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El kit ResistancePlus® MG detecta simultaneamente M. genitalium y 5 mutaciones en las posiciones 2058 y 2059 del gen rRNA 23S
(numeracion de E. coli) que se asocian con la resistencia a la azitromicina (antibiotico macrolido). El kit ResistancePlus® MG es un
ensayo multiplex de PCR en tiempo real de 1 pocillo que consta de 3 lecturas. La lectura 1 indica la presencia o ausencia de M.
genitalium mediante la deteccion del gen MgPa; la lectura 2 indica la presencia de una mutacion A2058G, A2059G, A2058T, A2058C
0 2059C en el gen 23S rRNA,; la lectura 3 es un control interno para supervisar la eficacia de la extraccion y la inhibicion de la gPCR.
El kit ResistancePlus® MG utiliza PlexZyme® y PlexPrime® para ofrecer una capacidad superior de especificidad y multiplexado. El
ensayo ha sido validado con las muestras extraidas mediante el MagNA Pure 96 System (Roche), MICROLAB STARIet 1VD
(Hamilton), QIAsymphony® SP (QIAGEN), NUCLISENS® easyMAG® (Biomérieux) y la deteccion en tiempo real que proporciona
Roche LightCycler® 480 Instrument |1 (LC480 I1), cobas z 480 analyser (z480), los Applied Biosystems® 7500 Fast (7500 Fast), Applied
Biosystems® 7500 Fast Dx (7500 Fast Dx) y el Bio-Rad CFX96™ Dx (CFX96 Dx) y CFX96 Touch™ (CFX96 Touch) Real-time PCR
Detection Systems.

2 Uso previsto

El kit ResistancePlus® MG es una prueba diagndstica cualitativa multiplex in vitro de PCR en tiempo real para la identificacién del
M. genitalium y la deteccion de 5 mutaciones del gen 23S rRNA (A2058G, A2059G, A2058T, A2058C y A2059C, numeracion de
Escherichia coli) asociadas con la resistencia a la azitromicina (antibiético macrolido). El kit esta indicado para facilitar el diagnéstico
de M. genitalium y detecta las mutaciones asociadas con la resistencia a la azitromicina del M. genitalium, y debe utilizarse junto a
otra informacion clinica y de laboratorio.

El kit ResistancePlus® MG puede utilizarse con los siguientes tipos de muestra: muestras de orina de hombres y mujeres e hisopos
anales, rectales, cervicales, endocervicales, vaginales, uretrales, del pene, del meato urinario y faringeos, tanto de pacientes
sintomaticos como asintomaticos.

Los resultados negativos no excluyen las infecciones por M. genitalium, y tampoco proporcionan confirmacion sobre la sensibilidad
a la azitromicina, ya que pueden existir otros mecanismos del fracaso del tratamiento.

El kit ResistancePlus® MG esta indicado para utilizarse en un entorno profesional, por ejemplo en hospitales o laboratorios estatales
o de referencia. No esta destinado para el autodiagnéstico, uso doméstico o andlisis de diagnéstico inmediato.

3 Informacion de los patégenos

El M. genitalium es una pequefa bacteria que se encuentra en el tracto urogenital humano. El M. genitalium se ha asociado con una
serie de infecciones de transmision sexual (ITS). En hombres es la segunda causa mas comun de uretritis no gonocécica (UNG), y
también se asocia con la prostatitis, la epididimitis y la balanoposthitis, la inflamacion del glande del pene y del prepucio. En mujeres
se asocia con la cervicitis, la enfermedad inflamatoria pélvica (EIP), incluida la endometritis (inflamacion del revestimiento
endometrial) y la salpingitis (inflamacion de las trompas de falopio)®22,

Se recomienda usar azitromicina en el tratamiento del M. genitalium y para el control sindrémico de las ITS, como la UNG vy la
cervicitis. La azitromicina pertenece a la clase de antibidticos macrdlidos y actia uniéndose al gen 23S rRNA para inhibir la sintesis
de proteinas. Las mutaciones puntuales del gen 23S rRNA del M. genitalium, A2058G, A2059G, A2058T, A2058C y A2059C
(numeracion de E. coli) se han asociado con el fracaso del tratamiento o la resistencia in vitro a la azitromicina*®. Las mutaciones
mas comunes son las A2058G y A2059G, que constituyen el 89 % de las mutaciones de resistencia a macroélidos, tal como se ha
observado en un estudio reciente®.
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4 Contenido del kit
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Tabla 1. Contenido de los kits ResistancePlus® MG

Color del
tapon

Marrén

Blanco

Rojo

Neutro

. o Cat. n.° 20001L-01 Cat. n.° 2000125
Contenido Descripcién . .
(100 reacciones) (25 reacciones)
Plex Mastermix Mezcla maestra con los componentes
(Mezcla maestra Plex), necesarios para la qPCR, como dNTP, MgClz, 1x1mL 1x250 pL
2x ADN polimerasa y tampén
. Mezcla con oligonucleétidos” para la
'c\jﬁfn*/-lze‘sfzelg))( (%izcla amplificacion y deteccion del M. genitalium y 1 x 100 pL 1x25pL
’ mutaciones del gen 23S rRNA
Control Mix 1 (mezcla Mezcla con oligonucleétidos” para la
de control 1), 20x amplificacion y la deteccion del ensayo de 1x 100 pL 1x25puL
’ control interno para LC480 Il y z 480
Internal Control Cells Células de control interno con patrén de ADN
(células de control de control interno para determinar la eficacia 1 x 500 pL 1 x100 pL
interno)* de la extraccion y la amplificacion
Nucleas_e Free Water Agua para PCR 1x1mL 1x1mL
(Agua sin nucleasa)

# Almacene los tubos patron separados de las mezclas de oligonucledtidos, es decir, en la sala de manipulacion de patrones o acidos nucleicos.

A Los oligonuclectidos son parejas de cebadores de PCR (incluidos los cebadores PlexPrime®), enzimas PlexZyme® y sondas fluorescentes.

Color del
tapon

Tabla 2. Contenido de los kits ResistancePlus® MG sso

Marrén

Blanco

Rojo

Neutro

. L Cat. n.° 2000201 Cat. n.° 2000225
Contenido Descripcion . .
(100 reacciones) (25 reacciones)
Plex Mastermix Mezcla maestra con los componentes
(Mezcla maestra Plex), necesarios para la qPCR, como dNTP, MgClz, 1x1mL 1x250 pL
2x ADN polimerasa y tampén
) Mezcla con oligonucleétidos” para la
'c\jlleGI\J;lzeisngs:))( (gg)a(zcla amplificacion y deteccion del M. genitalium y 1 x 100 pL 1x25pL
’ mutaciones del gen 23S rRNA
) Mezcla con oligonucleétidos” para la
dcg’;gﬁ'tr'g'l";)z %fz"'a amplificacién y la deteccion del ensayo de 1 x 100 pL 1x25pL
’ control interno para 7500 Fasty 7500 Fast Dx
Internal Control Cells Células de control interno con patrén de ADN
(células de control de control interno para determinar la eficacia 1 x 500 pL 1 x100 pL
interno)* de la extraccion y la amplificacion
Nuclease Free Water
(Agua sin nucleasa) Agua para PCR 1x1mL 1x1mL

# Almacene los tubos patron separados de las mezclas de oligonucledtidos, es decir, en la sala de manipulacién de patrones o acidos nucleicos.

A Los oligonucledtidos son parejas de cebadores de PCR (incluidos los cebadores PlexPrime®), enzimas PlexZyme® y sondas fluorescentes.
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Tabla 3. Contenido de los kits ResistancePlus® MG g7s)

Color del . . Cat. n.° 2000301 Cat. n.° 2000325
p Contenido Descripcion . .
tapén (100 reacciones) (25 reacciones)
Plex Mastermix Mezcla maestra con los componentes
(Mezcla maestra Plex), | necesarios para la gPCR, como dNTP, MgClz, 1x1mL 1 x 250 pL

2X ADN polimerasa y tampén

Mezcla con oligonucleétidos” para la
amplificacion y deteccion del M. genitalium y 1 x 100 pL 1x25pL
mutaciones del gen 23S rRNA

MG+23S Mix (mezcla
de MG+23S), 20x

Mezcla con oligonucleétidos” para la

Control Mix 3 (Mezcla amplificacién y la deteccion del ensayo de
Blanco de control 3), 20x control interno para CFX96 Dx y CFX96 1x 100 pL Tx25uL
Touch
Internal Control Cells Células de control interno con patrén de ADN
(células de control de control interno para determinar la eficacia 1 x 500 pL 1 x100 pL
interno)* de la extraccion y la amplificacion
Neutro Nuclease Free Water Agua para PCR 1x1mL 1x1mL

(Agua sin nucleasa)

# Almacene los tubos patrén separados de las mezclas de oligonucleétidos, es decir, en la sala de manipulaciéon de patrones o acidos nucleicos.
A Los oligonucledtidos son parejas de cebadores de PCR (incluidos los cebadores PlexPrime®), enzimas PlexZyme® y sondas fluorescentes.

5 Transporte y almacenamiento

- Los componentes de los kits ResistancePlus® MG se envian en nieve carbdnica o paquetes de gel frio. Todos los componentes
deben conservarse entre -25 °C y -15 °C tras la recepcion. Se recomienda limitar a 15 los ciclos de congelacion/descongelacion.

- La eficacia de los kits se mantiene hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta si el kit se almacena en las condiciones
recomendadas y se manipula adecuadamente. No debe utilizarse con posterioridad a la fecha de caducidad.

- Los incidentes graves deben notificarse a SpeeDx en la siguiente direccién de correo: tech@speedx.com.au.

6 Advertencias y precauciones

6.1 General
- Solo para uso diagnostico in vitro.

- Lea atentamente estas instrucciones de uso antes de utilizar el producto. Siga detenidamente los procedimientos descritos para
garantizar la legibilidad de los resultados de la prueba. Cada vez que no siga los procedimientos, puede afectar a la eficacia de
la prueba.

- Se debe formar al usuario adecuadamente para utilizar el ensayo ResistancePlus® MG.

6.2 Laboratorio

- Se recomienda llevar a cabo la preparacion y extraccion de las muestras, la preparacion de las mezclas maestras, la adicion de
las muestras y el termociclado en espacios separados. Como minimo, lo ideal es que se sitie el instrumento de PCR en una
habitacion separada de las zonas en las que se preparen las reacciones.

- Se recomienda tomar las precauciones habituales de laboratorio. Al manipular los reactivos, lleve equipo de proteccién personal
adecuado, como guantes, proteccion ocular y bata de laboratorio.

- En las muestras clinicas puede haber organismos patdégenos. Todas las muestras biolégicas deben manipularse como si fuesen
potencialmente infecciosas, y se deben seguir los procedimientos de seguridad para manipular muestras quimicas y biolégicas
establecidos por la institucion.

- Siga los procedimientos para desechar los residuos peligrosos de su institucion para el correcto desechado de las muestras,
reactivos y demas materiales potencialmente contaminados.
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6.3 Manipulacién de las muestras

- Las muestras deben tomarse, transportarse y almacenarse siguiendo técnicas de laboratorio estandar, o conforme a las
instrucciones del kit de recogida.

6.4 Ensayo

- Las precauciones basicas para evitar la contaminacién de las reacciones de PCR incluyen el uso de puntas de pipeta con filtro
estériles, el uso de una punta de pipeta nueva para cada accion de pipeteo y la separacion del flujo de trabajo.

- Las pruebas de PCR son propensas a resultar contaminadas por productos de PCR anteriores. Nunca abra los vasos de reaccion
después de que acabe la PCR.

6.5 Precauciones de seguridad

- Hay disponibles fichas de datos de seguridad (FDS) si se solicitan. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas
informacion.

7 Productos asociados y consumibles

Material de control positivo

- Kit de control positivo ResistancePlus® MG (SpeeDx, n.° de cat. 95001)

Consumibles de laboratorio de uso general
- Guantes y batas de laboratorio limpias
- Agitadora vorticial
- Centrifuga de sobremesa para tubos de 0,5 mL y 1,5 mL
- Micropipetas
- Puntas de pipeta estériles resistentes a los aerosoles

- Tubos de 0,5 mL y tubos de 1,5 mL (para PCR)

Para el MagNA Pure 96 Instrument
- 1 Phosphate Buffered Saline (PBS) (Tampon fosfato salino, PBS)
- MagNA Pure 96 Internal Control Tube (Roche, cat. n.° 06374905001)
- MagNA Pure 96 DNA y Viral NA Small Volume Kit (Roche, cat. n.° 06543588001)
- MagNA Pure 96 DNA y Viral NA Large Volume Kit (Roche, cat. n.° 06374891001)
- MagNA Pure 96 System Fluid (externo) (Roche, cat. n.° 06640729001)
- MagNA Pure 96 Processing Cartridge (Roche, cat. n.° 06241603001)
- MagNA Pure 96 Pure tip 1000 uL (Roche, cat. n.° 6241620001)
- MagNA Pure 96 Output Plate (Roche, cat. n.° 06241611001)
- Papel de sellado MagNA Pure Sealing Foil (Roche, cat. n.° 06241638001)

Para el MICROLAB STARIet Instrument
- 1 Phosphate Buffered Saline (PBS) (Tampodn fosfato salino, PBS)
- STARMag 96 X 4 Universal Cartridge kit (384T) kit (Seegene, cat. n.° 744300.4.UC384)
- Tubos de 2,0 mL

Para el QIAsymphony® SP instrument

- 1 Phosphate Buffered Saline (PBS) (Tampon fosfato salino, PBS)

- Cartuchos de preparacion de muestras de 8 pocillos (Qiagen, cat. n.° 997002)
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- Fundas para 8 varillas (Qiagen, cat. n.° 997004)

- Puntas con filtro, 200 pL y 1500 pL (Qiagen, cat. n.° 990332 y 997024)
- Tubos de 2 mL (Sarstedt, cat. n.° 72.639 o0 72.694)

- Tubos de poliestireno de 14 mL (Corning, cat. n.° 352051)

- DSP Virus/Pathogen Mini Kit (QIAGEN, cat. n.° 937036)

Para el NucliSENS® easyMAG® instrument

- 1 Phosphate Buffered Saline (PBS) (Tampon fosfato salino, PBS)

- Tampon NucliSENS® easyMAG® Lysis Buffer 4X1L (Biomerieux, cat. n.° 280134)

- Tampon NucliSENS® easyMAG® Lysis Buffer 2ML 48T (Biomerieux, cat. n.° 200292)

- Silicio magnético NucliSENS® easyMAG® Magnetic Silica (Biomerieux, cat. n.° 280133)

- Tampon de extraccion NucliSENS® easyMAG® Extraction buffer 1 (Biomerieux, cat. n.° 280130)
- Tampon de extraccion NucliSENS® easyMAG® 2 (Biomerieux, cat. n.° 280131)

- Tampon de extraccion NucliSENS® easyMAG® 3 (Biomerieux, cat. n.° 280132)

- Desechables NucliSENS® easyMAG® Disposables (Biomerieux, cat. n.° 280135)

Para el LightCycler® 480 Instrument Il y cobas z 480 analyser
- Kit PlexPCR® Colour Compensation (CC) (SpeeDx, cat. n.° 90001)
- Placa LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 (Roche, cat. n.° 04729692001)
- Papel de sellado LightCycler® 480 Sealing Foil (Roche, cat. n.° 04729757001)

Para el Applied Biosystems® 7500 Fast y el 7500 Fast Dx
- Placas MicroAmp® Optical 96-well reaction plates (ThermoFisher Scientific, cat. n.° 4316813)
- Adhesivo MicroAmp® Optical Adhesive Film (ThermoFisher Scientific, cat. n.° 4360954)

Para el Bio-Rad CFX96™ Dx y el CFX96 Touch™ Real-time PCR Detection System
- Placas Multiplate™ 96-well PCR plates (Bio-Rad, cat. n.° MLP9601)
- Papel de sellado Microseal® 'B' PCR Plate Sealing Film, adhesive, optical (Bio-Rad, cat. n.° MSB1001)

Dispositivos de obtencion de muestras
- Kit de obtencién de muestras para multiples obtenciones (Abbott, n.° de cat. 9K12-01)
- Kit de obtencion de orina Aptima® (Hologic, n.° de cat. 301040)
- Kit de obtencién de muestras con hisopo unisex Aptima® (Hologic, n.° de cat. 301041)
- DeltaSwab VIiCUM® 2 mL + hisopo de nailon estandar (deltalab, n.° de cat. 304278)
- Vacumed® Urine sin conservante (FL medical, n.° de cat. 44950)
- FLOQSwab™ normal en 1 mL de medio UTM™ (Copan n.° de cat. 359C)
- Medio para PCR cobas® (Roche, n.° de cat. 06466281190)
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La PCR en tiempo real (QPCR) puede utilizarse para amplificar y detectar acidos nucleicos diana especificos de patégenos. PlexPCR®
es una tecnologia de gPCR que utiliza enzimas PlexZyme® que detectan el producto amplificado e informan de él mediante la
generacion de una sefal fluorescente (Figura 1). Cebadores PlexPrime® para la amplificacion especifica de secuencias de
mutaciones, junto a la deteccion de mutaciones especificas PlexZyme® (Figura 2).

Las enzimas PlexZyme® son complejos de ADN cataliticos compuestos por dos oligonucleétidos de ADN denominados «enzimas
parciales». Cada enzima parcial tiene una region especifica de diana, un nucleo catalitico y una regién de union de sonda universal.
Cuando el producto diana esta presente, las dos enzimas parciales se unen de forma adyacente para formar el PlexZyme® activo,
que tiene una actividad catalitica para descomponer una sonda etiquetada. La descomposicién separa los colorantes fluoréforos de
los de extincion, lo que produce una sefial fluorescente que puede determinarse en tiempo real. Las enzimas PlexZyme® tienen una
mayor especificidad que otras tecnologias de deteccion, ya que la unidén para la deteccion requiere que se unan dos enzimas
parciales. Las enzimas PlexZyme® son también enzimas de recambio multiple, y pueden descomponerse varias sondas durante cada
ciclo de PCR, lo cual produce una sefial fuerte y sensible. Los ensayos con PlexZyme® son altamente sensibles y especificos, y son
adecuados idealmente para la deteccion multiplex de patégenos.

Los cebadores PlexPrime® tienen tres regiones funcionales. La region larga 5' fija el cebador a una ubicacion determinada, y la region
corta 3' se dirige selectivamente a la extension desde la base mutante. Entre las regiones 5' y 3' hay una secuencia de insercién que
ejerce de estructura de unién e inserta la estructura independiente de la diana en el amplicdn resultante y aumenta la presion selectiva
de la region 3'. En un ensayo multiplex, cada cebador PlexPrime® se destina a una determinada base mutante e incorporaréd una
secuencia de insercion Unica, lo que produce secuencias del amplicon mutante diferenciadas. A diferencia de otras tecnologias de
deteccion basadas en sonda, la enzima PlexZyme® se puede solapar con el cebador PlexPrime® para dirigirse al amplicon mutante
especifico que contiene la base mutante y la secuencia de insercion incorporada. La combinacién Unica de los cebadores PlexPrime®
con las enzimas PlexZyme® permite la amplificacion especifica de secuencias de mutaciones y la deteccion sensible y especifica en
el ensayo multiplex.

Figura 1. Representacion esquematica de la deteccidn y sefializacién universal con PlexZyme®
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Figura 2. Representacion esquematica del cebador PlexPrime® junto con deteccién PlexZyme®. El cebador PlexPrime®
amplifica especificamente la secuencia de mutaciones, y las enzimas PlexZyme® detectan especificamente el amplicon.
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Nota: Los reactivos suministrados se indican en cursiva y a continuacion se incluye el color del capuchén del tubo entre paréntesis.

10.1  Muestras: recogida, transporte y almacenamiento

Las muestras de orina de hombres y mujeres e hisopos uretrales, anales, rectales, faringeos, del pene, del meato urinario, cervicales,
endocervicales y vaginales, tanto de pacientes sintomaticos como asintomaticos, deben recogerse, transportarse y almacenarse
siguiendo técnicas de laboratorio estandar, o conforme a las instrucciones del kit de recogida.

10.1.1 Dispositivos de obtencién de muestras validados

Una obtencién, conservacion y transporte de las muestras inadecuados o inapropiados es probable que generen resultados de
analisis falsos. Es muy recomendable realizar la formacion adecuada para la obtencidon de muestras, a fin de asegurar la calidad y
la estabilidad de las muestras.

A continuacion, se incluyen los dispositivos de obtencion de muestras que se han validado con el kit ResistancePlus® MG, junto
con una breve guia respecto a las instrucciones de obtencion, manejo y transporte del fabricante. Estas instrucciones no
reemplazan ni sustituyen a ninguna instruccion proporcionada por el fabricante. Consulte siempre las instrucciones de obtencion de
muestras del fabricante del dispositivo para conocer los métodos de obtencion adecuados.

Antes de poner en practica un método de obtencion, el personal debidamente formado debe asegurarse de que entiende bien el
dispositivo y el método. Como minimo, revise la descripcién de la prueba respecto a lo siguiente: indicacion del tipo de muestra,
volumen suficiente, procedimientos, materiales de obtencion necesarios, preparacion del paciente e instrucciones de manipulacion
y conservacion adecuadas.

10.1.2 Obtencidn, transporte y conservacién de orina sin diluir

1. Serecomienda el uso de un recipiente de obtencion de orina estéril y transparente, que no tenga conservantes ni medios
de transporte, para la obtencion por el propio paciente.

2. El paciente debe recoger 20-50 mL de orina de la primera miccion y volver a colocar o enroscar bien la tapa.

3. Se recomienda utilizar una bolsa doble para la muestra de orina con compresas absorbentes para el transporte. Las
temperaturas de conservacion de la muestra de orina dependen de la hora de procesamiento prevista.

10.1.3 Obtencidn, transporte y conservacién de un hisopo seco

Los hisopos secos pueden utilizarse para que el facultativo o el paciente obtengan diversas muestras. Debido a la variabilidad,
consulte el prospecto del fabricante para conocer los tipos de muestras y los métodos de obtencién adecuados.

