93,40% a 100,00%)
- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

(3) Hisopo anorrectal (n = 60)

Anadlisis de secuenciacion
A2059G
Positivo Negativo Total
Positivo 20 0 20
Allplex™ NG & DR
Negativo 0 40 40
Assay
Total 20 40 60

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)
- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 91,19% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 94,04% a 100,00%)
- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)
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Analisis de secuenciacion
C2611T
Positivo Negativo Total
Positivo 20 0 20
Allplex™ NG & DR X
Negativo 0 40 40
Assay
Total 20 40 60

(4) Hisopo orofaringeo (garganta) (n = 60)

PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)
NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 91,19% a 100,00%)
OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 94,04% a 100,00%)
Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

Andlisis de secuenciacion
A2059G
Positivo Negativo Total
Positivo 20 0 20
Allplex™ NG & DR
Negativo 0 40 40
Assay
Total 20 40 60

PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)
NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 91,19% a 100,00%)
OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 94,04% a 100,00%)
Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

Anadlisis de secuenciacion
C2611T
Positivo Negativo Total
Positivo 20 0 20
Allplex™ NG & DR
Negativo 0 40 40
Assay
Total 20 40 60

PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)
NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 91,19% a 100,00%)
OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% ClI: 94,04% a 100,00%)
Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)
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Grupo de estudio 3: citologia liquida (LBC)

LBC (n = 60)
NG Comparador aprobado por CE-IVD
Positivo Negativo Total
Positivo 40 0 40
Allplex™ NG & DR X
Negativo 0 20 20
Assay
Total 40 20 60

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 91,19% a 100,00%)

- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 94,04% a 100,00%)

- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

Andlisis de secuenciacion
S91F
Positivo Negativo Total
Positivo 40 0 40
Allplex™ NG & DR
Negativo 0 20 20
Assay
Total 40 20 60

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 91,19% a 100,00%)

- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 94,04% a 100,00%)

- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

Anadlisis de secuenciacion
A2059G
Positivo Negativo Total
Positivo 20 0 20
Allplex™ NG & DR
Negativo 0 40 40
Assay
Total 20 40 60

- PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)

- NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 91,19% a 100,00%)
- OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 94,04% a 100,00%)

- Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)

#ANMAT

F-2026-51834059-APN-HNPM
61 07/2023 V1.05_(ES)

Pé&gina61 de 71



@ Seegene

Allplex™ NG & DR Assay

Analisis de secuenciacion
C2611T
Positivo Negativo Total
Positivo 20 0 20
Allplex™ NG & DR X
Negativo 0 40 40
Assay
Total 20 40 60

PPA (Porcentaje de acuerdo positivo): 100,00% (95% CI: 83,16% a 100,00%)
NPA (Porcentaje de acuerdo negativo): 100,00% (95% CI: 91,19% a 100,00%)
OPA (Porcentaje de acuerdo general): 100,00% (95% CI: 94,04% a 100,00%)
Valor kappa: 1,000 (95% CI: 1,000 a 1,000)
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CLAVE DE LOS SIMBOLOS

Clave de los simbolos usados en el manual y las etiquetas

Simbolo

Explicacion

Dispositivo sanitario de diagndstico in vitro

Cédigo de lote

Numero de catélogo

Fecha de caducidad

Limite maximo de temperatura

E%MEEE

Mezcla de oligonucleoétidos para amplificacion y deteccion

PREMIX Mezcla de deteccion o PCR Master Mix
WATER RNase-free Water
CONTROL| * Control positivo (PC)

CONTROL | IC Control interno (IC)

Consultar instrucciones de uso

Fabricante

gz@!

Fecha de fabricacién

EC |REP Representante autorizado en la Comunidad Europea

Precaucion

>

Contiene suficiente para <n> pruebas

UDI Identificador Unico del dispositivo
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Explicacion
Cédigo de barras de reaccién para sistema de extraccién
automatizada
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INFORMACION PARA PEDIDOS

N.° de cat. Producto Tamafio
Serie Allplex™
SD10368Z Allplex™ NG & DR Assay 25 rxns
SD10367X Allplex™ NG & DR Assay 100 rxns
SD10317Z Allplex™ CT/NG/MG/TV Assay 25 rxn
SD9400Y Allplex™ CT/NG/MG/TV Assay 50 rxns
SD9400X Allplex™ CT/NG/MGI/TV Assay 100 rxns
SD10245z2 Allplex™ STI Essential Assay 25 rxn
SD9801Y Allplex™ STI Essential Assay 50 rxns
SD9801X Allplex™ STI Essential Assay 100 rxns
SD10318z Allplex™ STI Essential Assay Q(MH,UU) 25 rxn
SD10201Y Allplex™ STI Essential Assay Q(MH,UU) 50 rxns
SD10202X Allplex™ STI Essential Assay Q(MH,UU) 100 rxns
SD10177Z Allplex™ Genital ulcer Assay 25 rxns
SD9802Y Allplex™ Genital ulcer Assay 50 rxns
SD9802X Allplex™ Genital ulcer Assay 100 rxns
SD10178z2 Allplex™ Candidiasis Assay 25 rxns
SD9803Y Allplex™ Candidiasis Assay 50 rxns
SD9803X Allplex™ Candidiasis Assay 100 rxns
SD9804X Allplex™ Bacterial Vaginosis Assay 100 rxns
SD10159X Allplex™ Bacterial Vaginosis plus Assay 100 rxns
SD10319Z Allplex™ MG & AziR Assay 25 rxns
SD10169Y Allplex™ MG & AziR Assay 50 rxns
SD10170X Allplex™ MG & AziR Assay 100 rxns
SD10232z2 Allplex™ MG & MoxiR Assay 25 rxns
SD10233Y Allplex™ MG & MoxiR Assay 50 rxns
SD10234X Allplex™ MG & MoxiR Assay 100 rxns