10.1.4  Obtencioén, transporte y conservacion con el kit de obtencién de muestras para multiples obtenciones (Abbott, n.° de cat.
9K12-01

A continuacion, se resumen las instrucciones para la obtencion y el transporte de orina, hisopados vaginales e hisopados uretrales

masculinos con el kit de obtencién de muestras para multiples obtenciones (Abbott, n.° de cat. 9K12-01)

10.1.4.1 Obtencion, transporte y conservacién de muestras de orina
1.  El paciente no debe haber orinado durante, al menos, una hora antes de la obtencion de la muestra.

2. Deseche el hisopo de obtencién de muestras; no se necesita para la obtencion de muestras de orina.

3. Con un recipiente para la obtencién de muestras de orina, el paciente debe obtener los primeros 20 a 30 mL de orina
miccionada (la primera parte del chorro).

4. Desenrosque la tapa del tubo de transporte, teniendo cuidado de no verter el amortiguador para el transporte que
contiene.

5. Manipule con cuidado la tapa y el tubo para evitar la contaminacion.

6. Utilice la pipeta de transferencia de plastico para transferir la orina del recipiente de obtencion al tubo de transporte,
hasta que el nivel de liquido del tubo se encuentre dentro de la ventana de llenado de la etiqueta del tubo de transporte o,
de lo contrario, debera obtenerse una nueva muestra. No llene en exceso. Es posible que tenga que apretar ligeramente
mas de una vez la perilla de la pipeta de transferencia, para transferir el volumen necesario de la muestra de orina.

7. Vuelva a colocar con cuidado la tapa del tubo de transporte. Asegurese de que la tapa esté cerrada herméticamente.

8. Etiquete el tubo de transporte con la informacion de identificacion de la muestra, incluida la fecha de obtencién, con una
etiqueta adhesiva. Tenga cuidado de no tapar la ventana de llenado del tubo de transporte.

9. Tras la obtencién, transporte y conserve el tubo de transporte entre 2 °C y 30 °C durante un maximo de 14 dias. Si se
necesita una conservacién mas prolongada, conserve a -10 °C o una temperatura inferior durante un maximo de 90 dias.
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10.1.5

Obtencion, transporte y conservacion de muestras de hisopado vaginal
Deseche la pipeta de transferencia desechable; no se necesita para la obtencién de una muestra de hisopado vaginal.
Retire el hisopo estéril del envoltorio, teniendo cuidado de no tocar la punta del hisopo ni de apoyarlo en ninguna
superficie.
Inserte la punta blanca del hisopo de obtencién de muestras unos 5 cm en el orificio de la vagina.
Gire con suavidad el hisopo de 15 a 30 segundos sobre la pared de la vagina.
Retire con cuidado el hisopo.
Manipule con cuidado la tapa y el tubo para evitar la contaminacién.
Desenrosque la tapa del tubo de transporte y coloque de inmediato el hisopo de obtencién de muestras en el tubo de
transporte, de modo que la punta blanca quede hacia abajo.
Parta con cuidado el hisopo por la linea marcada del cuerpo; evite que salpique el contenido.
Vuelva a colocar la tapa del tubo de transporte. Asegurese de que la tapa esté cerrada herméticamente.
Etiquete el tubo de transporte con la informacién de identificacion de la muestra, incluida la fecha de obtencién, con una
etiqueta adhesiva.
Tras la obtencion, transporte y conserve el tubo de transporte entre 2 °C y 30 °C durante un maximo de 14 dias. Si se
necesita una conservacién mas prolongada, conserve a -10 °C o una temperatura inferior durante un maximo de 90 dias.

Obtencidn, transporte y conservacién de muestras de hisopado uretral masculino
El paciente no debe haber orinado durante, al menos, una hora antes de la obtencién de la muestra.

Deseche la pipeta de transferencia desechable; no se necesita para la obtencién de una muestra de hisopado uretral
masculino.

Retire el hisopo estéril del envoltorio, teniendo cuidado de no tocar la punta del hisopo ni de apoyarlo en ninguna
superficie.

Inserte la punta blanca del hisopo de obtencién de muestras de 2 a4 cm en el interior de la uretra.

Gire suavemente el hisopo durante de 2 a 3 segundos para asegurar una obtencién de muestra adecuada.

Retire con cuidado el hisopo.

Manipule la tapa y el tubo con cuidado para evitar la contaminacion.

Desenrosque la tapa del tubo de transporte y coloque de inmediato el hisopo de obtencién de muestras en el tubo de
transporte, de modo que la punta blanca quede hacia abajo.

Parta con cuidado el hisopo por la linea marcada del cuerpo; evite que salpique el contenido.

Vuelva a colocar la tapa del tubo de transporte. Asegurese de que la tapa esté cerrada herméticamente.

Etiquete el tubo de transporte con la informacion de identificacion de la muestra, incluida la fecha de obtencion, con una
etiqueta adhesiva.

Tras la obtencidn, transporte y conserve el tubo de transporte entre 2 °C y 30 °C durante un maximo de 14 dias. Si se
necesita una conservacién mas prolongada, conserve a -10 °C o una temperatura inferior durante un maximo de 90 dias.

Obtencioén, transporte y conservacion del kit de obtencién de orina Aptima® (Hologic. n.° de cat. 301040)

A continuacion, se resumen las instrucciones para la obtencién y el transporte de muestras de orina de hombre y mujer con el kit de
obtencion de orina Aptima®.

1.

2.

10.1.6

Se recomienda el uso de un recipiente de obtencién de orina estéril y transparente, que no tenga conservantes ni medios
de transporte, para la obtencion por el propio paciente.

Se indica al paciente que proporcione 20-30 mL de orina de la primera miccién en el recipiente de obtenciéon de orina
suministrado. Las pacientes no deben limpiarse la zona de los labios vaginales antes de proporcionar la muestra.

Con la pipeta y el tubo de transporte incluidos en el kit de obtencion de orina Aptima®, transfiera 2 mL de orina en el tubo
de transporte de muestras destapado. La linea de volumen de orina adecuado debe situarse dentro de las lineas de
llenado negras en el tubo de transporte de orina. La orina debe transferirse desde el recipiente para orina estéril y
transparente hasta el tubo de muestras de orina Aptima en las 24 horas siguientes a la obtencion.

Vuelva a tapar bien el tubo de transporte de orina.

Tras la obtencion, las muestras de orina procesadas en el tubo de transporte de muestras de orina Aptima deben
transportarse y conservarse entre 2 °C y 30 °C y conservarse entre 2 °C y 30 °C hasta el analisis. Consulte las
instrucciones del fabricante para una mayor optimizacion de la conservacion.

Obtencién, transporte y conservacion del kit de obtenciéon de muestras con hisopo unisex Aptima® (Hologic, n.° de cat.

301041)

A continuacion, se resumen las instrucciones para la obtencion y el transporte de muestras de hisopado endocervical e hisopado
uretral masculino con el kit de obtencién de muestras con hisopo unisex Aptima® (Hologic, n.° de cat. 301041).
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10.1.6.1
1.

10.1.6.2

10.1.7

Obtencion, transporte y conservacion de muestras de hisopado endocervical
Elimine el exceso de moco del orificio cervicouterino y la mucosa circundante con el hisopo de limpieza (hisopo de

cuerpo blanco en el envase con la impresion roja). Deseche este hisopo. Nota: Para eliminar el exceso de moco del
orificio cervicouterino, puede usarse un hisopo de punta grande (no se proporciona).

Inserte el hisopo de obtencion de muestras (hisopo de cuerpo azul en el envase con la impresion verde) en el conducto
endocervical.

Gire con suavidad el hisopo hacia la derecha durante de 10 a 30 segundos en el conducto endocervical, para asegurar
una obtencion de muestras adecuada.

Retire con cuidado el hisopo; evite el contacto con la mucosa vaginal.

Retire la tapa del tubo de transporte de muestras de hisopado y coloque de inmediato el hisopo de obtencién de
muestras en el tubo de transporte.

Parta con cuidado el cuerpo del hisopo contra el lateral del tubo por la linea de rotura y deseche la parte superior del
cuerpo del hisopo; evite que salpique el contenido.

Vuelva a tapar bien el tubo de muestras de hisopado. Tras la obtencién, transporte y conserve el hisopo en el tubo de
transporte de muestras de hisopado entre 2 °C y 30 °C hasta el analisis.

Obtencidn, transporte y conservacién de muestras de hisopado uretral masculino
El paciente no debe haber orinado durante, al menos, 1 hora antes de la obtencién de la muestra.
Inserte el hisopo de obtencién de muestras (cuerpo azul en el envase con la impresion verde) de 2 a 4 cm dentro de la
uretra.
Gire con suavidad el hisopo en la uretra hacia la derecha de 2 a 3 segundos para asegurar una obtencién de muestra
adecuada.
Retire con cuidado el hisopo.
Retire la tapa del tubo de transporte de muestras de hisopado y coloque de inmediato el hisopo de obtencién de
muestras en el tubo de transporte.
Parta con cuidado el cuerpo del hisopo contra el lateral del tubo por la linea de rotura y deseche la parte superior del
cuerpo del hisopo; evite que salpique el contenido.
Vuelva a tapar bien el tubo de muestras de hisopado. Tras la obtencién, transporte y conserve el hisopo en el tubo de
transporte de muestras de hisopado entre 2 °C y 30 °C hasta el analisis.

Obtencion, transporte y conservacién del DeltaSwab VICUM® 2 mL + hisopo de nailon estandar (deltalab, n.° de cat.

304278)

A continuacion, se resumen las instrucciones para la obtencion y el transporte de muestras de hisopado vaginal, cervicouterino,
uretral, faringeo y rectal con el DeltaSwab VICUM® 2 mL + hisopo de nailon estandar (deltalab, n.° de cat. 304278).

1.

ok wN

o

10.1.8

Abra el envase con ambas manos tirando hacia los lados opuestos.

Agite con suavidad el tubo.

Abra el envase "flow-pack” y obtenga la muestra con el hisopo.

Abra el tubo con la otra mano y coloque el hisopo dentro, de modo que quede cubierto con el medio.

Alinee el punto de rotura del hisopo con la parte superior del tubo, presionando ligeramente el hisopo hacia abajo. Parta
el hisopo por el punto de rotura, apoyandolo en el borde interno del tubo.

Deseche el trozo de mango sobrante, enrosque por completo la tapa y agite la muestra para eluirla en el medio.

Tras la obtencion, transporte y conserve el hisopo en el tubo de transporte de muestras de hisopado entre 4 °C y 25 °C
hasta el andlisis.

Obtencidn, transporte y conservacién Vacumed® Urine sin conservante (FL medical, n.° de cat. 44950)

A continuacion, se resumen las instrucciones para la obtencion y el transporte de orina de hombre y mujer con el tubo de obtencion
Vacumed® Urine sin conservante (FL medical, n.° de cat. 44950).

1.

©oNOOAR WD

Abra la tapa del recipiente de obtencion de orina y déjela boca abajo sobre una superficie limpia.

No toque las superficies internas del recipiente ni la tapa.

Obtenga la muestra de orina. Llene el recipiente hasta tres cuartos de la capacidad.

Vuelva a colocar la tapa y gire hacia la derecha para cerrarla herméticamente.

Agite con suavidad la muestra.

Levante una parte de la etiqueta protectora (no la quite por completo).

Inserte el tubo de muestra y presione con suavidad. Mantenga el tubo conectado hasta que esté lleno (fin del flujo).
Retire el tubo de la muestra y vuelva a adherir por completo la etiqueta protectora.

Conserve el tubo de la muestra entre 4 °C y 25 °C hasta el analisis.
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10.1.9  Obtencion, transporte y conservacion del FLOQSwab™ normal en 1 mL de medio UTM™ (Copan n.° de cat. 359C)

A continuacion, se resumen las instrucciones para la obtencién y el transporte de muestras de hisopado vaginal femenino del
FLOQSwab™ normal en 1 mL de medio UTM™ (Copan n.° de cat. 359C).
1. Abra el envase del kit UTM y retire el tubo de analisis con medio y la bolsa interna que contiene el hisopo estéril.
2. Saque el hisopo estéril de la bolsa y obtenga la muestra clinica; para evitar el riesgo de contaminacién, asegurese de que
la punta del hisopo entre en contacto solo con el lugar de obtencién.
Después de obtener la muestra, desenrosque y retire la tapa del tubo de andlisis, teniendo cuidado de no verter el medio.
Inserte el hisopo en el tubo de andlisis hasta que el punto de rotura esté al nivel de la abertura del tubo de analisis.
Doble y parta el hisopo por el punto de rotura sujetando el tubo de analisis lejos de la cara y deseche la parte sobrante.
Enroque la tapa de nuevo en el tubo de analisis y ciérrela herméticamente.
Procese la muestra contenida en el UTM en un plazo de 48 horas desde la obtencion, y conserve el tubo de analisis a 2-
25 °C.
8. Antes del procesamiento, agite con un voértex durante 20 segundos, para favorecer la separacion de la muestra del
hisopo y homogeneizar el medio.

No o bko

10.1.10 Obtencion, transporte y conservacion con el medio para PCR cobas® (Roche, n.° de cat. 6466281190)

A continuacion, se resumen las instrucciones para la obtencion y el transporte de orina de hombre y mujer dentro del medio para
PCR cobas® (Roche, n.° de cat. 6466281190).

1. Mezcle y transfiera la orina al interior del tubo de medio para PCR cobas® con una pipeta desechable (no se suministra).
Nota: la orina se puede conservar entre 2 °C y 30 °C durante un maximo de 24 horas, antes de transferirla al tubo de
medio para PCR cobas®.

2. Se ha afadido el volumen correcto de orina cuando el nivel de liquido esta entre las dos lineas negras de la etiqueta del
tubo.

3. Vuelva a cerrar herméticamente la tapa del tubo de medio para PCR cobas®.

Invierta el tubo 5 veces para mezclar el contenido. La muestra esta ahora lista para el transporte y el analisis.
5. Transporte y conserve el tubo de medio para PCR cobas® que contenga una muestra de orina estabilizada entre 2 °C y

30 °C.

>

11.1.11 Extracciones de muestras validadas
Las extracciones de muestras validadas para su uso incluyen:
- cobas® x480 (del protocolo CT/NG)

Consulte la Seccién 10.5 para ver las instrucciones sobre como preparar la PCR con acidos nucleicos extraidos (flujo de trabajo
reflex).

10.2  Procesamiento de las muestras

El kit ResistancePlus® MG se ha validado en los instrumentos de extraccién indicados en la Tabla 4.

Consulte la Seccion 10.3 para obtener instrucciones para el uso del control interno.
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abla 4. Protocolos de e a 0 allaado

Instrumento Kit de extraccion Volumen de muestra Protocolo Volumen de elucién

Kit MagNA Pure 96 DNA y

MagNA Pure 96° | /i3I NA Small Volume Kit

200 pL Pathogen Universal 200 50 pyL 0 100 pL

MagNA Pure 96 DNA y Viral

MagNA Pure 96° NA Large Volume Kit

1000 pL* Viral NA Universal LV 1000 3.1 100 L

10 pL de células diluidas de
control interno agregadas por

muestra
Kit de cartuchos STARMag 96 .
g"}iRR?LAB b x 4 Universal Cartridge 96 x4 | 300 uL Seleccione "Pause before PCR | 100 L
et IVD (Seegene) setup” ("Pausa antes de
preparacion de la PCR") para
realizar solo la extraccion de la
muestra
QIAsymphony SP°¢ Mini Kit DSP Virus/Pathogen 200 pL Complex200_V6_DSP 110 pL
NucliSENS® Reactivos NucliSENS® Hisopo de 200 UL Generic 2.01; Flujo de trabajo 100 pL
easyMAG® easyMAG® P H incorporado

Generic 2.01; Flujo de trabajono | 100 pL

1000 yL de orina incorporado

@ Consulte la seccion 10.3.1 para aprender a usar el control interno con MagNA Pure 96
® Consulte la seccién 10.3.2 para aprender a usar el control interno con STARlet IVD

¢ Consulte la seccion 10.3.3 para aprender a usar el control interno con QIAsymphony SP
4 Consulte la seccion 10.3.4 para aprender a usar el control interno con NucliSENS® easyMAG®

~ Aumente la entrada de volumen de muestra para las muestras recogidas en el medio (gj.: kits Aptima Collection)

10.2.1 Almacenamiento de las muestras extraidas

Almacene las muestras extraidas a =20 °C durante un maximo de 1 mes, o a =70 °C para el almacenamiento a largo plazo.

10.3  Internal Control (IC) (Control interno (Cl))

En el kit viene incluido un control interno para determinar la eficiencia de la extraccion y la inhibicion de la qPCR. El ensayo del control
interno se suministra como una Control Mix (mezcla de control) (BLANCO) e Internal Control Cells (células de control interno)
(ROJO). La Control Mix (mezcla de control) se afiade a la PCR Master Mix (mezcla maestra de PCR) (Tabla 11). Las Internal
Control Cells (células de control interno) contienen el patron de ADN de control interno. Las Internal Control Cells (células de
control interno) se diluyen y se procesan como se indica a continuacién para los instrumentos de extraccién especificos. Por lo
tanto, el patron de ADN de control interno se extrae concomitantemente con la muestra y se amplifica concomitantemente en la
reaccion.

10.3.1 Internal Control (control interno) en el MagNA Pure 96

Diluya las Células de control interno (ROJO) 1 en 200 en 1x PBS (Tabla 5). Ajuste el volumen segun sea necesario utilizando el
mismo factor de dilucion (consulte el manual del kit de extraccién para conocer el volumen minimo para el nimero de muestras
necesario). Las células de control interno diluidas se cargan en el tubo de control interno del MagNA Pure 96:

- Para el MagNA Pure 96 DNA y el kit Viral NA Small Volume (protocolo Pathogen Universal 200), se afiaden
automaticamente 20 pL a cada muestra (por defecto).

- En el kit para gran volumen de AN viral o ADN MagNA Pure 96 (protocolo de AN viral Universal LV 1000 3.1), el volumen
de la muestra se divide y procesa en dos pocillos separados del cartucho de procesamiento MagNA Pure 96. Se afiade
automaticamente un total de 40 pL de células de control interno diluidas a cada muestra (20 pL por pocillo del cartucho
de procesamiento).

Nota: NO almacene Internal Control Cells (células de control interno) diluidas
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Tabla 5. Dilucién de Internal Control Cells (células de control interno) para el MagNA Pure 96

(dilucién 1:200)

Internal Control Cells (células de 1 x PBS (uL) Volumen total (uL) Volumen agregado a la
control interno) (ROJO) (uL) muestra (uL)
18 3582 3600 20

10.3.2 Internal Control (control interno) en el MICROLAB STARIet IVD

Diluya las Internal Control Cells (células de control interno) (ROJO) a una dilucion 1:200 en 1 PBS (Tabla 6). Ajuste el volumen segun
sea necesario utilizando el mismo factor de dilucién (consulte el manual del kit de extraccion para saber el volumen minimo para el
numero de muestras requerido). Las células de control interno diluidas se cargan en un tubo de 2 mL, se colocan en la gradilla de
reactivos y se afiaden 10 pL automaticamente a cada muestra.

Nota: NO almacene Internal Control Cells (células de control interno) diluidas

Tabla 6. Dilucién de Internal Control Cells (células de control interno) para el MICROLAB STARIet IVD

(dilucién 1:20)

Internal Control Cells (células 1 x PBS (uL) Volumen total (uL) Volumen agregado a la
de control interno) (ROJO) muestra (uL)
(uL)
50 950 1000 10

10.3.3  Internal Control (control interno) en el QlAsymphony® SP

Diluya las Internal Control Cells (células de control interno) (ROJO) a una dilucién 1:50 en 1 PBS (Tabla 7). Ajuste el volumen segun
sea necesario utilizando el mismo factor de dilucion correspondiente al numero de muestras requerido.

Nota: NO almacene Internal Control Cells (células de control interno) diluidas

Tabla 7. Dilucién de Internal Control Cells (células de control interno) para el QIAsymphony® SP

(dilucién 1:50)

Internal Control Cells (células de 1 x PBS (L) Volumen total (uL)
control interno) (ROJO) (uL)

40 1950 2000

A continuacion, se usan las Internal Control Cells (células de control interno) para preparar una mezcla de control interno-ARN
portador-tampoén AVE, tal y como se muestra en la Tabla 8. Ajuste el volumen segln sea necesario utilizando el mismo factor de
dilucion correspondiente al nimero de muestras requerido (consulte el manual del kit de extraccién para saber el volumen minimo
para el nimero de muestras requerido). Se debe preparar la mezcla de control interno-ARN portador-tampén AVE justo antes de
empezar el analisis.

Se agrega la mezcla de control interno-ARN portador-tampén AVE al tubo, que se coloca en un portatubos y se carga en el
compartimento A del cajon de muestras del QIAsymphony® SP. Se agregan 120 pL (cantidad predeterminada) de la mezcla a cada
muestra.
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SP
Tit?;% ;ie Nrngeesrt?adse Nc":)_g'(ergléilx'(l:‘rsnge D;zchlluAcFign Tam F():C) AVE Volur?j_r; total
disueltas (pL) portador (uL)
- 1 10 3 107 120
2mL 1 + volumen vacio” 40 12 428 480
14 mL 1 + volumen vacio* 60 18 642 720

A El tubo de 2 mL requiere 3 muestras mas (360 pL) para compensar el volumen vacio

#El tubo de 14 mL requiere 5 muestras mas (600 pL) para compensar el volumen vacio

10.3.4

Internal Control (control interno) en el easyMAG®

Diluya las Internal Control Cells (células de control interno) (ROJO) a una dilucion 1:200 en 1 PBS (Tabla 9). Ajuste el volumen segun
sea necesario utilizando el mismo factor de dilucion. Prepare una premezcla de células de control interno diluidas y de NucliSENS®
easyMAG® Magnetic Silica para el nimero de muestras que se requiera (Tabla 10). Se necesitan 100 uL de silicio premezclado por

cada muestra.

Nota: NO almacene Internal Control Cells (células de control interno) diluidas

Tabla 9. Dilucién de Internal Control Cells (células de control interno) para el NucliSENS® easyMAG®

(dilucién 1:200)

Internal Control Cells (células 1 x PBS (uL) Volumen total (uL) Factor de dilucion
de control interno) (ROJO)
(18]
10 1990 2000 200

Tabla 10. Pre-mezcla de NucliSENS® easyMAG® Magnetic Silicay células de control interno diluidas

NUmero de muestras

N.° de células de control
interno disueltas (uL)

Volumen de silice
magnética (uL)

Volumen agregado a la
muestra (uL)

50

50

100

Los flujos de trabajo seran incorporados o no (on-board/off-board) segun cual sea el tipo de muestra. El flujo de trabajo no incorporado
se usa para la recuperacion del acido nucleico de las muestras de orina. Consulte el manual del usuario de NucliSENS® easyMAG®
para obtener mas informacion.

Flujo de trabajo incorporado (hisopos)

Pase las muestras a los recipientes para muestras.

Cargue los recipientes en el easyMAG.

Programe las siguientes solicitudes de extraccion:

Protocolo: Generic 2.0.1 (en la versién de software 2.0)

Matrix (matriz): otra
Volumen (mL): 0,200
Eluate (eluato) (uL): 100 pL

Tipo: Primary (principal)

Tras realizar la lisis en el instrumento, agregue 100 pL de la premezcla de silicio a cada una de las muestras.
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Prosiga con el proceso de extraccion.

Flujo de trabajo no incorporado (orina)

Centrifugue brevemente el tubo NucliSENS Lysis Buffer y agregue 1000 pL de orina. Aplique al tubo una agitacion vorticial.
Deje la mezcla reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Después de la lisis, transfiera los lisados a los recipientes para las muestras y carguelos en el easyMAG.
Agregue 100 pL de la premezcla de silicio a cada una de las muestras.
Programe las siguientes solicitudes de extraccion:
Protocolo: Generic 2.0.1 (en la versién de software 2.0)
Matrix (matriz): otra
Volumen (mL): 1000
Eluate (eluato) (uL): 100 pL
Tipo: Lysed (lisada)

Prosiga con el proceso de extraccion.

10.4  Preparacién de la PCR en tiempo real

Nota: Antes de utilizar los reactivos, descongélelos por completo y mézclelos bien mediante una breve agitacion vorticial.

Consulte la Tabla 1 - Tabla 3 para ver una descripcion del contenido del kit.

10.4.1 Preparacion de la mezcla maestra

Prepare la mezcla maestra como se indica en la Tabla 11.

Para obtener un volumen de reacciéon de 20 yL, son necesarios 15 L de mezcla maestra y 5 yL de muestra. Pipetee la mezcla
maestra en la placa de PCR y, a continuacion, agregue la muestra extraida a la reaccion.

En cada tanda de analisis debe incluirse un control no patrén (NTC). Para la reaccion del NTC, afiada Nuclease Free Water (agua
sin nucleasa) (NEUTRA) en vez de muestra.

Selle la placa, centrifdguela y transfiérala al termociclador.

Tabla 11. Mezcla maestra ‘

Reactivo Concentracion Volumen por reaccién de 20 pL
(uL)

Nuclease Free Water (agua sin nucleasa) (NEUTRA) — 3,0

Plex Mastermix (mezcla maestra Plex) (AZUL) 2x 10,0

MG+23S Mix (mezcla de MG+23S) (MARRON) 20x 1,0

Control Mix* (mezcla de control) (BLANCO) 20x 1,0

Volumen total (uL) 15,0

Afada 5 pL de muestra para obtener un volumen final de 20 uL

#La Control Mix (mezcla de control) incluida en cada kit es especifica del instrumento de PCR utilizado; la Tabla 1 - Tabla 3
indica la Control Mix (mezcla de control) que debe utilizarse

104.2 Estabilidad de la mezcla maestra

La mezcla maestra puede prepararse en gran cantidad y almacenarse a —20 °C durante un maximo de 4 semanas o a 4 °C durante
un maximo de 1 semana.
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10.5 Preparacion de la PCR con acidos nucleicos extraidos (flujo de trabajo reflex)

Los extractos de acidos nucleicos obtenidos sin Internal Control Cells (células de control interno) (ROJO) afiadidas a las muestras
pueden analizarse con el kit ResistancePlus® MG.

Este procedimiento solo debe seguirse para los extractos que:

Han sido analizados previamente en una plataforma de ensayo alternativa siguiendo las instrucciones de uso del fabricante y cuando
la prueba realizada previamente haya generado un resultado valido.

La mezcla maestra debe prepararse de la manera descrita en la Secci6n 10.4.1. En el contexto de las pruebas reflex, el Internal
Control (control interno) no esta presente en la extraccion de la muestra. No obstante, debe incluirse la control mix (mezcla de control)
como se indica en la Seccion 10.4.1.

Consulte la Tabla 1 - Tabla 3 para ver una descripcion del contenido del kit.

Prepare la mezcla de reaccion tal y como se indica en la Tabla 11. Para obtener un volumen de reaccion de 20 pL, son necesarios
15 pL de mezcla maestra y 5 pL de muestra. Pipetee la mezcla maestra en la placa de PCR vy, a continuacion, agregue la muestra
extraida a la reaccion.

En cada tanda de analisis debe incluirse un control no patron (NTC). Para la reaccion del NTC, afiada Nuclease Free Water (agua
sin nucleasa) (NEUTRA) en vez de muestra. Selle la placa, centrifiguela y transfiérala al termociclador.

11 Programacién y analisis
Los detalles de la programacion y el analisis se describen en la Seccién 19 - Seccidn 23.

El kit ResistancePlus® MG usa tres canales para la deteccion del M. genitalium, la mutacién del gen 23S rRNA e Internal Control
(control interno) (Tabla 12).

El software ResistancePlus® MG se limita al andlisis de los resultados correspondientes a extractos de acido nucleico obtenidos con
Internal Control Cells (células de control interno) (ROJO) afiadidas a las muestras.

Para los extractos de acido nucleico obtenidos sin Internal Control Cells (células de control interno) (ROJO) afiadidas a las muestras
debe utilizarse el software REFLEX ResistancePlus® MG. El software REFLEX ResistancePlus® MG tiene dos canales para la
deteccion del M. genitalium y de la mutacién del gen 23S rRNA (Tabla 13).

Este procedimiento solo debe seguirse para los extractos que:

Han sido analizados previamente en una plataforma de ensayo alternativa siguiendo las instrucciones de uso del fabricante y cuando
la prueba realizada previamente haya generado un resultado valido.

Tabla 12. Canales para las dianas de ResistancePlus®MG ‘

Instrumento Canal A Canal B Canal C
Deteccion de M. genitalium Mutacion 23S rRNA Internal Control (Control
(MgPa) interno)
LC480 11 465-510 533-580 533-640
z 480 465-510 540-580 540-645
7500 Fast y 7500 Fast Dx FAM JOE TAMRA
CFX96 Dx y CFX Touch FAM HEX Quasar 705
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Tabla 13. Canales para las dianas de ResistancePlus® MG para el flujo de trabajo reflex

Instrumento Canal A Canal B

Deteccion de M. genitalium (MgPa) Mutacion 23S rRNA

LC480 II 465-510 533-580
z 480 465-510 540-580
7500 Fasty 7500 Fast Dx FAM JOE
CFX96 Dx y CFX Touch FAM HEX

12 Interpretacion de los resultados

Para la interpretacion de los datos se precisa el software de andlisis ResistancePlus® MG. Mientras que los cebadores PlexPrime®

ofrecen una mayor especificidad que otros cebadores especiales para el alelo, se puede ver una amplificacién no especifica
procedente del ensayo ResistancePlus® GC en muestras que contengan una gran concentracion del tipo natural del 23S rRNA del
M. genitalium. El software de analisis ResistancePlus® MG automatiza la interpretacion de la informacion sobre los resultados de la
amplificacion y optimiza el flujo de trabajo. Las instrucciones de uso del software de analisis se describen en la Seccién 24.

Consulte la Tabla 14 para ver el software de analisis adecuado para cada uno de los instrumentos de PCR en tiempo real. El software
de andlisis se puede proporcionar si se solicita. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

Tabla 14. Software de anédlisis ResistancePlus® MG

N.° de cat. Software de andlisis* Instrumento de PCR en tiempo real
99003 ResistancePlus® MG (LC480) LC480 Il
99018 ResistancePlus® MG (z 480) z 480
99002 ResistancePlus® MG (7500) 7500 Fasty 7500 Fast Dx
99008 ResistancePlus® MG (CFX) CFX96 Dx y CFX96 Touch
99023 REFLEX ResistancePlus® MG (LC480) LC480 Il
99024 REFLEX ResistancePlus® MG (z480) 7 480
99026 REFLEX ResistancePlus® MG (7500) 7500 Fast'y 7500 Fast Dx
99025 REFLEX ResistancePlus® MG (CFX) CFX96 Dx y CFX96 Touch

* Consulte el sitio web https://plexpcr.com/products/sexually-transmitted-infections/resistanceplus-mg/#resources para
asegurarse de que esta utilizando la versién mas reciente del software de analisis

13 Limitaciones

- Elensayo ResistancePlus® MG se dirige al gen MgPa para detectar el M. genitalium y las mutaciones en las posiciones 2058 y
2059 en el gen 23S rRNA (A2058G, A2059G, A2058T, A2058C, A2059C, numeracion de E. coli) que estan asociadas con la
resistencia a la azitromicina (antibiético macrolido).

- El ensayo ResistancePlus® MG solo lo debe llevar a cabo personal formado en el procedimiento y se debe realizar conforme a
estas instrucciones de uso.

- La fiabilidad de los resultados depende de que tanto la recogida, el transporte, el almacenamiento y el procesamiento de las
muestras se realicen correctamente. Si no se siguen los procedimientos adecuados en alguno de los pasos, se podrian obtener
resultados incorrectos.

- Elensayo ResistancePlus® MG es un ensayo cualitativo que no proporciona valores cuantitativos ni informacion sobre la carga
de organismos.

- Los resultados de la prueba deben correlacionarse con el historial médico, los datos epidemiolégicos, los datos procedentes del
laboratorio, y otros datos que el médico pueda tener disponibles.
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- La prevalencia del M. genitalium y la resistencia al antibiético macrélido afectan a los valores positivos y negativos de prediccion
del ensayo.

- La deteccién de los marcadores de resistencia a los antibiéticos puede no corresponderse con la expresion genética fenotipica.

- Los resultados del ensayo no pueden ser el fundamento para determinar si un tratamiento ha sido exitoso o ha fracasado, puesto
que el acido nucleico puede persistir después de un tratamiento antimicrobiano correcto.

- Los resultados negativos no excluyen la posibilidad de que exista infeccion, lo cual puede deberse a una recogida de muestras
incorrecta, errores técnicos, la presencia de inhibidores, la mezcla de muestras o un numero reducido de organismos en la
muestra clinica.

- Los resultados negativos en los marcadores de resistencia no indican que los microorganismos detectados tengan sensibilidad,
ya que podria haber presentes marcadores de resistencia no medidos por el ensayo, u otros mecanismos potenciales de
resistencia a los antibiéticos.

- Se pueden producir falsos positivos por la contaminacion cruzada procedente de organismos diana, de sus acidos nucleicos o
del producto amplificado.

14 Control de calidad

El kit ResistancePlus® MG incluye un control interno para supervisar la eficiencia de la extraccion y la inhibicion de la gPCR (Seccién
10.3).

Cuando se realicen pruebas reflex, no se han afiadido las celdas de control interno del kit ResistancePlus® MG durante el proceso
de extraccion. Las pruebas reflex solo pueden realizarse en muestras que han producido resultados validos previamente con otro
sistema, lo que garantiza que se han supervisado la eficiencia de la extraccion y la inhibicion de la gPCR.

Se recomienda no utilizar el kit ResistancePlus® MG Positive Control (cat. n.° 95001) como material de control positivo para la
amplificacion de acidos nucleicos. Consulte la Seccién 15 para obtener instrucciones sobre el uso del kit ResistancePlus® MG
Positive Controls. Se recomienda utilizar una muestra negativa conocida como control negativo.

15 Instrucciones del kit ResistancePlus® MG Positive Control

El kit ResistancePlus® MG Positive Control contiene material de control positivo para las mutaciones del 23S rRNA del M. genitalium
asi como un tipo natural del 23S rRNA del M. genitalium (Tabla 15).

Tabla 15. Contenido del kit ResistancePlus® MG Positive Control (cat. n.° 95001)

151

Color del tapon Contenido Descripcion Cantid.ad
(10 reacciones)

M S RUA e 10 | Patinde contol st par b detecoin del . rxsou
G, 235 mNA AZoSaG | PRl cont postu pare i deleccrdel TxsouL

MG, 235 A Az056G | Pl de contl positparea cetcctr el . x50
pau G, 235 A AzoseT | Pt de contl positpere i cetecn el . x50
NG, 235 N Azosoc | P o ot post e gl ol s
MG, 235 mNA AzDseC | Fauln e conol st par i detecatn ol . TxsouL

Instrucciones de uso

Prepare las reacciones de qPCR tal como se describe en la Seccion 10.4 con control positivo como muestra.

Para la interpretacion de los datos se necesita el software de andlisis ResistancePlus® MG; consulte la Seccién 24.11 para ver
resultados de ejemplo.

IF-IV0003 v13.0 (Julio de 2023) Pagina 23 de 80



Instrucciones de uso @ g SpeeDX
16 Caracteristicas de eficacia

16.1 Eficaciadiagnosticaclinica

16.1.1 Estudio clinico 1

Se llevé a cabo un estudio clinico prospectivo-retrospectivo en el Royal Women's Hospital (RWH) en Melbourne, Australia. Se
obtuvieron muestras de mayo a junio de 2016 y, sobre la base de los resultados obtenidos en laboratorios clinicos, se seleccionaron
111 muestras positivas del M. genitalium y 100 muestras negativas consecutivas del M. genitalium para su inclusién en el estudio.
Las 211 muestras se componian de 84 muestras de orina, 7 hisopos anales, 1 hisopo urogenital (ningun sitio especificado [nse]), 1
hisopo rectal y 1 hisopo uretral en hombres, y 33 muestras de orina, 33 hisopos cervicales, 16 hisopos endocervicales, 14 hisopos
vaginales, 13 hisopos de la parte superior de la vagina y 8 hisopos urogenitales (nse) en mujeres. Para determinar el rendimiento del
kit ResistancePlus® MG, la deteccion del M. genitalium se compard con los resultados del laboratorio clinico a partir de una gPCR
del 16S rRNA bien establecida para los diagnosticos habituales realizados en el RWHZ, y se comparé la deteccion de mutaciones del
23S rRNA con la secuenciacion de Sanger®. El kit ResistancePlus® MG se proceso en el LC480 Il, tras la extraccion de muestras en
el MagNA Pure 96 Instrument con el MagNA Pure 96 DNA y el Viral NA Small Volume Kit a través del protocolo Universal Pathogen
200. Para la deteccion del M. genitalium se utiliz6 un compuesto de referencia para las muestras discordantes con una tercera
reaccion de qPCR dirigida al gen MgPa2. Para la deteccion de mutaciones del 23S rRNA, se tom¢ la secuenciacion de Sanger como
el resultado verdadero. Los resultados resueltos y la sensibilidad y especificidad del kit ResistancePlus® MG para M. genitalium y la
deteccion de mutaciones del 23S rRNA se muestran en la Tabla 16. Se excluyeron dos muestras, ya que el resultado del Internal
Control (control interno) no era valido (1 muestra de orina de mujer y 1 muestra de orina de hombre). El anélisis de la deteccién de
mutaciones del 23S rRNA solo incluye las muestras en las que podia determinarse el estado de la mutacion. Los analisis de los
resultados por tipo de muestra se describen en la Tabla 17. Los analisis de las mutaciones del 23S rRNA se muestran en la Tabla
18.

Tabla 16. Evaluacidn clinica del kit ResistancePlus® MG (Estudio clinico 1)

Deteccion del M. genitalium Deteccién de mutaciones
del 23S rRNA
gPCR del 16S rRNA
Secuenciacion
Positivo Negativo Mutacion Tipo natural
. Positivo 106 0 Mutacion detectada 68 2
ResistancePlus®
MG
Negativo 4 997 Mutacién no detectada 2 31
Sensibilidad 96,4 % (95 % 1C 91,0-99,0 %) Sensibilidad | 97,1 % (95 % IC 90,1-99,7 %)
Especificidad | 100,0 % (95 % IC 96,3-100,0 %) Especificidad | 93,8 % (95 % IC 79,2-99,2 %)

95 % IC — intervalo de confianza del 95 %; Mutacion — mutacién del 23S rRNA en las posiciones A2058G, A2059G, A2058T,
A2058C y A2059C (numeracion de E. coli); Tipo natural — sin mutaciones en estas posiciones

A El kit ResistancePlus® MG detectd 1 muestra verdadera negativa del M. genitalium mediante una referencia compuesta: la tabla
representa los resultados resueltos
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Tabla 17. Andlisis de los resultados clinicos por tipo de muestra (Estudio clinico 1)

Muestra M. genitalium previsto M. genitalium previsto 23S M. genitalium previsto 23S
negativo rRNA de tipo natural rRNA de tipo mutante

Orina de hombre 28/28 8/10" 41/42!

Orina de mujer 12/13 1111 4/62

Hisopo cervical 21/21 5/5 7173

Hisopo endocervical 10/10 3/3 3/34

Hisopo vaginal 8/8 7 2/25

Hisc_)po de parte superior de la 9/9 171 4/48

vagina

Hisopo anal de hombre 3/3 0/0 5/57

Hisopo de mujer (nse) 5/5 2/2 1/18

Hisopo de hombre (nse) 0/0 0/0 1/1°

Hisopo rectal de hombre 17 0/0 0/0

Hisopo uretral de hombre 11 0/0 0/0

Mutacién — mutacion de 23S rRNA en las posiciones A2058G, A2059G, A2058T, A2058C y A2059C (numeracion de E. coli); Tipo
natural — sin mutaciones en estas posiciones

A 2 muestras de orina de mujer, 3 muestras de orina de hombre, 1 hisopo vaginal excluido debido a fallo de secuenciacién y el
estado de la mutacién no pudo determinarse

' Orina de hombre: 2 muestras del M. genitalium tipo natural denominadas incorrectamente mutacion de M. genitalium detectada,
18 muestras de A2058G, 20 de A2059G, 3 de A2058T detectadas correctamente; 1 muestra de A2058G denominada
incorrectamente M. genitalium no detectado

2 Orina de mujer: 1 muestra de A2058G, 3 de A2059G detectadas correctamente; 2 muestras de A2059G denominadas
incorrectamente M. genitalium detectado, mutacién no detectada

3 Hisopo cervical: 1 muestra de A2058G y 6 de A2059G detectadas correctamente

4 Hisopo endocervical: 2 muestras de A2059G y 1 de A2058T detectadas correctamente

5 Hisopo vaginal: 3 muestras de A2058G y 1 de A2059G detectadas correctamente

8 Hisopo vaginal de la parte superior: 2 muestras de A2059G detectadas correctamente

7 Hisopo anal de hombre: 1 muestra de A2058G, 3 de A2059G y 1 de A2058T detectadas correctamente.
8 Hisopo de mujer (ningun sitio especificado (nse)): 1 muestra de A2059G detectada correctamente

9 Hisopo de hombre (nse): 1 muestra de A2059G detectada correctamente
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Tabla 18. Analisis de mutaciones del 23S rRNA de M.

genitalium (Estudio clinico 1)

Resultado de | Resultado del ResistancePlus® MG
referencia”

Tipo natural 31/33"

A2058G 24/252

A2059G 39/413

A2058T 5/5

A Solo para muestras positivas del M. genitalium

' Tipo natural: 2 muestras de orina de hombre denominadas
incorrectamente como mutacion de M. genitalium detectada

2 A2058G: 1 muestra de orina de hombre denominada incorrectamente
como M. genitalium no detectado

3 A2059G: 2 muestras de orina de mujer denominadas incorrectamente
como mutacion de M. genitalium no detectada

16.1.2 Estudio clinico 2

En el 7500 Fast se procesé un subconjunto de las muestras extraidas del Estudio 1. Los resultados se compararon con el resultado
clinico de la qPCR del 16S rRNA (Twin 2011) y la secuenciacion de Sanger (Twin 2012). Se volvieron a analizar muestras
discordantes para la deteccion del M. genitalium con la gPCR del 16S rRNA (Twin 2011) porque se sospechaba que las muestras se
habian degradado. Los resultados resueltos y la sensibilidad y especificidad del kit ResistancePlus® MG (ss0) para M. genitalium y la
deteccion de mutaciones del 23S rRNA se muestran en la Tabla 19. El analisis de la deteccién de mutaciones del 23S rRNA solo
incluye las muestras en las que podia determinarse el estado de la mutacioén.