Serie Anyplex™

SD7500X Anyplex™ |l STI-5 Detection 100 rxns

SD7500Y Anyplex™ |l STI-5 Detection 50 rxns

SD10323Z Anyplex™ | STI-7e Detection 25 rxns
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SD7701X Anyplex™ | STI-7e Detection 100 rxns
SD7701Y Anyplex™ | STI-7e Detection 50 rxns
SD7700X Anyplex™ |l STI-7 Detection (V1.1) 100 rxns
SD7700Y Anyplex™ |l STI-7 Detection (V1.1) 50 rxns
SD7200Y Anyplex™ CT/NG Real-time Detection (V3.1) 50 rxns*

* En el caso del sistema SmartCycler® Il, el nimero rxn se reduce de 50 rxn a 40 rxn. (50 rxns = 40 rxns)

Producto accesorio

SG1701 Ribo_spin vRD (Viral RNA/DNA Extraction Kit) 50 preps
Sistemas de extraccion automatizada
65415-02 Microlab NIMBUS VD EA
173000-075 Microlab STARIet IVD EA
65415-03 Seegene NIMBUS EA
67930-03 Seegene STARIet EA
SG71101 Seegene STARIet 96MPH EA
744300.4.UC384 STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit 384T / 1box
EX00013C STARMag 96 X 4 Viral DNA/RNA 200 C Kit 384T / 1box
EX00032P STARMag™ S96H Kit 48T / 1box
EX00033P STARMag™ S96H Kit 480T / 1box
EX00034P STARMag™ S96H Kit 96T / 1box
EX00035P STARMag™ S96H Kit 960T / 1box
EX00036P STARMag™ S96H N Kit 480T / 1box
EX00037P STARMag™ S96H N Kit 960T / 1box
SG71100 SEEPREP32 EA
EX00009P STARMag 96 ProPrep (Plate Type) 96T / 1box
EX00009T STARMag 96 ProPrep (Tube Type) 96T / 1box
EX00017P STARMag 96 ProPrep C (Plate Type) 96T / 1box
EX00017T STARMag 96 ProPrep C (Tube Type) 96T / 1box
M9600 Maelstrom™ 9600 EA
EX00029P STARMag™ M96 Kit 96T / 1box
EX00030P STARMag™ M96 Kit 960T / 1box
SG72100 AIOS EA
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ROTULQOS “Allplex™ NG & DR Assay”

Rotulo Externo: Allplex™ NG & DR Assay (SD10368Z2) x 25 determinaciones:

7
\IE}EES

Alipiex™ (€ [wo]

NG & DR Assay

Information of components included in kit
1 vial of NGDR MOM

1 vial of SEMX1

1 vial of NGDR PC

1 vial of ASTIIC (2)

1 vial of RNase-free Water
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Aliplex ™
NG & DR Assay
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-626-245
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Rétulos Internos
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Aliplax™
NG & DR Assay
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Rotulo Externo: Allplex™ NG & DR Assay (SD10367X) x 100 determinaciones:
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X
NG & DR Assay

Information of components included in kit
1 vial of NGDR MOM

1 vial of SEMX1

1 vial of NGDR PC

1 vial of ASTIIC(2)

1 vial of RNase-free Water

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

Seegene Inc.

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-626-245

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

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

www.seegene.com

IF-2026-51834059-APN-INPMZANMAT

Pagina70 de 71



Rétulos Internos
1) NGDR MOM
Allplax™
NG & DR Assay
| NGORMOM || smimen |

ol Soegone i FTE0 MY Proenecn (Vo
2) SEMX1
SEMX1

8 vvyras.oo 3004 A5
€8 P SF-XNNXX wIond
ol Seagens e m
3) NGDR PC

Aliplex™

NG & DR Assay

{ NGDRPC  }{controL] 4|

Ryvrr-mmod S0 b [ §Ger
E57 SO10347X PC-XXXX

ol Seagena inc. LECTREN MT Promeds TV
4) ASTI IC(2)
Aliplex™

|  AsSTIIC(2) 1 conrro [ xc]

Ryrvemmoo  100opl [Ty §Ew
B ASTHR)X 0C- XXX

5) RNase-free Water

| RNase-free Water || water

R wryr-wMoo  Iml A
3 rw o .
ol Seeqenn ]:m

IF-2026-51834059-APN-INPM#ANMAT

Pagina71de71



Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
Afio de la Grandeza Argentina

Hoja Adicional de Firmas
Anexo

Numero: 1F-2026-51834059-APN-INPM#ANMAT

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Martes 26 de Mayo de 2026

Referencia: Rotulos e instrucciones de uso -BIOSY STEMS S.A.

El documento fue importado por el sistema GEDO con un total de 71 pagina/s.
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