Tabla 19. Evaluacidn clinica del kit ResistancePlus® MGssq) (Estudio clinico 2)

Deteccion del M. genitalium Deteccién de mutaciones del
23S rRNA
gPCR del 16S rRNA
Secuenciacion
Positivo Negativo Mutacién Tipo natural
. Positivo 99 or Mutacién detectada 62 0
ResistancePlus®
MG
Negativo 2 81# Mutacién no detectada 5 30
Sensibilidad 98,0 % (95 % IC 93,0-99,8 %) Sensibilidad 92,5 % (95 % IC 83,4-97,5 %)
Especificidad 100,0 % (95 % IC 95,6-100,0 %) Especificidad 100,0 % (95 % IC 88,4-100,0 %)

95 % IC — intervalo de confianza del 95 %; Mutacion — mutacién del 23S rRNA en las posiciones A2058G, A2059G, A2058T,
A2058C y A2059C (numeracion de E. coli); Tipo natural — sin mutaciones en estas posiciones

A El kit ResistancePlus® MGsso) detectd 1 muestra verdadera positiva del M. genitalium mediante una prueba de referencia; la tabla
representa los resultados resueltos

# El kit ResistancePlus® MGsso) detectd 10 muestras verdaderas negativas del M. genitalium mediante una prueba de referencia;
la tabla representa los resultados resueltos

16.1.3 Estudio clinico 3

Se realizd un estudio retrospectivo en los Canterbury Health Laboratories (CHL) de Christchurch, Nueva Zelanda, en muestras
archivadas y caracterizadas de 2016-2017, que se componian de 103 muestras positivas de M. genitalium y 61 muestras negativas
de M. genitalium obtenidas con el multi-Collect Specimen Collection Kit (Abbott). Las 164 muestras de orina se componian de 110
muestras de orina y 4 hisopos rectales de hombres, y 11 muestras de orina, 17 hisopos cervicales, 15 hisopos vaginales, 1 hisopo
uretral, 1 hisopo uretral/vaginal, 1 hisopo vaginal/cervical y 4 muestras de sitios desconocidos en mujeres. Para determinar el
rendimiento del kit ResistancePlus® MG, la deteccion del M. genitalium se comparé con los resultados del laboratorio clinico a partir
de una gPCR del MgPa bien establecida para los diagnosticos habituales realizados en el CHL (Jensen 2004), y se comparo la
deteccién de mutaciones del 23S rRNA con la secuenciacion de Sanger (Jensen 2008). El kit ResistancePlus® MG se proceso en el
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LC480 Il, tras la extraccién de muestras en el MagNA Pure 96 Instrument con el MagNA Pure 96 DNA y el Viral NA Small Volume Kit
a través del protocolo Universal Pathogen 200. Para la deteccién del M. genitalium, se repitié la prueba habitual de MgPa para las
muestras discordantes. Para la deteccion de mutaciones del 23S rRNA, se tomé la secuenciacién de Sanger como el resultado
verdadero. La sensibilidad y especificidad del kit ResistancePlus® MG para la deteccion del M. genitalium y la deteccion de
mutaciones del 23S rRNA se muestran en la Tabla 20. Se excluyeron cinco muestras, ya que el resultado del Internal Control (control
interno) no era valido. El andlisis de la deteccion de mutaciones del 23S rRNA solo incluye las muestras en las que podia determinarse
el estado de la mutacién. Los analisis de los resultados por tipo de muestra se describen en la Tabla 21. Los analisis de las mutaciones
del 23S rRNA se muestran en la Tabla 22.

Tabla 20. Evaluacion clinica del kit ResistancePlus® MG (Estudio clinico 3)

Deteccion del M. genitalium Deteccion de mutaciones del
23S rRNA
gPCR del 16S rRNA
Secuenciacion
Positivo Negativo Mutacion Tipo natural
. Positivo 90 0 Mutacién detectada 61 1
ResistancePlus®
MG
Negativo 7 67" Mutacién no detectada 6 22
Sensibilidad 92,8 % (95 % IC 85,7-97,1 %) Sensibilidad 91,0 % (95 % IC 81,5-96,6 %)
Especificidad | 100,0 % (95 % IC 94,6-100,0 %) Especificidad 95,6 % (95 % IC 79,7-99,9 %)

95 % IC — intervalo de confianza del 95 %; Mutacion — mutacién del 23S rRNA en las posiciones A2058G, A2059G, A2058T,
A2058C y A2059C (numeracion de E. coli); Tipo natural — sin mutaciones en estas posiciones

A El kit ResistancePlus®MG detecto 7 muestras verdaderas negativas del M. genitalium, la tabla representa los resultados resueltos

Tabla 21. Andlisis de los resultados clinicos segun la muestra (Estudio clinico 3)

Muestra M. genitalium previsto M. genitalium previsto, tipo | M. genitalium previsto 23S
negativo natural rRNA de tipo mutante

Orina de hombre 45/45 17/18" 38/47"

Orina de mujer 4/4 171 6/62

Hisopo cervical 5/5 3/3 8/9%

Hisopo vaginal 6/6 171 8/8*

Hisopo rectal de hombre 3/3 0/0 0/1°

Mujer (sitio desconocido) 11 17 1/28

Hisopo uretral de mujer 17 0/0 0/0

Hisopo uretral/vaginal 17 0/0 0/0

Hisopo vaginal/cervical 11 0/0 0/0

Mutacién — mutacion de 23S rRNA en las posiciones A2058G, A2059G, A2058T, A2058C y A2059C (numeracion de E. coli); Tipo
natural — sin mutaciones en estas posiciones

' Orina de hombre: 1 muestra del M. genitalium tipo natural denominada incorrectamente mutacion del M. genitalium detectada, 4 muestras de
A2058G, 32 de A2059G, 1 de A2058T, 1 de A2058C y 1 de A2059C detectadas correctamente; 1 muestra de A2058G, 1 de A2059G y 1 de
A2059C denominadas incorrectamente como M. genitalium no detectado, 3 muestras de A2058G y 2 de A2059G denominadas incorrectamente
como mutacion del M. genitalium no detectada

2 Orina de mujer: 2 muestras de A2058G y 4 de A2059G detectadas correctamente

3 Hisopo cervical: 3 muestras de A2058G, 4 de A2059G y 1 de A2058C detectadas correctamente; 1 muestra de A2059G denominada
incorrectamente como M. genitalium no detectado

4 Hisopo vaginal: 1 muestra de A2058G y 7 de A2059G detectadas correctamente
5 Hisopo rectal de hombre: 1 muestra de A2059G denominada incorrectamente como M. genitalium no detectado

8 Mujer (sitio desconocido): 1 muestra de A2059G detectada correctamente; 1 muestra de A2059G denominada incorrectamente como m utacion
de M. genitalium no detectada
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Tabla 22. Analisis de mutaciones del 23S rRNA de M.

genitalium (Estudio clinico 3)

Resultado de | Resultado del ResistancePlus® MG
referencia”

Tipo natural 22/23"

A2058G 10/132

A2059G 47/50°

A2058T 171

A2058C 2/2

A2059C 17

" Solo para muestras positivas del M. genitalium

' Tipo natural: 1 muestra de orina de hombre denominada
incorrectamente como mutacién de M. genitalium detectada

2 A2058G: 3 muestras de orina de hombre denominadas
incorrectamente como mutacién del M. genitalium no detectada

3 A2059G: 2 muestras de orina de mujer denominadas incorrectamente
como mutacion de M. genitalium no detectada, 1 muestra de mujer (sitio
desconocido) denominada incorrectamente como mutacion del M.
genitalium no detectada

16.1.4 Estudio clinico 4

Se realizé un estudio clinico retrospectivo en el Hospital Universitario Vall d’Hebron (HUVH) en Barcelona (Espafia) para evaluar la
eficacia diagnostica del kit ResistancePlus® MGrs) para la deteccion de mutaciones del M. genitalium asociadas con la resistencia
a la azitromicina en muestras retrospectivas recogidas entre diciembre de 2017 y abril de 2018. Las muestras consistian en 92
muestras positivas del M. genitalium y 108 muestras negativas consecutivas del M. genitalium recogidas con el DeltaSwab ViCUM®
(Deltalab, Espafia) para los hisopos o con el Vacumed® Urine (FL medical, Italia) para las muestras de orina de hombre y mujer. De
las 200 muestras, habia 46 muestras de orina, 30 hisopos vaginales, 30 hisopos uretrales, 40 hisopos cervicales, 8 hisopos faringeos
y 46 hisopos rectales. Las muestras se extrajeron con el STARIet IVD (Hamilton) y se procesaron en el instrumento CFX96 Dx (Bio-
Rad). Para evaluar la eficacia diagndstica, la deteccion del M. genitalium se comparé con el Allplex™ STI Essential (Seegene) y con
el kit ResistancePlus® MG (SpeeDx) en el LC480 Il tanto para la deteccion del M. genitalium como para el estado del gen 23S rRNA.
La sensibilidad y especificidad del kit ResistancePlus® MGs) para la deteccion del M. genitalium en comparacion con el Allplex™
STI Essential (Seegene) se muestran en la Tabla 23. La sensibilidad y especificidad del kit ResistancePlus® MGe7s) para la deteccion
del M. genitalium fue del 100,0 % (95 % IC 95,9-100,0 %) y 97,4 % (95 % IC 92,4-99,5 %), respectivamente, y la deteccion de la
mutacion del 23S rRNA se muestra en la Tabla 24. Los analisis de los resultados por tipo de muestra se muestran en la Tabla 25.

Tabla 23. Comparacién del kit ResistancePlus® MGgzs) con

Allplex™ STI Essential (Estudio clinico 4)

Deteccién del M. genitalium

Allplex™ STI Essential

Positivo Negativo
. Positivo 89 1
ResistancePlus®
MG
€79 Negativo 3 107

Sensibilidad 96,7 % (95 % IC 90,8-99,3 %)

Especificidad 99,1 % (95 % IC 94,95-100,0 %)
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Tabla 24. Evaluacién clinica del kit ResistancePlus®MGg7s) (Estudio clinico 4)

Deteccion del M. genitalium Deteccion de mutaciones del
. 23S rRNA*
ResistancePlus® MG
(LC480 II) ResistancePlus® MG
(LC480 11)
Positivo Negativo Mutacion Mutacién no
detectada detectada
. Positivo 87 3 Mutacién detectada 42" 0
ResistancePlus®
MGe7s) ) -
Negativo 0 110 Mutacion no detectada 2 42*
Sensibilidad | 100,0 % (95 % IC 95,9-100,0 %) Sensibilidad 95,5 % (95 % IC 84,5-99,4 %)
Especificidad 97,4 % (95 % I1C 92,4-99,5 %) Especificidad | 100,0 % (95 % IC 91,6-100,0 %)

95 % IC — intervalo de confianza del 95 %; Mutacion — mutacién del 23S rRNA en las posiciones A2058G, A2059G, A2058T,
A2058C y A2059C (numeracion de E. coli); Tipo natural — sin mutaciones en estas posiciones

A El kit ResistancePlus® MGsrs) detectd 1 muestra verdadera mutante del M. genitalium mediante una prueba de referencia, la tabla representa
los resultados resueltos

* El kit ResistancePlus® MGrs) detectd 1 muestra verdadera negativa del M. genitalium mediante una prueba de referencia, la tabla representa
los resultados resueltos

#1 muestra excluida del analisis, ya que fue secuenciada como tipo natural y mutacion

Tabla 25. Andlisis de los resultados clinicos segun la muestra (Estudio clinico 4)

Muestra M. genitalium previsto M. genitalium previsto 23S M. genitalium previsto 23S
negativo rRNA de tipo natural rRNA de tipo mutante

Orina de hombre 26/26 5/5 15/15

Hisopo uretral de hombre 15/15 3/3 11/12"

Hisopo cervical de mujer 16/16 1111 2/33

Hisopo vaginal de mujer 20/20 15/15 5/5

Hisopo rectal de hombre 19/22" 5/5 8/8

Hisopo rectal de mujer 77 3/3 0/0

Hisopo faringeo de hombre 5/5 0/0 171

Hisopo faringeo de mujer 2/2 0/0 0/0

" Hisopo rectal de hombre: 3 muestras de M. genitalium negativo denominadas incorrectamente M. genitalium positivo

2 Hisopo uretral de hombre: 1 muestra positiva de mutacion de 23S rRNA del M. genitalium denominada incorrectamente muestra negativa de
mutacién de 23S rRNA del M. genitalium

3 Hisopo cervical de mujer: 1 muestra positiva de mutacion de 23S rRNA del M. genitalium denominada incorrectamente muestra negativa de
mutacién de 23S rRNA del M. genitalium

16.1.5 Estudio clinico 5

Se realizé un estudio retrospectivo en el Royal Women's Hospital (RWH) en Melbourne, Australia, con muestras de orina e hisopos
recogidos con Aptima® entre junio de 2017 y noviembre de 2017. Las muestras de pacientes coincidentes se componian de 98
muestras positivas de M. genitalium y 87 muestras negativas consecutivas de M. genitalium, recogidas como orina limpia (muestra
habitual) o con el kit Aptima® Urine Specimen Collection (Hologic), o como un hisopo seco (muestra habitual) o con el kit Aptima®
Unisex Swab Specimen Collection (Hologic). Las 185 muestras se componian de 122 muestras de orina, 18 hisopos rectales, 15
hisopos cervicales y 25 hisopos vaginales. Con el fin de determinar la eficacia de las muestras recogidas con Aptima® con el kit
ResistancePlus® MG, se comparo la deteccion del M. genitalium y la deteccién de mutaciones del 23S rRNA con los resultados de
diagndstico clinico obtenidos mediante el kit ResistancePlus® MG (SpeeDx) usando la muestra habitual. Las muestras recogidas
con Aptima® se procesaron en el LC480 Il tras la extraccién de muestras en el MagNA Pure 96 Instrument con el MagNA Pure 96
DNA'y el Viral NA Small Volume Kit a través del protocolo Viral NA Universal LV 1000. Los resultados del diagnéstico clinico realizados
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en el RWH, obtenidos de una muestra de diagnostico coincidente con el kit ResistancePlus® MG (SpeeDx), se consideraron como
el resultado verdadero para M. genitalium. Para la deteccién de mutaciones del 23S rRNA, el resultado se comparé con el resultado
del diagnéstico y la secuenciacion de Sanger.

La sensibilidad y especificidad del kit ResistancePlus® MG para la deteccion del M. genitalium y la deteccion de mutaciones del 23S
rRNA se muestran en la Tabla 26. El analisis de la deteccion de mutaciones del 23S rRNA solo incluye las muestras en las que podia
determinarse el estado de la mutacion. Los analisis de los resultados por tipo de muestra se describen en la Tabla 27.

Tabla 26. Evaluacion clinica del kit ResistancePlus® MG (Estudio clinico 5)

Deteccion del M. genitalium

ResistancePlus® MG
(muestra habitual)

Deteccion de mutaciones del
23S rRNA

ResistancePlus® MG
(muestra habitual)

Positivo Negativo Mutacién Tipo natural
ResistancePlus® Positivo 94 3 Mutacién detectada 65 0
MG (con muestra
Aptima de 1 mL) Negativo 4 84 Mutacién no detectada 1* 28
Sensibilidad | 95,9 % (95 % IC 89,9-98,9 %) Sensibilidad 98,5 % (95 % 1C 91,8-100,0 %)

Especificidad

96,6 % (95 % IC 90,3-99,3 %)

Especificidad

100,0 % (95 % IC 87,7-100,0 %)

* La muestra no pudo secuenciarse

Tabla 27. Andlisis de los resultados clinicos segun el tipo de muestra (Estudio clinico 5)

VSR M. genitalium previsto M. genitalium previsto, tipo M. genitaliur_n previsto 23S
negativo natural rRNA de tipo mutante

Orina 50/52" 21/22" 45/48'

Hisopo cervical 1111 11 3/3

Hisopo vaginal 14/152 3/42 6/6

Hisopo rectal 9/9 3/3 5/6°

Hisopo anal 0/0 0/0 5/5

Mutacién - mutacion del 23S rRNA en las posiciones A2058G, A2059G, A2058T, A2058C y A2059C (numeracion de E. coli);
Tipo natural - ausencia de mutacion en estas posiciones

' Orina: 2 muestras negativas de M. genitalium denominadas incorrectamente M. genitalium tipo natural y mutacion,
respectivamente; 1 muestra de M. genitalium tipo natural denominada incorrectamente M. genitalium negativo; 2 mutaciones
del M. genitalium denominadas incorrectamente M. genitalium tipo natural, 1 muestra de mutacién del M. genitalium
denominada incorrectamente M. genitalium negativo

2 Hisopo vaginal: 1 muestra de M. genitalium negativo denominada incorrectamente M. genitalium tipo natural; 1 muestra de
M. genitalium tipo natural denominada incorrectamente M. genitalium negativo

3 Hisopo rectal: 1 muestra de mutacion del M. genitalium denominada incorrectamente M. genitalium negativo

16.1.6 Estudio clinico 6

Se realizé un estudio clinico retrospectivo en la University of Queensland Centre for Clinical Research (UQCCR) de Australia, en el
cual se utilizaron extractos cobas® x480 con muestras de orina e hisopos recogidos entre febrero de 2017 y febrero de 2019. Las
muestras consistieron en 85 extractos positivos del M. genitalium y 84 negativos de M. genitalium, que se recogieron como orina
limpia 0 mediante el kit cobas® PCR media collection (Roche), y luego fueron extraidas con el instrumento cobas® x480 (cobas® 4800,
Roche) utilizando los protocolos «Full Workflow» y «CT/NG», sin afiadir las células de control interno SpeeDx. Los 169 extractos
consistieron en 28 hisopos rectales, 13 hisopos vaginales, 5 hisopos de la parte superior de la vagina, 15 hisopos cervicales, 1 hisopo
ectocervical, 5 hisopos uretrales, 5 hisopos laringeos, 1 hisopo del pene, 1 hisopo del meato urinario, 1 hisopo bucal, y ademas, 83
muestras de orina de hombre y 11 muestras de orina de mujer.

Con el fin de determinar la eficacia de los extractos cobas® con el kit ResistancePlus® MGssp, se comparo la detecciéon del M.
genitalium con el resultado de diagnéstico habitual (ensayo con PCR del MgPa (Trembizki et al., 2017)) y la deteccién de mutaciones
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del 23S rRNA se compar6 con la secuenciacion de Sanger. Se aplicd el kit ResistancePlus® MGgsso) en el ABI 7500 Fast Dx. La
sensibilidad y especificidad del kit ResistancePlus® MGsso) para la deteccion del M. genitalium y la deteccién de mutaciones del 23S
rRNA se muestran en la Tabla 28. El analisis de la deteccién de mutaciones del 23S rRNA solo incluye las muestras en las que podia
determinarse el estado de la mutacion. Los analisis de los resultados por tipo de muestra se describen en la Tabla 29. Los analisis
de las mutaciones del 23S rRNA se muestran en la Tabla 30.

Tabla 28. Evaluacidn clinica del kit ResistancePlus®MGssq) (Estudio clinico 6)

Deteccion del M. genitalium Deteccion de mutaciones del
23S rRNA
gPCR del MgPa
Secuenciacion de Sanger
Positivo Negativo Mutacion Tipo natural
. Positivo 80 0 Mutacion detectada 497 0
ResistancePlus®
MG
©%0 Negativo 5 84 Mutacion no detectada 0 25
Sensibilidad 94,1 % (95 % IC 86,8-98,1 %) Sensibilidad | 100,0 % (95 % IC 92,8-100,0 %)
Especificidad | 100,0 % (95 % IC 95,7-100,0 %) Especificidad | 100,0 % (95 % IC 86,3-100,0 %)

" 1 muestra vaginal dio de resultado una secuenciacion de tipo natural y de A2059G, la cual se identificé correctamente como mutaciéon
en el ensayo ResistancePlus® MGsso)
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Tabla 29. Andlisis de los resultados clinicos segun la muestra (Estudio clinico 6)

Muestra M. genitalium previsto M. genitalium previsto 23S | M. genitalium previsto 23S
negativo rRNA de tipo natural rRNA de tipo mutante

Orina de hombre 42/42 13/13 26/27"

Orina de mujer 6/6 11 3/32

Hisopo cervical 5/5 6/6 2/23

Hisopo ectocervical 171 - -

Hisopo vaginal 171 12 774

I\;Iaiz?r;]): de parte superior de la 2/9 22 115

Hisopo rectal de hombre 17117 11 7/8%

Hisopo rectal de mujer 17 - -

Hisopo uretral de hombre 3/3 - 2/27

Hisopo faringeo de hombre 5/5 - -

Hisopo del pene - 11 -

Hisopo del meato urinario - - 1/18

Hisopo bucal de hombre 171 - -

# Se excluyeron 6 muestras porque la secuenciacion no se realizé correctamente y no se pudo determinar el estado verdadero
del 23S, a saber: 2 muestras cervicales, 2 de orina, 1 vaginal y 1 rectal

' Orina de hombre: 8 muestras de A2058G, 3 de A2058T, 15 de A2059G identificadas correctamente; 1 de A2058T
denominada incorrectamente M. genitalium no detectado

2 Orina de mujer: 2 muestras de A2058G y 1 de A2059G detectadas correctamente
3 Hisopo cervical: 2 muestras de A2058G detectadas correctamente

4 Hisopo vaginal: 3 muestras de A2058G, 2 de A2058T y 1 de A2059G identificadas correctamente; * 1 hisopo vaginal
identificado como mezcla de WT/A2059G

5 Hisopo vaginal de la parte superior: 1 muestra de A2059G detectada correctamente

6 Hisopo rectal de hombre: 5 muestras de A2059G, 1 de A2058T y 1 de A2058G identificadas correctamente; 1 de A2058G
denominada incorrectamente M. genitalium no detectado

7 Hisopo uretral de hombre: 2 muestras de A2059G identificadas correctamente
8 Hisopo del meato urinario: 1 muestra de A2059G identificada correctamente
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16.1.7 Estudio clinico 7

©

Tabla 30. Andlisis de mutaciones del 23S rRNA de M.

genitalium (Estudio clinico 6)

Resultado de referencia® Resultado del ResistancePlus® MG
Tipo natural 25/26"

A2058G 16/172

A2059G 27/27°

A2058T 6/74

A2058C -

A2059C -

A Solo para muestras positivas del M. genitalium

g SpeeDx

" Tipo natural: 1 hisopo vaginal denominado incorrectamente M. genitalium no
detectado

2 A2058G: 1 hisopo rectal denominado incorrectamente M. genitalium no
detectado

3 A2059G: 1 hisopo vaginal con mezcla tipo natural/A2059G identificado
correctamente como M. genitalium, mutacion del 23S detectada

4 A2058T: 1 muestra de orina de hombre denominada incorrectamente como

M. genitalium no detectado

Se llevé a cabo un estudio clinico retrospectivo en la Microbiological Diagnostic Unit Public Health Unit (MDU), de Victoria, Australia,
con hisopos secos y orina limpia que habian sido recogidos entre octubre de 2018 y enero de 2019. Las muestras consistieron en 59
muestras positivas del M. genitalium y 31 negativas del M. genitalium a saber: 15 hisopos anales, 19 vaginales, 2 de la parte superior

de la vagina, 8 cervicales, 1 uretral, y 45 muestras de orina de hombre.

Se aplico el kit ResistancePlus® MG en el LC480 II, una vez que se habian extraido las muestras en el instrumento QIAsymphony
SP (QIAGEN) con el kit DSP Virus/Pathogen Mini y el protocolo Complex200_V6 _DSP. Se compararon los resultados con los
resultados diagndsticos habituales obtenidos con el kit ResistancePlus® MG (SpeeDx) usando las muestras extraidas del MagNA
Pure 96 Instrument (MP96). Para los resultados que eran discordantes, se realizé una prueba gPCR del 16S rRNA (Twin 2011) para
detectar el M. genitalium, y la secuenciacion de Sanger (Twin 2012) para detectar la mutacion del 23S rRNA. La sensibilidad y
especificidad del kit ResistancePlus® MG para la deteccion del M. genitalium y la deteccion de mutaciones del 23S rRNA se muestran
en la Tabla 31. El andlisis de la deteccion de mutaciones del 23S rRNA solo incluye las muestras en las que podia determinarse el

estado de la mutacién. Los andlisis de los resultados por tipo de muestra aparecen en la Tabla 32.

Tabla 31. Evaluacidn clinica del kit ResistancePlus® MG (Estudio clinico 7)

Deteccion del M. genitalium
ResistancePlus® MG (MP96)

Deteccion de mutaciones
del 23S rRNA

ResistancePlus® MG (MP96)

Positivo Negativo Mutacion Tipo natural
Positiv 54 0% Mutacion detectada 28 1#
ResistancePlus® o
MG
(QIAsymphony SP) Negati 1* 34 Mutacién no detectada 1# 22
Vo
Sensibilidad 98,2 % (95 % IC 90,3-100,0 %) Sensibilidad | 96,6 % (95 % IC 82,2-99,9 %)

Especificidad

100,0 % (95 % IC 89,7-100,0 %)

Especificidad

95,7 % (95 % IC 78,1-99,9 %)

* El kit ResistancePlus® MG detecté 6 muestras verdaderas negativas del M. genitalium que eran positivas con una prueba de referencia: la
tabla representa los resultados resueltos

% El kit ResistancePlus® MG detectd 2 muestras verdaderas positivas del M. genitalium que eran negativas con una prueba de referencia: la
tabla representa los resultados resueltos

#No se pudieron resolver 2 muestras de orina discordantes porque la secuenciacion no se realizo correctamente
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Tabla 32. Andlisis de los resultados clinicos segun la muestra (Estudio clinico 7)

g SpeeDx

Muestra M. genitalium previsto M. genitalium previsto 23S | M. genitalium previsto 23S
negativo rRNA de tipo natural rRNA de tipo mutante

Orina de hombre 1717 9/9 12114°

Orina de mujer 11 1/22 171

Hisopo cervical 3/3 2/2 3/3

Hisopo vaginal 8/8* 77 3/3

\I;Iaisé(i)r;]);) de parte superior de la 1" 1 }

Hisopo anal de hombre 4/4 2/2 8/8

Hisopo uretral de hombre - - 11

# Se excluyo 1 hisopo vaginal porque dio un resultado no valido con el kit ResistancePlus® MG

" Orina de hombre: 1 muestra del M. genitalium 23S rRNA de tipo natural se identificé incorrectamente como M. genitalium no detectado; 1
muestra de mutacion del 23S rRNA del M. genitalium se identificé incorrectamente como M. genitalium detectado, mutacion del 23S no

detectada

2 Orina de mujer: 1 muestra se identifico incorrectamente como M. genitalium detectado, mutacion del 23S rRNA detectada

16.2  Eficacia analitica

16.2.1

Reproducibilidad y repetibilidad

La reproducibilidad y la repetibilidad del kit ResistancePlus® MG en el LC480 Il se evaluaron utilizando patrones sintéticos
cuantificados para las dianas MgPa y 23S rRNA del M. genitalium (A2058G, A2059G, A2058T, A2058C y A2059C) con 10 000 copias
y 3x LOD copias por reaccion con 6 réplicas (salvo que se haya indicado lo contrario). Los experimentos se realizaron en el LC480

Para determinar la variabilidad de un lote a otro, se analizaron dos lotes procesados en una maquina por un operador (Tabla 33).
Los dos lotes mostraron una buena reproducibilidad con un coeficiente de variacion (% CV) de 0,35-2,37 % para todas las dianas.

Tabla 33. Variabilidad de un lote a otro ‘

Media de Cq DESV. EST. % CV N.° muestras
MgPa 10 000 copias 16,9 0,15 0,89 1212
MgPa 30 copias 255 0,52 2,05 12112
A2058G 10 000 copias 20,4 0,48 2,37 12112
A2058G 36 copias 27,8 0,43 1,54 12112
A2059G 10 000 copias 18,0 0,06 0,35 1212
A2059G 30 copias 25,6 0,50 1,94 1212
A2058T 10 000 copias 18,7 0,09 0,46 12112
A2058T 30 copias 26,2 0,30 1,14 1212
A2058C 10 000 copias 17,7 0,13 0,75 1212
A2058C 30 copias 254 0,29 1,15 1212
A2059C 10 000 copias 19,2 0,08 0,42 12112
A2059C 45 copias 25,0 0,26 1,03 12112
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Tabla 34. Variabilidad de un dia a otro ‘

g SpeeDx

Para determinar la variabilidad de un dia a otro, un operador realizé analisis durante un periodo de tres dias en la misma maquina
(Tabla 34). Las tres tandas de analisis mostraron una buena reproducibilidad entre los diferentes dias con un coeficiente de variacion
0,44-2,31 % para todas las dianas.

Media de Cq DESV. EST. % CV N.° muestras
MgPa 10 000 copias 17,0 0,18 1,09 18/18
MgPa 30 copias 25,6 0,59 2,31 18/18
A2058G 10 000 copias 20,2 0,37 1,83 18/18
A2058G 36 copias 27,9 0,51 1,84 18/18
A2059G 10 000 copias 18,1 0,24 1,34 18/18
A2059G 30 copias 257 0,32 1,23 18/18
A2058T 10 000 copias 18,7 0,23 1,22 18/18
A2058T 30 copias 26,3 0,31 1,17 18/18
A2058C 10 000 copias 17,8 0,16 0,88 18/18
A2058C 30 copias 255 0,31 1,22 18/18
A2059C 10 000 copias 19,2 0,08 0,44 18/18
A2059C 45 copias 25,0 0,46 1,82 18/18

Para determinar la variabilidad de una tanda de andlisis a otra, se compararon tres tandas de analisis gQPCR, realizadas el mismo dia
por el mismo operador (Tabla 35). Las tres tandas de analisis mostraron una buena reproducibilidad, con un coeficiente de variacion
de 0,40-3,20 % para todas las dianas.

Tabla 35. Variabilidad de una tanda de analisis a otra

Media de Cq DESV. EST. % CV N.° muestras
MgPa 10 000 copias 17,0 0,07 0,40 18/18
MgPa 30 copias 25,7 0,47 1,83 18/18
A2058G 10 000 copias 19,8 0,63 3,20 18/18
A2058G 36 copias 275 0,51 1,85 18/18
A2059G 10 000 copias 18,4 0,11 0,61 18/18
A2059G 30 copias 257 0,39 1,52 18/18
A2058T 10 000 copias 18,7 0,22 1,18 18/18
A2058T 30 copias 26,4 0,42 1,59 18/18
A2058C 10 000 copias 17,8 0,08 0,46 18/18
A2058C 30 copias 25,5 0,31 1,22 18/18
A2059C 10 000 copias 19,2 0,15 0,76 18/18
A2059C 45 copias 25,2 0,40 1,57 18/18
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Para determinar la variabilidad entre operadores, se compararon dos tandas analiticas realizadas por dos operadores (Tabla 36).
Las dos tandas de analisis realizadas por los diferentes operadores mostraron una buena reproducibilidad, con un coeficiente de
variacién de 0,54-1,86 % para todas las dianas.

Tabla 36. Variabilidad entre operadores

Media de Cq DESV. EST. % CV N.° muestras
MgPa 10 000 copias 16,8 0,12 0,73 12/12
MgPa 30 copias 25,3 0,41 1,61 12/12
A2058G 10 000 copias 20,2 0,24 1,21 1212
A2058G 36 copias 27,9 0,45 1,62 12112
A2059G 10 000 copias 17,9 0,10 0,58 1212
A2059G 30 copias 25,5 0,39 1,53 12/12
A2058T 10 000 copias 18,6 0,10 0,54 1212
A2058T 30 copias 26,1 0,31 1,20 12112
A2058C 10 000 copias 17,7 0,13 0,71 12112
A2058C 30 copias 25,2 0,27 1,06 12/12
A2059C 10 000 copias 19,1 0,16 0,83 12112
A2059C 45 copias 249 0,46 1,86 12112

Media de Cq DESV. EST. % CV N.° muestras
MgPa 10 000 copias 16,7 0,10 0,60 1212
MgPa 30 copias 254 0,67 2,62 12/12
A2058G 10 000 copias 20,0 0,07 0,33 12112
A2058G 36 copias 27,8 0,51 1,82 1212
A2059G 10 000 copias 17,8 0,05 0,30 1212
A2059G 30 copias 253 0,36 1,41 1212
A2058T 10 000 copias 18,5 0,09 0,50 12112
A2058T 30 copias 259 0,30 1,16 12112
A2058C 10 000 copias 17,6 0,13 0,75 12112
A2058C 30 copias 25,3 0,36 1,44 12/12
A2059C 10 000 copias 18,9 0,04 0,21 12112
A2059C 45 copias 248 0,46 1,85 12112

IF-IV0003 v13.0 (Julio de 2023)

Para determinar la variabilidad entre instrumentos, se compararon dos tandas de analisis realizadas en dos maquinas por el mismo
operador (Tabla 37). Las tandas de analisis realizadas en diferentes instrumentos mostraron una buena reproducibilidad, con un
coeficiente de variacion de 0,21-2,62 % para todas las dianas.

Tabla 37. Variabilidad entre instrumentos ‘
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Para determinar la variabilidad dentro de las tandas de andlisis, se compararon tres experimentos, preparados por separado por el
mismo operador procesando cada diana en la misma placa (Tabla 38). Los tres experimentos mostraron una buena reproducibilidad,
con un coeficiente de variacion de 0,57-3,12 % para todas las dianas.

Tabla 38. Variabilidad dentro de las tandas de andlisis

Media de Cq DESV. EST. % CV N.° muestras
MgPa 10 000 copias 17,3 0,36 2,09 18/18
MgPa 30 copias 259 0,81 3,12 18/18
A2058G 10 000 copias 20,2 0,11 0,57 18/18
A2058G 36 copias 28,0 0,65 2,31 18/18
A2059G 10 000 copias 17,9 0,15 0,83 18/18
A2059G 30 copias 25,8 0,38 1,46 18/18
A2058T 10 000 copias 18,8 0,12 0,66 18/18
A2058T 30 copias 26,8 0,38 1,41 18/18
A2058C 10 000 copias 17,8 0,15 0,83 18/18
A2058C 30 copias 25,5 0,36 1,41 18/18
A2059C 10 000 copias 19,0 0,14 0,76 18/18
A2059C 45 copias 25,0 0,42 1,66 18/18

16.2.2 Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica del kit ResistancePlus® MG kit en el LC480 Il se determiné analizando series de diluciones limitadas,
utilizando un patrén sintético cuantificado para las dianas MgPa y 23S rRNA de M. genitalium (A2058G, A2059G, A2058T, A2058C
y A2059C). La sensibilidad correspondiente a cada diana se determiné como el nimero de copias por reaccion con una deteccion =

95 %, mostrado en la Tabla 39.
Tabla 39. Sensibilidad analitica

Sensibilidad analitica
(copias/reaccién)
MgPa 10
A2058G 12
A2059G 10
A2058T 10
A2058C 10
A2059C 15

16.2.3 Especificidad analitica

El objetivo de este estudio fue evaluar el kit ResistancePlus® MG cuando hay microorganismos no diana en altas concentraciones.
Se evaluaron 65 microorganismos (4 virus, 2 protozoos, 4 hongos y 55 bacterias) que representaban los patégenos o la flora
habitualmente presentes en el sistema urogenital, o que tienen una estrecha relacion con el M. genitalium. Cada cepa de bacterias
se analizo a 1 x 108 genomas/mL, salvo que se indique algo distinto. Las cepas de virus se analizaron a 1 x 10° genomas/mL, salvo
que se indique algo distinto. El resto de microorganismos se analizaron a las concentraciones indicadas. Se cuantificaron todos los
microorganismos mediante la qPCR, salvo los que van cuantificados como Unidades Formadoras de Colonias (UFC) o como
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Unidades Formadoras de Placas (UFP) (Tabla 40). Todos los microorganismos se analizaron por friplicado. Todos los
microorganismos analizados fueron diluidos en una matriz clinica negativa (orina o hisopo vaginal).

Los resultados indicaron que ninguno de estos organismos produjeron falsos positivos en las matrices negativas del M. genitalium
(Tabla 40).

También se realizo un analisis de silicio para evaluar si los oligonucledticos del ensayo ResistancePlus® MG pueden amplificar y
detectar secuencias de acido nucleico en los microorganismos no diana disponibles en BLAST. No se detectaron interacciones
relevantes.

Tabla 40. Especificidad analitica de los microorganismos

Microorganismo ConEenieEon Microorganismo CoEEEEon Microorganismo ColrEerieEon
(genomas/mL) (genomas/mL) (genomas/mL)
Actinomyces israelii 1x 108 HIV-14 1x10% Mycoplasma pirum (2)* 1x 108
Atopobium vaginae 1x 108 HPV type 18 (células HelLa)* 1x10° Mycoplasma pneumoniae (6)* 1x10°
Bacterioides fragilis 1x 108 Klebsiella oxytoca 1x 108 Mycoplasma primatum 1x 108
Bifidobacterium adolescentis 1x 108 Lactobacillus acidophilus 1x 108 Mycoplasma salivarium 1x 108
Campylobacter jejuni 1x 108 Lactobacillus crispatus 1x 108 Neisseria gonorrhoeae 1x 108
Candida albicans 1x10° Lactobacillus jensenii 1x 108 Pentatrichomonas hominis* 1x10°
Candida glabrata 1x 108 Lactobacillus vaginalis 1x 108 Peptostreptococcus anaerobius 1x 108
Candida parapsilosis 1x 108 Listeria monocytogenes 1x 108 Prevotella bivia 1x 108
Candida tropicalis 1x105 Mobiluncus curtisii 1x108 Propionibacterium acnes 1x 105
Chlamydia trachomatis 1x 108 Mycobacterium smegmatis 1x10° Proteus mirabilis 1x 108
Clostridium perfringens 1x 108 Mycoplasma alvi 1x 108 Proteus vulgaris 1x10°
Corynebacterium genitalium 1x 108 Mycoplasma amphoriforme (2)* 1x 108 Pseudomonas aeruginosa 1x 108
Enterobacter aerogenes 1x 108 Mycoplasma arginini 1x 108 Staphylococcus aureus 1x 108
Enterobacter cloaceae 1x108 Mycoplasma buccale 1x108 Staphylococcus saprophyticus 1x108
Enterococcus fecalis 1x 108 Mycoplasma fermentans 1x 108 Streptococcus agalactiae 1x 108
Fusobacterium nucleatum 1x 108 Mycoplasma gallisepticum 1x10* Streptococcus pyogenes 1x10°
Gardnerella vaginalis 1x 108 Mycoplasma hominis 1x 108 Trichomonas vaginalis” 1x10°
Haemophilus ducreyi 1x 108 Mycoplasma lipohilum 1x10* Ureaplasma urealyticum 1x10°
Virus del herpes simple | 1x 108 Mycoplasma orale 1x 108
Virus del herpes simple Il 1x 108 Mycoplasma penetrans 1x 108

* el nUmero entre paréntesis se refiere al nimero de cepas analizadas
A cuantificado como UFP/mL

# cuantificado como UFC/mL

16.2.4  Sustancias potencialmente interferentes

Se realizé un estudio sobre sustancias interferentes para examinar si las sustancias o condiciones que pueden estar presentes en
las muestras de orina o hisopos vaginales puede afectar a la eficacia del ensayo ResistancePlus® MG. En el panel se incluyeron
sustancias endégenas como la sangre, la mucina, los leucocitos y los medicamentos (con y sin receta) que se pueden utilizar para
tratar condiciones urogenitales. Todas las sustancias se evaluaron a través del control interno, que monitoriza la extraccion y la
inhibicién de la gPCR. Todas las muestras se analizaron por triplicado. Las sustancias se diluyeron en una matriz clinica negativa
(orina o hisopo vaginal), segun correspondiese.

Los resultados indicaron que ninguna de las sustancias ni de las condiciones interferian en la deteccién por parte del control interno,
ni arrojaban falsos positivos.

Los resultados se resumen en la Tabla 41 y en la Tabla 42.
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Tabla 41. Sustancias potencialmente interferentes en las muestras de orina ‘

Clase/Sustancia

Nombre del producto

Concentracion de prueba

Sangre completa

- 1 % viv
Semen - 5,0 % viv
Mucosa Mucina 0,8 % p/v

Azitromicina 1,8 mg/mL
Antibiéticos
Doxiciclina 3,6 mg/mL
Aspirina 40 mg/mL

Analgésicos
Paracetamol 3,2 mg/mL

Hormonas intravaginales

7 mg/mL de progesterona +
0,07 mg/mL de beta estradiol

Leucocitos - 10° células/mL
Albumina Albumina de suero bovino 10 mg/mL
Glucosa - 10 mg/mL
Orina acida (pH 4.0) Orina + N-acetil-cisteina pH 4.0
Orina alcalina (pH 9.0) Orina + citrato de amonio pH 9.0
Bilirrubina - 1 mg/mL
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Tabla 42. Sustancias potencialmente interferentes en las muestras de hisopo vaginal

Clase/Sustancia Nombre del producto Concentracion de prueba
Sangre - 60 % viv
Liquido seminal -- 5,0 % viv
Mucosa Mucina 0,8 % p/v
Crema contra el picor Vagisil (1,0 0,25 % piv
0z)
K-Y Jelly (4,0 oz) 0,25 % plv
Gel contraceptivo vaginal Options 0,25 % plv
Gynol Il
Crema vaginal Walgreens o
Clotrimazole (1,5 oz) 0,25 % piv
Productos vaginales y Crema contra el picor con avena
contraceptivos sin receta Vagisil Sensitive Skin Formula 0,25 % p/v
Maximum Strength (1,0 0z)
Gel hidratante interno Vagisil
ProHydrate Natural Feel (0,2 oz x 0,25 % plv
pack de 8)
Desodorante intimo en polvo o
Vagisil Daily (8,0 0z) 0,25 % piv
Ducha vaginal Summer's Eve o
Medicated Douche 0,25 % piv
Spray desodorante Summer's o
Desodorante y polvos Eve (2,0 02) 0,25 % p/v
! . Crema Preparation H o
Crema antihemorroides Hemorrhoidal (0,9 0z) 0,25 % p/v
Gel vaginal Meg/ionldazole, 0,75 0,25 % plv
Medicamentos con receta
Estrace® (crema vaginal con o
estradiol, USP 0,01 %) 0.25 % plv
Leucocitos - 10° células/mL
. . 7 mg/mL de progesterona +
Hormonas intravaginales -
0,07 mg/mL de beta estradiol

17 Atencion al cliente y asistencia técnica

Pdngase en contacto con la asistencia técnica si tiene alguna pregunta sobre la preparacién de las reacciones, las condiciones del
ciclado u otras consultas.

Tel.: +61 2 9209 4169; correo electrénico: tech@speedx.com.au
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19 Apéndice 1: LightCycler® 480 instrument Il

La siguiente informacion se basa en el LightCycler® 480 Software (version 1.5).

El kit ResistancePlus® MG contiene colorantes para el LightCycler® 480 Instrument II. El kit PlexPCR® Colour Compensation (cat.
n.° 90001) debe procesarse y aplicarse para los analisis realizados en el LC480 Il (consulte la seccion 19.2). Este kit se puede
proporcionar si se solicita.

19.1  Programacion del LightCycler® 480 Instrument 1l (LC480 II)

Detection Format (Formato de deteccién)

Cree un Detection Format (Formato de deteccién) personalizado
Abra Tools (Herramientas) > Detection Formats (Formatos de deteccién)

Cree un New Detection Format (Formato de deteccién nuevo) y asignele el nombre «SpeeDx PlexPCR» (puede crearse durante
la generacion del archivo de SpeeDx Colour Compensation [Compensacion del color]) (consulte la Figura 3).

En Filter Combination Selection (Seleccidon de combinacién de filtros), seleccione los siguientes (Excitation-Emission
[Excitacién - Emision]):

Tabla 43. Filter combinations (Combinaciones de filtros)

440-488 465-510 533-580 533-610 533-640 618-660

LC480 Il

" Estas combinaciones de filtros son los nombres predeterminados de los canales

Establezca la Selected Filter Combination List (Lista de combinaciones de filtros seleccionadas) para todos los canales como:
Melt Factor (Factor de fusion): 1
Quant Factor (Factor de cuantificacion): 10

Max Integration Time (sec) (Tiempo maximo de integracion [s]): 1

Figura 3. Formato de deteccién personalizado del SpeeDx

r Filter Combination Selecti

Emission

E 488 510 580 610 640 660
:mFl'l'l'l'l'
1465E||7|'|'|'|_
?ml:ll:ll'l'l'l'
‘iJ533E|E||7|7|7l_
n e O OO O F

s

r Selected Filter Combination List
Excitation Emission Name  Melt Quant Max Integration

Filter Filter Factor | Factor Time (Sec)
440 488 440-488 1 10 1
465 510 465-510 1 10 1
533 580  533-580 1 10 1
533 610  533-610 1 10 1
533 640  533-640 1 10 1
618 660  618-660 1 10 1

Instrument Settings (Configuracién del instrumento)

Cree un Detection Format (Formato de deteccién) personalizado
Abra Tools (Herramientas) > Instruments (Instrumentos)

En Instrument Settings (Configuracion del instrumento) > seleccione Barcode Enabled (Cédigo de barras habilitado)
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Experiment setup (Configuracién de experimentos)

Seleccione New Experiment (Experimento nuevo)
En la pestafia Run Protocol (Protocolo de analisis)

En Detection Format (Formato de deteccion), seleccione el «SpeeDx PlexPCR» personalizado (Figura 4)

Seleccione Customize (Personalizar) >
Seleccione Integration Time Mode (Modo de tiempo de integracion) > Dynamic (Dinamico)

Seleccione las siguientes Filter Combinations (Combinaciones de filtros) activas mostradas en la Tabla 44

Tabla 44. Canales para las dianas de ResistancePlus® MG

Deteccion de M. Mutacion 23S rRNA Internal Control (Control
genitalium (MgPa) interno)
465-510 533-580 533-640

Figura 4. Personalizar formato de deteccion

-

Detection Formats

Detection Format SpeeDx PlexPCR

Integration Time Mode
’}? Dynamic (" Manual

‘”:Active  Filter Combination

| (440-488)

v | (465-510)

v | (533-580)

| (533-610)

v | (533-640)

> (618-660)

Para activar la deteccion automatica de muestras en el software de analisis, asigne etiquetas de identificacion a los pocillos de la
placa

Abra el moédulo Sample Editor (Editor de muestras)

Seleccione el pocillo

Edite Sample Name (Nombre de muestra) para que coincida con la etiqueta de identificacion definida en el modulo de
ensayos del software de analisis (consulte la Seccién 24.4)

Las muestras se etiquetan como Prefijo_Sufijo (tal como se muestra en la Tabla 45y en la
Figura 5) p. ej.: Pa_MG

NOTA: Las etiquetas de identificacion de muestras diferencian entre mayusculas y minusculas. La etiqueta de identificacion debe
coincidir exactamente con las etiquetas asignadas en el archivo de andlisis.

IF-IV0003 v13.0 (Julio de 2023) Pagina 43 de 80



Instrucciones de uso @ SpeeDX

Tabla 45. Etiquetas de identificacion de muestras para el software de analisis

——_— . AL e Nombre de muestra
Ipo de muestra (en software de (en software de

analisis) analisis) (en LC480)
Muestra normal S _MG S_MG
Control negativo N _MG N_MG
Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo mutante) (Pa) Pa _MG Pa_MG
Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo natural) (Pb) Pb _MG Pb_MG

Figura 5. Editor de muestras — asignacion de etiquetas de identificacién a los pocillos

Pos Filter combination Color Repl Of Sample Name
212 |465-510 (465-510) [ | 5 MG
A12|533-580 (533-580) [ | 5 MG
A12|533-640 (533-640) [ | 5 MG
B12 |465-510 (465-510) [ ] Fa_ MG
B12 |533-580 (533-580) [ ] Pa_MG
B12|533-640 (533-640) [ | Pa MG
C12 |465-510 (465-510) [ | Fb_MG
C12|533-580 (533-580) [ ] Pb_MG
C12|533-640 (533-640) [ ] Fb_MG
GB |465-510 (465-510) [ ] H_MG
GB |533-580 (533-580) [ ] H_MG
GB |533-640 (533-640) [ | H_MG

Ajuste Reaction Volume (Volumen de reaccién) > 20 yL Cree el programa siguiente (se muestra

con mas detalle en la Figura 6 - Figura 9):

Tabla 46. Thermocycling Program (Programa de termociclado)

. Hold
Cycles Target °C (Diana " Ramp rate (Tasa de
Program name (Nombre del programa; f o Suspensio )

9 ( prog ) (Ciclos) C) ( E) rampa) (°C/s)*
Polymerase activation (Activacion de polimerasa) 1 95 °C 2 min 4,4
Touch down cycling (Ciclado de toque)?: 10 95°C Ss 44
Step down (Disminucion) de —0,5 °C/ciclo 61 °C —56.5 °C5 30s 22
Quantification cycling (Ciclado de 95°C 5s 4,4
cuantificacion)*: Acquisition/Detection 40
(Adquisicién/deteccion) 52 °C* 40's 2,2
Cooling (Refrigeracion) 1 40 °C 30s 2,2

# Tasa de rampa predeterminada (placa de 96 pocillos)
5 Step size (Magnitud de disminucién): -0,5 °C/Ciclo, Sec Target (Diana sec.):56 °C
* Analysis mode (Modo de analisis): Quantification (cuantificacién), Acquisition mode (Modo de adquisicién): Single (inico)
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Figura 6. Programa de termociclado — Activacion de la polimerasa

1.5.1.62 SP2

Instrument: 30231/ Not Connected D ( )
Window:  [New Experiment | User: Speedx
J } Run Protocol 1 Data I Run Notes [
=) e oot [SpesDx PlexPCR <] (CustomizY Biock Size [ Plateid|[  Reaction Volume [z 3]
Color Comp ID | Lot No| TestID |

e

| Programs
@ | Name Cycles Analysis Mode
» Polymerase activation 1 - {None
_ Touchdown cycling 10 - |None
\ ' Quantification cycling 40 _:‘ Quantification
1 < 1None

Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) | Ramp Rate (C/s)  Acquisitions (per “C)  Sec Target (C)  Step Size (C) Step Delay (cycles)

d’ 95 = |None ~100:02:00 <144 S {0 10 {0
©

Figura 7. Programa de termociclado — Ciclado de toque

15.1.62 SP2

IRARER] K1

Instrument: 30231 / Not Connected D: Ry h )
Window: INew Experiment _-] User: Speedx
o Run Protocol i Data | Run Notes I
ment Setup
Detoction Format [SpeeDx PPCR ] (Customizey ~ Biock Size | Plate 10 | Reaction Volume [0 3]

Color Comp ID | Lot No| TestID [

_Quantification cycling 40
Cnolmg 1

Quantification
None

| Programs
- eV T IO
. TyCmYT 1o

Mo

fals)asle ple

Repo

£

» 95 f_’N(me [ :jéo 00:05 Zea

ool

0 ﬂo

Target (C) Acquisition Mode | Hold (hhimm:ss) | Ramp Rate (*Cls) | Acquisitions (per °C)  Sec Target (‘C) | Step Size (‘C) Step Delay (cycles)

oo

=

Figura 8. Programa de termociclado — Ciclado de cuantificacion

Instrument: 30231 / Not Connected

Poden TE :

e!

Window: Iuew Experiment j User: Speedx
Expert.| | Run Protocol 1 Data | Run Notes |
ment | Setuj
| Detection Format [SpeeDx PlexPCR K| - Block Size [0 Plate 1D | Reaction Volume [20 =]
Color Comp ID | Lot No | TestiD |
Programs

1 None bt
‘10 None )

sbleblepfont

cycling Targets

s o
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Figura 9. Programa de termociclado — Refrigeracién

Database

Window: |Mew Experiment ;I User: Speedx -
| ]
el Run Protocol I Data | Run Notes I
ment Setup-
S _ | Detection Format [SpeeDx PlexPCR | Block Size | Plate ID | Reaction Volume [20 -]
‘ Color Comp ID | Lot No| TestID | g
Programs
§ Program Name Cycles Analysis Mode
|Polymerase activation 1 = {None e
Touchdown cycling |10 < None x
Quantification cyclin 40 < Quantification i
» Cooling 1 =INone ~
[2epon| V)
Report |
T
_ Cooling oTages o E
Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)  Acquisitions (per °C)  Sec Target ("C) Step Size (C) Step Delay (cycles)
<{None ~100:00:30 222 = <lo clo zl0 5 .

01508 02409 0:3303 0.41:57 05051 10000 1:0854 11818
Estimated Time (h:mm:ss)
f
End Program +10 Cycles Start Run
eI :

> Start Run (Iniciar analisis)

Una vez finalizado el programa de ciclado, exporte el archivo .ixo para su analisis en el software de andlisis ResistancePlus® MG
(LC480).

Seleccione Export (Exportar)

Guarde el archivo en una ubicacién facilmente identificable

19.2  Colour Compensation (Compensacion del color) para el LightCycler® 480 Instrument Il

NOTA: El kit PlexPCR® Colour Compensation (Compensacion del color) (cat. n.° 90001) debe procesarse y aplicarse para los analisis
realizados con el LC480 Il. Este kit se puede proporcionar si se solicita.

Para los analisis realizados utilizando el software, el nombre de muestra de las reacciones de compensacion del color debe asignarse
como se muestra en la Tabla 47.

Una vez finalizado el programa de ciclado, exporte el archivo .ixo para su analisis en el software de anadlisis ResistancePlus® MG
(LC480).

Seleccione Export (Exportar)

Guarde el archivo en una ubicacién faciimente identificable con el nombre «SpeeDx PlexPCR».
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Tabla 47. Nombre de las muestras para las reacciones de compensacion del color para el software de analisis

Reacciones
BLANK 488 mix 510 mix 580 mix 610 mix 640 mix 660 mix
(EN (mezcla 488) (mezcla 510) (mezcla (mezcla (mezcla (mezcla
BLANCO) 580) 610) 640) 660)
Dominant Channel Water 440-488 465-510 533-580 533-610 533-640 618-660
(Canal dominante) (Agua)
Nombre de muestra BLANK 440-488 465-510 533-580 533-610 533-640 618-660
(EN
BLANCO)

19.3 Interpretacion de los resultados

La interpretacion de los datos precisa el software de analisis ResistancePlus® MG (LC480). El software de analisis se puede
proporcionar si se solicita. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

Consulte la Seccion 24 para obtener instrucciones para usar el software de analisis ResistancePlus® MG (LC480).
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20 Apéndice 2: cobas z 480 analyser

La siguiente informacion se basa en el cobas z 480 analyser Software (LightCycler 480 SW UDF 2.1.0). Contacte con el representante
de Roche para obtener asistencia en el acceso del UDF software del cobas z 480 analyser.

El kit ResistancePlus® MG contiene colorantes para el cobas z 480 analyser. El kit PlexPCR® Colour Compensation (cat. n.° 90001)
debe procesarse y aplicarse para los analisis realizados en el z 480 (consulte la Seccién 20.2). Este kit se puede proporcionar si se
solicita.

20.1 Programacion del cobas z 480 analyser

Detection Format (Formato de deteccién)

Cree un Detection Format (Formato de deteccién) personalizado
Abra Tools (Herramientas) > Detection Formats (Formatos de deteccion)

Cree un New Detection Format (Formato de deteccion nuevo) y asignele el nombre «SpeeDx PlexPCR» (puede crearse durante
la generacion del archivo de SpeeDx Colour Compensation [Compensacion del color]) (consulte la Figura 10).

En Filter Combination Selection (Seleccion de combinacién de filtros), seleccione los siguientes (Excitation-Emission
[Excitacién - Emision]):

Tabla 48. Filter combinations (Combinaciones de filtros)

465-510 540-580 540-610 540-645 610-670

" Estas combinaciones de filtros son los nombres predeterminados de los canales

Establezca la Selected Filter Combination List (Lista de combinaciones de filtros seleccionadas) para todos los canales como:
Melt Factor (Factor de fusion): 1
Quant Factor (Factor de cuantificacién): 10
Max Integration Time (sec) (Tiempo méaximo de integracion [s]): 1

Figura 10. Formato de deteccion personalizado del SpeeDx

_Filter Combination Selecti
Emission

E 510 580 610 645 670 700

: w5F T T T r r

: w0 r - rr

: sl F F F I T

‘i, sl O OF F I

"0 00 OO

— Selected Filter Combination List

Excitation Emission Name Melt Quant Max Integration
Filter Filter Factor Factor  Time (Sec)
465 510 465-510 1 10 1
540 580 540-580 1 10 1
540 610 540-610 1 10 1
540 645 540-645 1 10 1
610 670 610-670 1 10 1
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Instrument Settings (Configuracidn del instrumento)

Cree un Detection Format (Formato de deteccion) personalizado

Abra Tools (Herramientas) > Instruments (Instrumentos)

g SpeeDx

En Instrument Settings (Configuracion del instrumento) > seleccione Barcode Enabled (Cédigo de barras habilitado)

Experiment setup (Configuracién de experimentos)

Seleccione New Experiment (Experimento nuevo)

En la pestafia Run Protocol (Protocolo de analisis)

En Detection Format (Formato de deteccion), seleccione el «SpeeDx PlexPCR» personalizado (Figura 11)

Seleccione Customize (Personalizar) >

Seleccione Integration Time Mode (Modo de tiempo de integracién) > Dynamic (Dinamico)

Seleccione las siguientes Filter Combinations (Combinaciones de filtros) activas mostradas en la Tabla 49

Tabla 49. Canales para las dianas de ResistancePlus® MG

Deteccion de M.
genitalium (MgPa)

Mutacion 23S rRNA

Internal Control (Control
interno)

465-510

540-580

540-645

Figura 11. Personalizar formato de deteccion

Detection Formats

Detection Format SpeeDx PlexPCR

"Integralion Time Mode

" Manual

(* Dynamic
Active Filter Combination
v 465-510 (465-510)
v 540-580 (540-580)
540-610 (540-610)
v 540-645 (540-645)
3 610-670 (610-670)

Qe

Para activar la detecciéon automatica de muestras en el software de analisis, asigne etiquetas de identificacion a los pocillos de la

placa

Abra el médulo Sample Editor (Editor de muestras)

Seleccione el pocillo

Edite Sample Name (Nombre de muestra) para que coincida con la etiqueta de identificacion definida en el médulo de
ensayos del software de andlisis (consulte la Seccion 24.4)

Las muestras se etiquetan como Prefijo_Sufijo (tal como se muestra en la Tabla 50y la

Figura12) p.ej. Pa_MG
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NOTA: Las etiquetas de identificacion de muestras diferencian entre mayusculas y minusculas. La etiqueta de identificacion debe
coincidir exactamente con las etiquetas asignadas en el archivo de analisis.

Tabla 50. Etiquetas de identificacion de muestras para el software de analisis

e ‘ At B Nombre de muestra
Ipo de muestra (en software de (en software de

analisis) analisis) o) 2 A1)
Muestra normal S _MG S_MG
Control negativo N _MG N_MG
Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo mutante) (Pa) Pa _MG Pa_MG
Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo natural) (Pb) Pb _MG Pb_MG

Figura 12. Editor de muestras — asignacion de etiquetas de identificacién a los pocillos

Ajuste Reaction Volume (Volumen de reaccién) > 20 pL

Pos

Filter
combination

465-510 (465
540-580 (540
540-645 (540

465-510 (465

540-580 (540
540-645 (540
465-510 (465
540-580 (540

540-645 (540

465-510 (465
540-580 (540
540-645 (540

Color

Repl Of Sample Name Quantification

Sample Type
5 MG Unknown
5_MG Unknown
5 MG Unknown
Pa MG Unknown
Pa_ MG Unknown
Pa MG Unknown
Fb_MG Unknown
Fb_MG Unknown
Pb MG Unknown
N MG Unknown
N MG Unknown
N_MG Unknown

Cree el programa siguiente (se muestra con mas detalle en la Figura 13 - Figura 16):

Tabla 51. Thermocycling Program (Programa de termociclado)

Cycles Target °C (Diana Hold Ramp rate (Tasa
Flitgig it izbie {Nolatre Glal 270Gl (Ciclos) °C) (Suspension) de rampa) (°C/s)”
Polymerase activation (Activacion de polimerasa) 1 95 °C 2 min 4,4
Touch down cycling (Ciclado de toque)?: 10 95°C Ss 4.4
Step down (Disminucién) de 0,5 °C/ciclo 61 °C — 56.5 °Co 30s 2,2
Quantification cycling (Ciclado de 95 °C 5s 4,4
cuantificaciéon)’: Acquisition/Detection 40
(Adquisicién/deteccion) 52 °C* 40 s 2,2
Cooling (Refrigeracion) 1 40 °C 30s 2,2

* Tasa de rampa predeterminada (placa de 96 pocillos)

5 Step size (Magnitud de disminucién): -0,5 °C/Ciclo, Sec Target (Diana sec.): 56 °C

* Analysis mode (Modo de analisis): Quantification (cuantificacion), Acquisition mode (Modo de adquisicién): Single (tinico)
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Figura 13. Programa de termociclado — Activacion de la polimerasa

P LightCycler® 430 SW - User Defined Workflow for cobas z 480 -

o

@I @k T O -

Instrument: 54735 / Not Connected Database: June2020 (Research)

Window: INW Experiment j User: Speedx

Detection Fommat [Speetx Prexeca j- Block Size |- Plate ID | Reaction Volume [ =+

Lot No [ TestiD |
Programs
. Prod Cycles Analysis Mode
b Polymerase activation 1 +{None -
Touchdewn cyeling 10 None -
| |quancification cycling |40 Quantification -
|Cooling B Mone E

Targets
Target (°C) ‘ Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)  Acquisitions (per °C) |S|:Tmm Step Size (*C) Step Delay (cycles)

= None ~|00:02:00 a4 + o o 1o | B

Figura 14. Programa de termociclado — Ciclado de toque

T LightCycler® 450 SW - User Defined Workflow for cobas z 480 - o x
Instrument: 54735 / Not Connected Database: June2020 (Research)
Window: INew Experiment j User: Speedx
Expe Run Protocol " Data | Run Notes |
= Setu
Detection Format [Specnx prexpor =] (Customizey  Block ize | - Plate 1D | Reaction Volume [0 =]
. Color Comp 1D | Lot No | TestID | .
| Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
Eolumsrass ACLivATioD 3 —.Nons =
| ling Lo = lons =
|Quantification cycling 10 —~|Ruantification =
|Ceeling 1 ; None -
.
- )
cycling Targets
. Target [°C) Acquisition Mode ‘ Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (*C/s)  Acquisitions (per °C)  Sec Target ("C) Step Size ("C) Step Delay (cycles)
OES ~={None ~|0o:00:0s Slee : =0 ;‘u -0 : .
£l =lNons D0-00-30 2l2 2 2 £ =g < 2y 2

Figura 15. Programa de termociclado — Ciclado de cuantificacién

P LightCyeler® 480 SW - User Defined Workflow for cobas 2 430 - o x
Instrument: 54735 / Not Connected Database: June2020 (Research)
Window: |New Experiment j User: Speedx
5
P
Detection Format Ispeem: PlexFCR B - Block Size | Plate ID Reaction Volume [0 =]
. Color Comp ID | Lot No TestID [ .
® e
Program Name Cycles Analysis Mode
| _Palmra:e activation 1 ;Nnne L
Touchdown cycling 10 =|None hd
[PlQuantificacion cycling 40 ~|guancification -
Cooling 1 ; None =
.
| Q cycling Temp Targets |
. Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)  Acquisitions (per °C)  Sec Target ('C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
. i’ﬂan! joo:oo:us 24,4 B ﬂo 2]o *lo 2 .
. ;lSingle 00:00: 40 S12.2 A 0 210 zlo e .
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Figura 16. Programa de termociclado — Refrigeracion

b J LightCycler® 430 SW - User Defined Workflow for cobas 2 480 - [m] x
Instrument: 54735 / Not Connected Database: June2020 (Research)
Window: INew Experiment j User: Speedx
Experl- [ Run Protocol Il Data | Run Notes | .
ment S
N = [SpeeDx prexpch :|- Block Size Plate D[ Reaction Volume [ =]
. Color Comp 1D | Lot ho | Test 1D | .
() o
. Program Name Cycles | Analysis Mode .
. Polymerase acrivation 1 = |tione -
Touchdown cycling 10 :_mme -
. . Quantification cycling 40 =|Quancificacion - .
=] B Cooling 1 <{Neone -
Report |z|
Cooling Temperature Tar
. |QJ Target (*C) Acquisition Mode Hold {hh:mm:ss) Rlnmpmfﬂl] A’:::hlﬂomlpor't} Sec Target (°C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
!bw *|None ~|00:00:30 = O &/ o o o i .
. ®
V)
Overview
7
2l mnannam
= oo
M RERTER AR T AT
B UL
1 i .
45
40
35{
30{
00000 00613 01506 2402 0325 04141 05041 05326 10841 11735
Estimated Time [h:mm:s)
-. ‘Endl’loglem ” +10 Cycles H Start Run
) ) N

> Start Run (Iniciar analisis)

Una vez finalizado el programa de ciclado, exporte el archivo .ixo para su andlisis en el software de analisis ResistancePlus® MG
(z480).

Seleccione Export (Exportar)

Guarde el archivo en una ubicacién facilmente identificable

20.2  Colour Compensation (Compensacion del color) en cobas z 480 analyser

NOTA: El kit PlexPCR® Colour Compensation (Compensacién del color) (cat. n.° 90001) debe procesarse y aplicarse para los analisis
realizados con el z480. Este kit se puede proporcionar si se solicita.

Para los analisis realizados utilizando el software, el Sample Name (Nombre de muestra) de las reacciones de compensacion del
color debe asignarse como se muestra en la Tabla 52.

Una vez finalizado el programa de ciclado, exporte el archivo .ixo para su andlisis en el software de analisis ResistancePlus® MG
(z480).

Seleccione Export (Exportar)

Guarde el archivo en una ubicacién faciimente identificable con el nombre «SpeeDx PlexPCR».
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Tabla 52. Nombre de las muestras para las reacciones de compensacion del color para el software de

analisis
Reacciones
BLANK 510 mix 580 mix 610 mix 640 mix 660 mix
(EN (mezcla 510) (mezcla 580) (mezcla (mezcla (mezcla 660)
BLANCO) 610) 640)
Dominant Channel Water 465-510 540-580 540-610 540-645 610-670
(Canal dominante) (Agua)
Nombre de muestra | BLANK (EN 465-510 540-580 540-610 540-645 610-670
BLANCO)

20.3 Interpretacion de los resultados

La interpretacion de los datos precisa el software de analisis ResistancePlus® MG (z480). El software de analisis se puede
proporcionar si se solicita. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

Consulte la Seccidn 24 para obtener instrucciones para usar el software de analisis ResistancePlus® MG (z480).
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21 Apéndice 3: Applied Biosystems® 7500 Fast

La informacion siguiente se basa en el 7500 Software v2.3.

El kit ResistancePlus® MGssq) contiene colorantes para el Applied Biosystems® (ABIl) 7500 Fast. Se utilizan calibraciones de
colorantes predeterminadas para todos los canales. No se requiere una calibracién personalizada.

21.1  Programacién del Applied Biosystems® 7500 Fast

Seleccione Advanced Setup (Configuraciéon avanzada)

En Setup (Configuracién) > abra Experiment Properties (Propiedades del experimento) y seleccione lo siguiente
Dé un nombre al experimento
Instrument (Instrumento) > 7500 Fast (96 pocillos)
Type of experiment (Tipo de experimento) > Quantitation — Standard Curve (Cuantificacion - Curva estandar)
Reagents (Reactivos) > Other (Otros)
Ramp Speed (Velocidad de rampa) > Standard (Estandar)

En Setup (Configuracion), abra Plate Setup (Configuracion de placa)
En la pestaia Define Targets and Samples (Definir dianas y muestras) >

Define Targets (Definir dianas) como se muestra a continuacién (defina los colores segun sea necesario)

abla De e Targe De diana
Target name (Nombre de diana) Reporter (Indicador) | Quencher (Extintor)
MgPa FAM None (Ninguno)
Mutacion 23S rRNA JOE None (Ninguno)
Cl TAMRA None (Ninguno)

Para activar la deteccion automatica de muestras en el software de analisis, asigne etiquetas de identificacion a los pocillos de la
placa.

En Setup (Configuracion), abra Plate Setup (Configuracion de placa)
En la pestafa Define Targets and Samples (Definir dianas y muestras) >
Define Samples (Definir muestras)

Edite Sample Name (Nombre de muestra) para que coincida con la etiqueta de identificacion definida en el médulo de
ensayos del software de analisis (consulte la Seccién 24.4)

Las muestras se etiquetan como Prefix_Suffix (tal como se muestra en la Tabla 54 y en la Figura 17) p.ej. Pa_MG

NOTA: Las etiquetas de identificacion de muestras diferencian entre maylsculas y minusculas. La etiqueta de identificacién debe
coincidir exactamente con las etiquetas asignadas en el archivo de andlisis.

Tabla 54. Etiquetas de identificacion de muestras para el software de analisis

. Prefijo _Sufijo Nombre de muestra
Tipo de muestra o o
(en software de andlisis) (en software de andlisis) (en 7500 Fast)
Muestra normal S _MG S MG
Control negativo N _MG N_MG
Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo mutante) (Pa) Pa _MG Pa_MG
Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo natural) (Pb) Pb _MG Pb_MG
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Figura 17. Editor de muestras — asignacion de etiquetas de identificacién a los pocillos

[ 2aanew sample | Add savea sampe |

Sample Name

Pb_MG

S_MG

Pa_MG

N_MG

En la pestafia Assign Targets and Samples (Asignar dianas y muestras) >
Seleccione los pocillos y asigne dianas y muestras a los pocillos seleccionados

Seleccione Passive reference (Referencia pasiva) > None (Ninguna)

En Setup (Configuracién) > abra Run Method (Método de analisis)

Ajuste Reaction Volume Per Well (Volumen de reaccion por pocillo) > 20 yL

Cree el programa siguiente (se muestra en mas detalle en Graphical View [Vista grafica] (Figura 18 y Figura 19) y en Tabular View
[Vista tabular] (Figura 20):

Tabla 55. Thermocycling Program (Programa de termociclado) ‘

Program name (Nombre del programa) ((C:)i/gllgss) Target °C (Diana °C) (Sus|;2:1dsién) (Ri?nn:)g)*
Polymerase activation (Activacion de polimerasa) 1 95 °C 2 min 100 %
Touch down cycling (Ciclado de toque): 10 95°C 5s 100 %
Step down (Disminucion) de 0,5 °C/ciclo® 61 °C — 56,5 °C? 30s 100 %
Quantification cycling (Ciclado de cuantificacion)*: 20 95 °C 5s 100 %
Acquisition/Detection (Adquisicién/deteccion) 52 °C* 40's 100 %

# Tasa de rampa predeterminada
5 Enable AutoDelta (Activar AutoDelta): 0,5 °C/ciclo

+ Collect data on hold (Recogida de datos en suspension)

IF-IV0003 v13.0 (Julio de 2023) Pagina 55 de 80



Instrucciones de uso

©

2

SpeeDx

Figura 18. Run method (Método de analisis) - Graphical View (Vista gréafica)
Holding Stage Cycling Stage Cycling Stage
Number of Cycles: 10 &+ Number of Cycles: 40 &+
[V Enable AutoDelta [ Enable AutoDelta
Staing Cycle: 2 & Starting Cycle: 2
100 — \
950°C 950°'C A 95.0°C
0200 100% 0005 A /00:05 \
75— \RQ% 00%
\ P 4 Tag%
610°C A &
00% 0030 A
520°C
il 00:40
25 -]
o= Step 1 Step 1 Step 2 Step 1 Step 2

ngs

Legal A Temperature Range: -6.33 to 4.32

AutoDelta Time:

Starting Cycle: 2

PO:OO

e

Figura 20. Run method (Método de andlisis) — Tabular View (Vista tabular)
Holding Stage Cycling Stage Cycling Stage
Number of Cycles: 10 | Number of Cycles: |40 |2
Enable AutoDelta [] Enable AutoDelta
Starting Cycle: 2 Starting Cycle: 2
Ramp Rate (%)] ‘100.0 1100.0 {7100.0 g!
610 520 q

Temperature ( °C)]

Step 2

imef p2:00 2]
Time] El
AutoDelta Temp Lo i 050
AutoDelta Time] [+ +|0o:00[2]
Collect Data on Ramp]
Collect Data on Hold]
Step 1 Step 2 Step 1

Step 1

En Setup (Configuracién) > abra Run Method (Método de analisis)

Seleccione Start Run (Iniciar analisis)
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Figura 19. Run method (Método de andlisis) — Graphical View — Enable AutoDelta (Vista grafica - Activar AutoDelta)
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21.2  Interpretacién de los resultados

La interpretacion de los datos precisa el software de analisis ResistancePlus® MG (7500). El software de analisis se puede
proporcionar si se solicita. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

Consulte la Seccion 24 para obtener instrucciones para usar el software de analisis ResistancePlus® MG (7500).
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22 Apéndice 4: Applied Biosystems 7500 Fast Dx

La informacién siguiente se basa en el SDS Software v1.4.1 para el 7500 Fast Dx.

El kit ResistancePlus® MGsso) contiene colorantes para el Applied Biosystems® (ABI) 7500 Fast Dx. Se utilizan calibraciones de
colorantes predeterminadas para todos los canales. No se requiere una calibracién personalizada.

22.1 Programacion del Applied Biosystems® 7500 Fast Dx

Seleccione Create New Document (Crear nuevo documento)

En New Document Wizard (Asistente para documentos nuevos), seleccione lo siguiente (Figura 21):
Assay (Ensayo) > Standard Curve (Absolute Quantification) (Curva estandar) (Cuantificaciéon absoluta)
Container (Recipiente) > 96-Well Clear (96 pocillos, transparente)

Template (Patrén) > Blank document (Documento en blanco)

Run mode (Modo de analisis) > Standard 7500

Operator (Operador) > Escriba el nombre del operador

Comments (Observaciones) > Escriba las observaciones o notas adicionales para el archivo de analisis
Plate Name (Nombre de placa) > Asigne un nombre Unico para el archivo de analisis

Seleccione Next (Siguiente)

Figura 21. Ventana del asistente para nuevos documentos

lew Docurment Wizard *
Define Document
Select the assay, container, and template for the document, and enter the operator name and comments.
Assay: IStandard Curve (Absolute Quantitation) j
Container: I‘}E—Well Clear LI
Template: IBIank Document LI Browse... |
Run Mode: | Standard 7500 |
Operator: I
Comments: |SDS v1.4.1
Plate Name: |Plate1
cgack | Net> | Fmsh | Cancel

En Select Detectors (Seleccionar detectores) > seleccione New Detector (Nuevo detector)
Defina los detectores seglin se muestra a continuacién (defina los colores necesarios) (Tabla 56

y Figura 22)

Tabla 56. Definir detectores

Detectors Detector name Reporter dye (Color Quencher (Extintor)
(Detectores) (Nombre del detector) del indicador)

Detector 1 MgPa FAM None (Ninguno)

Detector 2 Mutacion 23S rRNA JOE None (Ninguno)

Detector 3 Cl TAMRA None (Ninguno)
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Seleccione OK (Aceptar)

Seleccione Detectors (Detectores) (Figu

Figura 22. Ventana del nuevo detector

Drescription:
Fieporter Dye:

Quencher Dye

Mew Detector

b

M ame: |

. [Fam

1 | [none]

Color: 1

Motes:

Create Another | (] 8 |

Cancel

ra 23)

Seleccione los detectores y agréguelos al documento

Seleccione Passive reference (Referencia pasiva) > None (Ninguna)

Figura 23. Ventana para seleccionar detectores

g SpeeDx

Select Detectors

Mew Document Wizard

Select the detectors you will be using in the document.

Find: ﬂj Passive Reference: |inone) A
Detector Name | Description | Reporter | Quencher Detectors in Document |

MgPa FAM (none) MgPa

235 rRNA mutation 10E (none) 235 rRNA mutation

C TANRA | (none) Add >> c

<< Remove
< 3
MNew Detector
< Back Mext > Finish Cancel

En Set Up sample plate (Configurar placa de muestras) >

Seleccione los pocillos y asigne 4 detectores a los pocillos seleccionados

- MgPa
- Mutacion 23S rRNA
- Cl

Seleccione Next (Siguiente)
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Para activar la detecciéon automatica de muestras en el software de andlisis, asigne etiquetas de identificacion a los pocillos de la

placa

En la pestafia Setup (Configurar) > Plate (Placa)

Haga clic con el botén derecho en el pocillo y seleccione Well Inspector (Inspector de pocillo) > Introduzca Sample Name

(Nombre de muestra)

Edite Sample Name (Nombre de muestra) para que coincida con la etiqueta de identificacion definida en el modulo de
ensayos del software de analisis (consulte la Seccién 24.4)

Las muestras se etiquetan como Prefijo_Sufijo (tal como se muestra en la Tabla 57 y la Figura 24) p.ej. Pb_MG

NOTA: Las etiquetas de identificacion de muestras diferencian entre mayusculas y minusculas. La etiqueta de identificacién debe

coincidir exactamente con las etiquetas asignadas en el archivo de analisis.

Tabla 57. Etiquetas de identificacion de muestras para el software de andlisis

. Prefijo_ _Sufijo Nombre de muestra
Tipo de muestra _ _
(en software de andlisis) (en software de andlisis) (en 7500 Fast Dx)

Muestra normal S _MG S_MG
Control negativo N _MG N_MG
Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo mutante) Pa _MG Pa_MG
(Pa)

Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo natural) (Pb) Pb _MG Pb_MG

Figura 24. Configurar vista de la placa — Asignacién de etiquetas de identificacién alos pocillos

Seleccione Next (Siguiente)

En la pestafia Instrument (Instrumento)

En la casilla Settings (Configuracién)
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Para Sample Volume (volumen de muestra) (uL), introduzca 20 yL

Cree el siguiente protocolo para el termociclador (Tabla 58 y Figura 25y Figura 26)

Tabla 58. Protocolo para el termociclador ‘

g SpeeDx

Program name (Nombre del programa) (?ilgllgss) Target °C (Diana °C) (Sust)'glndsién) (R'z?n";g)*
Polymerase activation (Activacion de polimerasa) 1 95 °C 2 min 100 %
Touch down cycling (Ciclado de toque): 10 95°C 5s 100 %
Step down (Disminucion) de -0,5 °C/ciclo® 61 °C — 56.5 °Cd 30s 100 %
oy 0,

Quantification cycling (Ciclado de cuantificacion)’: 40 95°C 5s 100 %
Acquisition/Detection (Adquisicion/deteccion) 52 °C* 40s 100 %

0

# Tasa de rampa predeterminada
5 Enable AutoDelta (Activar AutoDelta): -0,5 <Clciclo

+ Collect data on hold (Recogida de datos en suspension)

Figura 25. Protocolo para el termociclador — Perfil térmico

r— Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile |Aut0 Incrementl Fiamp Hatel
Stage 1 Stage 2 Stage 3
Reps Rees mees
-
Z00 oz ]
81.0
52.0
0:20
Add Cycle Add Hold | Add Step | Add Dizzociation Stage [relete Help
Setting:
Sample Volume [pL] - |2D
Run Made | Standard 7500 |
Data Collection: | Stage 3. Step 2(52.0 @ 0:40) =l
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Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile  Auta Increment l Rarnp Hate]
Stage 1 Stage 2 Stage 3
reps [T rees [15] .
oo ] oo ]
[con ]
05
— [0 ]
| | Help
Settings
Sample Yolume [pl) : 20
Fiun Made | Standard 7500 |
Data Collection: | Stage 3. Step 2 (52.0 @ 0:40) =]

22.2  Interpretacién de los resultados

g SpeeDx

Figura 26. Protocolo para el termociclador — Incremento automatico

La interpretacion de los datos precisa el software de andlisis ResistancePlus® MG (7500). El software de analisis se puede

proporcionar si se solicita. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

Consulte la Seccion 24 para obtener instrucciones para usar el software de analisis ResistancePlus® MG (7500).
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23 Apéndice 5: Bio-Rad CFX96™ Dx y CFX96 Touch™ Real-Time PCR System

La informacion siguiente se basa en el Bio-Rad CFX Manager v3.1.

El kit ResistancePlus® MGs7s) contiene colorantes para el CFX96 Real-Time PCR System. Se utilizan calibraciones de colorantes
predeterminadas para todos los canales. No se requiere una calibracion personalizada.

23.1 Programacion del CFX96™ Dx y CFX96 Touch™ Real-time PCR System
Seleccione View (Ver) > Abra Run Setup (Configuracién de analisis)
En la pestafia Run Setup (Configuracion de andlisis) > Protocol (Protocolo) > Seleccione Create New (Crear nuevo)

En el Protocol Editor (Editor de protocolos) (consulte la Figura 27):

Ajuste Sample Volume (Volumen de muestra) > 20 yL

Cree el siguiente programa de termociclado y guardelo como «SpeeDx PCR». Este protocolo puede seleccionarse para
futuros analisis.

Para el ciclado de toque, seleccione el paso 3 y seleccione Step options (Opciones de paso) > Increment
(Incremento): —0,5 °C/ciclo (se muestra en mas detalle en la Figura 28).

Tabla 59. Thermocycling Program (Programa de termociclado)

) Hold
Cycles Target °C (Diana iz
Program name (Nombre del programa) (Ciclos) °C) (Susz;ensm
Polymerase activation (Activacion de polimerasa) 1 95 °C 2 min
Touch down cycling (Ciclado de toque)®: 10 95°C 5s
Step down (Disminucion) de —-0,5 °Cciclo 61 °C — 56,5 °Cd 30s
e . . . e e + 95 OC 5 S
Quantification cycling (Ciclado de cuantificacién)™: 40
Acquisition/Detection (Adquisicion/deteccién) 52 oC* 40s

3 Step options (Opciones de paso) > Increment (Incremento): -0,5 °C/ciclo

* Add Plate Read to Step (Afadir lectura de placa al paso)
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Figura 27. Thermocycling Protocol — Graphical view (Protocolo de termociclado - Vista gréafica)

| Protocol Editor - New

| =

File  Settings Tools
HI ﬁ Insert Step Sample Volume pl | Est. Run Time 01:26:00 9
1 2 3 4 5 [ 7
950 C 9.0 C 950 C
200 0:05 0:05
L C g 520 C SR E
0:30 0 —a . 0 [
T ’ T R
o] 0
2 5
9 x 33 x
1 950 C for200
InseﬁSteD — 2 950 C for0:05
3 610 C for0:30
Insert Gradiert | Decrementtemperature by 0.5 C per cycle
— 4 GOTO2 .3 maore times
= — 5 950 C for0:05
B 520 C for 0:40
+ Flate Read
A insert Mk Curve =7 GOTO5 .39  moretimes
END
tei
v
(2 Detete Step

Figura 28. Step Options (Opciones de paso)

Step Options

Step 3

Temperature
Gradient
Increment
Ramp Rate
Time

Extend

[] Plate Read

<
g
oce

°CJsec
0:30 sec/oyde

sec/cyde
[] Beep

X

OK Cancel

Seleccione Create New (Crear nueva)

En la pestafia Run Setup (Configuracion de andlisis) > Plate (Placa)

Seleccione Settings (Configuracion) > Plate Type (Tipo de placa) > Seleccione BR Clear (BR transparente)

Ajuste Scan mode (Modo de escaneo) > All channels (Todos los canales)

Select Fluorophores (Seleccione fluoréforos) > FAM, HEX, Quasar 705 (véase la Tabla 60)

Seleccione los pocillos que contengan muestras, asigne el Sample Type (Tipo de muestra) y marque Load (Cargar) para
los fluoréforos (FAM, HEX, Quasar 705).

Guarde la placa
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Tabla 60. Canales para las dianas de ResistancePlus® MGzs)

Deteccion de M. genitalium (MgPa) Mutacion 23S rRNA Control interno

FAM HEX Quasar 705

En la pestafia Run Setup (Configuracion de andlisis) > Start Run (Iniciar analisis)
Seleccione bloque

Start Run (Iniciar analisis)

Para activar la deteccion automatica de muestras en el software de analisis, asigne etiquetas de identificacion a los pocillos de la
placa

Abra el moédulo Plate Setup (Configuracion de placa)
Seleccione el pocillo

Edite Sample Name (Nombre de muestra) para que coincida con la etiqueta de identificacion definida en el modulo de
ensayos del software de analisis (consulte la Seccién 24.4)

Las muestras se etiquetan como Prefijo_Sufijo (tal como se muestra en la Tabla 61 y la Figura 29) p.ej. Pb_MG

NOTA: Las etiquetas de identificacion de muestras diferencian entre maylsculas y mindsculas. La etiqueta de identificacién debe
coincidir exactamente con las etiquetas asignadas en el archivo de andlisis.

Tabla 61. Etiquetas de identificacion de muestras para el software de analisis

. Prefijo_ _Sufijo Nombre de muestra
Tipo de muestra o .
(en software de andlisis) (en software de andlisis) (en CFX96)

Muestra normal S _MG S_MG
Control negativo N _MG N_MG
Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo mutante) Pa _MG Pa_MG
(Pa)

Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo natural) Pb _MG Pb_MG
(Pb)

Figura 29. Editor de muestras — Asignacion de etiquetas de identificacion a los pocillos

[ 4 1 2 3

23.2  Interpretacién de los resultados

La interpretacion de los datos precisa el software de analisis ResistancePlus® MG (CFX). El software de andlisis se puede
proporcionar si se solicita. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

Consulte la Seccidn 24 para obtener instrucciones sobre el uso del software de andlisis ResistancePlus® MG (CFX).
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24 Apéndice A: Interpretacion de los resultados

Para la interpretacion de los datos se precisa el software de andlisis ResistancePlus® MG. Mientras que los cebadores PlexPrime®
ofrecen una mayor especificidad que otros cebadores especiales para el alelo, se puede ver una amplificaciéon no especifica
procedente del ensayo ResistancePlus® GC en muestras que contengan una gran concentracion del tipo natural del 23S rRNA del
M. genitalium. El software de analisis ResistancePlus® MG automatiza la interpretacion de la informacion sobre los resultados de la
amplificacion y optimiza el flujo de trabajo.

Consulte la Tabla 62 para ver el software de analisis adecuado para cada uno de los instrumentos de PCR en tiempo real. El software
de analisis se puede proporcionar si se solicita. Contacte con tech@speedx.com.au para obtener mas informacion.

Tabla 62. Software de analisis ResistancePlus® MG

N.° de cat. Software de andlisis* Instrumento de PCR en tiempo real

99003 ResistancePlus® MG (LC480) LC480 Il

99018 ResistancePlus® MG (z480) z 480

99002 ResistancePlus® MG (7500) 7500 Fasty 7500 Fast Dx

99008 ResistancePlus® MG (CFX) CFX96 Dx y CFX96 Touch

99023 REFLEX ResistancePlus® MG (LC480) LC480 Il

99024 REFLEX ResistancePlus® MG (z480) 7 480

99026 REFLEX ResistancePlus® MG (7500) 7500 Fasty 7500 Fast Dx

99025 REFLEX ResistancePlus® MG (CFX) CFX96 Dx y CFX96 Touch

* Consulte el sitio web https://plexpcr.com/products/sexually-transmitted-infections/resistanceplus-mg/#resources para
asegurarse de que esta utilizando la versién mas reciente del software de analisis.

NOTA: Siga las practicas habituales de laboratorio para transferir, comunicar y almacenar los resultados con el fin de evitar la pérdida
de informacién de las muestras.

24.1  Plataforma FastFinder: requisitos informaticos minimos

El software de analisis esta disponible en la plataforma FastFinder (https://www.ugentec.com/fastfinder/analysis). A continuacion, se
indican los requisitos informaticos minimos para la instalaciéon de la plataforma FastFinder.

Requisitos de hardware

PC (no compatible con ordenadores Mac)
Procesador: 2 GHz, 2 GB RAM

Espacio en disco: 10 Gb

Conexion a Internet Cable o DSL, no compatible con proxy
Resoluciéon min. de pantalla 1366x768 pixeles
Sistema operativo compatible del cliente
Ediciones compatibles del sistema operativo
Windows 10 32 bits y 64 bits

Windows 8.1 32 bits, 64 bits y ARM

Windows 8 32 bits, 64 bits y ARM

Windows 7 SP1 32 bits y 64 bits

Windows Vista SP2 32 bits y 64 bits
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Navegadores compatibles

Los usuarios de la cuenta de administrador de FastFinder necesitan uno de los siguientes:
* Internet Explorer 11 o posterior

* Microsoft Edge 25 o posterior

* Firefox 45 o posterior

* Google Chrome 47 o posterior.

Puede funcionar con versiones anteriores, pero no se admiten oficialmente.

Requisitos del software

Para utilizar el software FastFinder, se necesita al menos .NET 4.6.1. Para obtener mas informacién sobre el marco .NET, visite las
paginas de ayuda de Microsoft Windows.

Configuracion del antivirus

Es posible que su software antivirus ponga el instalador de FastFinder (UgenTec.FastFinder.Installer.exe) en cuarentena. Afiada este
archivo a la lista blanca del antivirus. Ejemplo: Symantec (riesgo: WS.Reputacién.1)

Requisitos del cortafuegos

Las conexiones https deben permitirse a *.fastfinderplatform.com:443

Para obtener instrucciones mas detalladas en la plataforma FastFinder, consulte las instrucciones de uso del FastFinder, a las
que podra acceder desde el menu Help (Ayuda).

Para acceder al menu Help (Ayuda)
A

- Abra el menu Start (Inicio) &

- Seleccione o la seccién Help (Ayuda) y a continuacién seleccione Product Documentation (Documentos sobre los
productos) y después Instructions For Use (Instrucciones de uso).

NEED HELP?
Product documentation Help centre Go to admin
In the help section you can consult the user
manual, go to the admin and contact us on
tech@speedx.com.au.
Terms of use About

Help section

24.2  Device set up (Configuracién del dispositivo) (usuario o dispositivo nuevos)

Consulte las FastFinder Instructions For Use (Instrucciones de uso de FastFinder) para obtener instrucciones detalladas para
configurar el dispositivo, a las que se puede acceder desde el menu Help (Ayuda)

Abra el FastFinder

- Seleccione Devices (Dispositivos) en la barra del flujo de trabajo
>  Seleccione Add (Agregar)
>  Seleccione un archivo (archivo de analisis) para el nuevo dispositivo

- Para cambiar el Current directory (Directorio actual)
>  Seleccione Browse (Examinar) y seleccione la carpeta que contiene los archivos relevantes
>  Seleccione Next (Siguiente)

- Afada informacién del dispositivo

>  Seleccione Save (Guardar)
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24.21 Colour Compensation (Compensacion del color)

NOTA: Consulte la Seccion 19.2 y Seccidn 20.2 para obtener mas informacion sobre Colour Compensation (Compensacion del
color)

Para los dispositivos LC480 Il y z 480, se debe agregar al dispositivo un archivo para compensar el color
- Seleccione el dispositivo LC480 Il 0 z 480
>  Enla secciéon Colour Compensation (Compensacion del color), seleccione |:|
>  Seleccione el archivo de compensacion del color para el dispositivo desde el directorio
- Para cambiar el Current directory (Directorio actual)
>  Seleccione Browse (Examinar) y seleccione la carpeta que contiene los archivos relevantes
- Seleccione Next (Siguiente)

- Seleccione ResistancePlus MG (LC480), ResistancePlus MG (z480), REFLEX ResistancePlus MG (LC480) o REFLEX
ResistancePlus MG (z480) en la lista para su vinculacion con este ensayo

- Seleccione Save (Guardar)

Se pueden afiadir archivos de compensacion del color nuevos o adicionales a un dispositivo; también se pueden desactivar en caso
necesario.

En la seccién de compensacioén del color del dispositivo

- Al lado del nombre del archivo, seleccione I:I

Active

- Seleccione

para activar o desactivar un archivo de compensacion del color para un ensayo

- Seleccione Save (Guardar)

24.3 Complemento del ensayo (usuario nuevo)

Consulte las FastFinder Instructions For Use (Instrucciones de uso de FastFinder) para obtener instrucciones detalladas para
configurar ensayos, a las que se puede acceder desde el menu Help (Ayuda)

Abra el FastFinder
- Seleccione Assays (Ensayos) en la barra del flujo de trabajo
- Seleccione Add (Agregar)
>  Para el LC480 Il > Seleccione ResistancePlus MG (LC480) en la lista
>  Para el z 480 > Seleccione ResistancePlus MG (z480) en la lista
>  Parael 7500 Fasty el 7500 Fast Dx > Seleccione ResistancePlus MG (7500) en la lista
>  Para el CFX96 Dx y el CFX96 Touch > Seleccione ResistancePlus MG (CFX) en la lista

> Para el andlisis de las muestras extraidas sin Cl en el LC480 (flujo de trabajo reflex) > Seleccione REFLEX
ResistancePlus® MG (LC 480) en la lista

>  Para el analisis de las muestras extraidas sin Cl en el z 480 (flujo de trabajo reflex) > Seleccione REFLEX ResistancePlus®
MG (z480) en la lista

>  Para el analisis de las muestras extraidas sin Cl en el 7500 Fast y 7500 Fast Dx (flujo de trabajo reflex) > Seleccione
REFLEX ResistancePlus® MG (7500) en la lista

> Para el andlisis de las muestras extraidas sin Cl en el CFX96 Dx y CFX96 Touch (flujo de trabajo reflex) > Seleccione
REFLEX ResistancePlus® MG (CFX) en la lista

- Seleccione Add (Agregar)

Para activar o desactivar versiones del complemento del ensayo

- En General assay information (Informacién general del ensayo)

IF-IV0003 v13.0 (Julio de 2023) Pagina 68 de 80



sosaose (&) 2 SpeeDx

>  Seleccione I:I Versions (Versiones)

Inactive

Active

>  Seleccione para activar o desactivar la version del ensayo

>  Seleccione Save (Guardar)

24.4  Nombre de muestra

Es posible asignar etiquetas de identificacion de muestra a un complemento del ensayo para automatizar la deteccién de pocillos y
tipos de muestras para su analisis.

Seleccione Assays (Ensayos) en la barra del flujo de trabajo

- Enlas Sample type nametags (prefix) (Etiquetas de identificacion - prefijo), seleccione I:I

>  Seleccione para agregar una etiqueta de identificacion para definir los tipos de muestra (Control negativo, positivo
y normal)

> Agregue la palabra, el acronimo o la letra deseados al cuadro de texto
>  Seleccione Save (Guardar)

- Enlas Mix definition nametags (suffix) (Etiquetas de identificacién de mezclas - sufijo), seleccione I:I

>  Seleccione para agregar una etiqueta de identificacion para definir el nombre de la mezcla
>  Agregue la palabra, el acronimo o la letra deseados al cuadro de texto
>  Seleccione Save (Guardar)

- En el software del instrumento (antes o después de que se haya completado un analisis) asigne la misma etiqueta de
identificacion a los pocillos adecuados

>  Para el LC480 Il consulte la seccién 19 para obtener instrucciones sobre la programacion de etiquetas de identificacion
de muestras en el archivo de analisis

>  Para el z 480 consulte la Seccién 20 para obtener instrucciones sobre la programacion de etiquetas de identificacion de
muestras en el archivo de analisis

> Para el 7500 Fast consulte la Seccién 21 para obtener instrucciones sobre la programacion de etiquetas de identificacion
de muestras en el archivo de analisis

> Para el 7500 Fast Dx consulte la Seccién 22 para obtener instrucciones sobre la programacion de etiquetas de
identificacion de muestras en el archivo de analisis

> Para el CFX96 Dx y el CFX96 Touch consulte la Seccidn 23 para obtener instrucciones sobre la programacion de etiquetas
de identificacion de muestras en el archivo de analisis

NOTA: Las etiquetas de identificacion de muestras diferencian entre mayusculas y minusculas. La etiqueta de identificacién debe
coincidir exactamente con las etiquetas asignadas en el archivo de analisis.

245  Agregar numeros de lote a las mezclas
Se pueden asignar numeros de lote en el ensayo para permitir la trazabilidad de los reactivos
- Seleccione Assays (Ensayos) en la barra del flujo de trabajo
* selecc one L7 i
>  En el Assay Lot (Lote del ensayo): seleccione para agregar un nuevo lote o seleccione para editar un
lote existente

> Una vez agregados, apareceran los nimeros de lote en el médulo de analisis

Show all lots Show only active lots

Seleccione para ver todos los nimeros de lote o ver solo los nimeros de lote activos
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24.6

Analisis

Seleccione Analyses (Analisis) en la barra del flujo de trabajo para iniciar un nuevo analisis

o Select datafile

Busque el archivo que ha de cargarse para el analisis desde un directorio especificado

Para cambiar el Current directory (Directorio actual)

>

Seleccione Browse (Examinar) y seleccione la carpeta que contiene los archivos relevantes

Seleccione el archivo de analisis (datos) de la lista

>

Seleccione Next step (Siguiente paso)

9 Assign assay(s)

Asigne manualmente la informacion del ensayo a la placa si la denominacién de la muestra no se ha configurado en el médulo de

ensayo

Para el LC480 Il > Seleccione ResistancePlus MG (LC480)

Para el z 480 > Seleccione ResistancePlus MG (z480)

Para el 7500 Fast y 7500 Fast Dx > Seleccione ResistancePlus MG (7500)

Para el CFX96 Dx y CFX96 Touch > Seleccione ResistancePlus MG (CFX)

2 SpeeDx

Para el andlisis de las muestras extraidas sin Cl en el LC480 > Seleccione REFLEX ResistancePlus®MG (LC480)

Para el analisis de las muestras extraidas sin Cl en el z 480 > Seleccione REFLEX ResistancePlus®MG (z480)

Para el analisis de las muestras extraidas sin Cl en el 7500 Fast y 7500 Fast Dx > Seleccione REFLEX ResistancePlus® MG
(7500)

Para el analisis de las muestras extraidas sin Cl en el CFX96 Dx y CFX96 Touch > Seleccione REFLEX ResistancePlus® MG

(CFX)

Seleccione los pocillos y asigne como:

>

>

>

>

Muestra normal (S)

Control negativo (N)

Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo mutante) (Pa)
Control positivo (MG, 23S rRNA de tipo natural) (Pb)

Seleccione Next step (Siguiente paso)

Para guardar la disposicion de la placa como patrén para uso futuro

Seleccione los pocillos y asigne tipos de muestras

>

.
B
Seleccione para guardar el patron

Especifique el nombre del patrén para uso futuro

>

Seleccione Save (Guardar)

Para cargar un patrén de placa guardado previamente

Seleccione para cargar el patron de placa

>

>

>

Seleccione el patron en el menu desplegable
Marque la casilla para cargar los tipos de muestra especificados dentro del patrén de placa

Seleccione Load (Cargar)
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e Configure assay(s)

Para el LC480 Il > Seleccione ResistancePlus MG (LC480)
>  Seleccione el archivo de compensacién del color en el ment desplegable
>  Seleccione Assay Lot (Lote de ensayo) en el menu desplegable

>  Seleccione Analyse (Analisis)

Para el z 480 > Seleccione ResistancePlus MG (z480)
>  Seleccione el archivo de compensacion del color en el menu desplegable
>  Seleccione Assay Lot (Lote de ensayo) en el menu desplegable

>  Seleccione Analyse (Analisis)

Para el 7500 Fast t 7500 Fast Dx > Seleccione ResistancePlus MG (7500)
>  Seleccione Assay Lot (Lote de ensayo) en el menu desplegable

>  Seleccione Analyse (Analisis)

Para el CFX96 Dx y CFX96 Touch > Seleccione ResistancePlus MG (CFX)
>  Seleccione Assay Lot (Lote de ensayo) en el menu desplegable

>  Seleccione Analyse (Analisis)

Para las muestras extraidas sin Cl (flujo de trabajo) en el LC480 Il > Seleccione REFLEX ResistancePlus MG (LC480)
>  Seleccione el archivo de compensacioén del color en el menu desplegable
>  Seleccione Assay Lot (Lote de ensayo) en el menu desplegable

>  Seleccione Analyse (Analisis)

Para las muestras extraidas sin Cl (flujo de trabajo reflex) en el z 480 > Seleccione REFLEX ResistancePlus MG (z480)
>  Seleccione el archivo de compensacion del color en el menu desplegable
>  Seleccione Assay Lot (Lote de ensayo) en el menu desplegable

>  Seleccione Analyse (Analisis)

Para las muestras extraidas sin Cl (flujo de trabajo reflex) en el 7500 Fast y 7500 Fast Dx > Seleccione REFLEX ResistancePlus
MG (7500)

>  Seleccione Assay Lot (Lote de ensayo) en el menu desplegable
>  Seleccione Analyse (Analisis)

Para las muestras extraidas sin Cl (flujo de trabajo reflex) en el CFX96 Dx y CFX96 Touch > Seleccione REFLEX
ResistancePlus MG (CFX)

>  Seleccione Assay Lot (Lote de ensayo) en el menu desplegable

>  Seleccione Analyse (Analisis)

24.7 Resultados

Consulte la Tabla 63 para ver un resumen de posibles resultados de muestras comunicados.

NOTA: Se recomienda encarecidamente que las curvas de amplificacion se confirmen para todas las muestras positivas.
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Para resolver todos los resultados inciertos
- Seleccione la pestafia Resolve (Resolver)
- Seleccione la muestra que resolver

- Inspeccione las curvas de amplificacion para los resultados inciertos

> Seleccione (Ref | para trazar una curva de referencia en el grafico

>  Seleccione @ para trazar un control positivo en el grafico
> Seleccione @ para trazar un control negativo en el grafico
>  Seleccione v para confirmar el resultado sugerido o seleccione I:I para una opcion distinta

- Confirme como Negative (Negativo) o Inconclusive (Inconcluyente) y afiada sus observaciones

NOTA: Para las muestras inconcluyentes, vuelva a extraer y a analizar las muestras una vez mas. Si el resultado de las muestras
sigue siendo inconcluyente, recoja una muestra nueva y analicela.

Para finalizar el analisis e impedir que el usuario haga mas cambios
>  Seleccione Authorise Analysis (Autorizar andlisis)
>  Seleccione Yes (Si) para confirmar
- Pararechazar o volver a empezar el analisis
>  Seleccione Restart Analysis (Reiniciar analisis) o Reject Analysis (Rechazar analisis)

>  Seleccione la opcién para confirmar

24.8 Curvade referencia

Puede guardarse y utilizarse una curva de referencia para hacer comparaciones con las muestras de la misma placa o de diferentes
placas

- Seleccione la muestra de interés en el menu Well Details (Datos de pocillo) o Target Details (Datos de diana)

- En el menu de gréfico de amplificacion > seleccione H
>  Seleccione la casilla de verificacion del canal de interés y afiada una etiqueta
>  Seleccione Save (Guardar) para afiadir la sefial como curva de referencia

Esta curva de referencia aparecera ahora asociada al ensayo en el menu Assay (Ensayo) y podra desactivarse en cualquier momento.
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24.9 Resumen de resultados

Tabla 63. Software de analisis ResistancePlus

[Resumen de resultados])

®

g SpeeDx

MG para la interpretacion de los resultados (pestafia Results Overview

Pocillo | Nombre Ensayo Resultado | Valores Cg” Resultados generales
Muestra 1 - Negativa
A1 Muestra 1 ResistancePlus MG | Negativo CANAL C: 25,31 M. M. genitalium no detectado, Cl
valido
CANAL A: 13,35 Muestra 2 - Positiva
A2 Muestra 2 ResistancePlus MG | Positivo CANAL B: 24,22 M. genitalium detectado,
CANAL C: 24,36 mutacion 23S rRNA no detectada
CANAL A: 23.32 Muestra 3 - Positiva
A3 Muestra 3 ResistancePlus MG | Positivo CANAL B: 31164 M. genitalium detectado,
U mutacion 23S rRNA no detectada
CANAL A: 21,32 Muestra 4 - Positiva
A4 Muestra 4 ResistancePlus MG | Positivo CANAL B:2322 | M. genitalium, mutacion del 23S
CANAL C: 24,30 rRNA detectados
CANAL A: 23.16 Muestra 5 - Positiva
A5 Muestra 5 ResistancePlus MG | Positivo ) M. genitalium, mutacién del 23S
CANAL B: 24,31 | 'RNA detectados
. . . Muestra 6 - No valida
A6 Muestra 6 ResistancePlus MG | No valido CANAL C: 35,02 Cl no vélido, repetir prueba
Muestra 7 CANAL A:26,27 | Muestra 7 - Positiva 2
O a7 ResistancePlus MG | Positivo CANAL B: 28,112 | M. genitalium, mutacion del 23S
(Marcada para resolver) CANAL C: 28,92 rRNA detectados
3
A7 Muestra 7 Resist: Plus MG | No valid CANAL A: 26,27 Resultado i | I¢ ti
esistancePlus o valido . esultado inconcluyente, repetir
(Resolver a Inconcluyente) CANAL C: 28,92 la prueba '
B2 Pa Resist Pus MG | Positi CANAL A: 25,01 Pa - Positiva
(Control positivo de tipo mutacion) | OSVO | CANALB:24,23 | Control positivo valido
Pb Pb - Positiva
B3 ResistancePlus MG | Positivo CANAL A: 25,90 Control positivo vélido
(Control positivo de tipo natural) p
B4 N Resi Plus MG | Negati CANAL C: 2625 | I\~ Negatva
(Control negativo) esistancePlus egativo T Control negativo valido

A Consulte en la Tabla 12 los nombres de los canales para los diferentes instrumentos

" Para muestras con Cl no validas e inconcluyentes, vuelva a extraer y a analizar

2 Las muestras con valores Cq inciertos quedaran marcadas para su resolucién mediante

3 Las muestras que sean inconcluyentes quedan marcadas con

24.10 Exportar resultados

- Para exportar los resultados

>  Seleccione Exports (Exportaciones) en la barra del flujo de trabajo

>  Exporte uno o varios de los siguientes tipos de informe: Cq values list (Lista de valores Cq) (CSV), Results (Resultados)

(CSV), Generic Amplification (Amplificacién genérica) (CSV) o el archivo de integracion LIS correspondiente.

>  Seleccione Exports (Exportaciones)

- Para descargar las exportaciones

>  Seleccione Reports (Informes) en la barra del flujo de trabajo

>  Seleccione los archivos y guarde

- También puede exportar un informe personalizado

>  Exporte Amplification Curve Analysis (PDF) (Analisis de la curva de amplificacion [PDF])
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- Seleccione Exports (Exportaciones)

>

24.11 Gréficos de ejemplo de control

Abra en el Report Viewer (Visor de informes) para ver, guardar e imprimir

g SpeeDx

Seleccione la informacion incluida deseada (graficos, seguimiento de auditoria, resumen de resultados)

Seleccione la configuracion de informe que desee para personalizar el orden de las muestras

Los siguientes ejemplos muestran las curvas de amplificaciéon (curvas de amplificacion con correcciéon de valores iniciales) y un
resumen de los resultados del software de analisis ResistancePlus MG (7500) para los tipos de muestra de control.

24.11.1 M. M. genitalium, control de mutacion del 23S rRNA (Pa)
- s
CANAL B CANAL C
Pocillo Nombre | Ensayo Resultado | Valores Cq Resultados generales
B1 Pa ResistancePlus MG Positivo CANAL A: 26,36 Pa- Positiva

CANAL B: 27,38

Control positivo valido

24.11.2 M. genitalium, control de tipo natural del 23S rRNA (Pb)

CANAL B CANAL C

Pocillo

Nombre

Ensayo

Resultado

Valores Cq

Resultados generales

D12

Pb

ResistancePlus MG

Positivo

CANAL A: 24,30
CANAL B: 34,29

Pb - Positiva
Control positivo valido
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24.11.3 M. genitalium control negativo (N) (muestra negativa)

CANAL B CANALC

Pocillo Nombre Ensayo Resultado | Valores Cq Resultados generales
. . N - Negativa
D12 N ResistancePlus MG Negativo CANAL C: 27,65 . .
Control negativo valido

24.12 Ejemplos

Los siguientes ejemplos muestran las curvas de amplificaciéon (curvas de amplificacion con correccién de valores iniciales) y un
resumen de los resultados del software de andlisis ResistancePlus MG (7500) para las distintas muestras.

24.12.1 Ejemplo 1. M. genitalium, muestra de tipo natural del 23S rRNA
'
CANAL B CANAL C
Pocillo | Nombre Ensayo Resultado Valores Cq Resultados generales
CANAL A: 16,34 Muestra 12 - Positiva
D2 Muestra 12 ResistancePlus MG Positivo CANAL B: 26,59 M. genitalium detectado,
CANAL C: 26,00 mutacion 23S rRNA no detectada
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24.12.2 Ejemplo 2. Bajas copias M. genitalium, muestra de tipo natural del 23S rRNA

©

CANAL B CANALC

g SpeeDx

CANAL C: 28,11

Pocillo | Nombre Ensayo Resultado Valores Cq Resultados generales
Muestra 6 - Positiva
CANAL A: 29,30 -
F1 Muestra 6 ResistancePlus MG Positivo M. genitalium detectado,

mutacion 23S rRNA no detectada

24.12.3 Ejemplo 3. M. genitalium con numero elevado de copias, muestra de mutacién del 23S rRNA

CANAL B CANAL C

Pocillo | Nombre Ensayo Resultado Valores Cq Resultados generales
CANAL A: 18,08 Muestra 9 - Positiva
G3 Muestra 9 ResistancePlus MG Positivo CANAL B: 22,31 M. genitalium, mutacién del 23S rRNA
CANAL C: 28,03 detectados
24.12.4 Ejemplo 4. Bajas copias M. genitalium con nimero elevado de copias, muestra de mutacién del 23S rRNA
f‘;
CANAL B CANAL C
Pocillo | Nombre Ensayo Resultado | Valores Cq Resultados generales
CANAL A: 29,08 Muestra 21 - Positiva
E3 Muestra 21 ResistancePlus MG Positivo CANAL B: 29,23 M. genitalium, mutacion del 23S rRNA
CANAL C: 26,13 detectados
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24.12.5 Ejemplo 5. Muestra negativa

Eycle

CANAL B CANALC

g SpeeDx

Pocillo | Nombre Ensayo Resultado Valores Cq Resultados generales

. . . Muestra 73 - Negativa
E3 Muestra 73 | ResistancePlus MG Negativo CANAL C: 29,23 M. M. genitalium no detectado, Cl vélido

24.12.6 Ejemplo 6. Muestra no valida
CANAL B CANAL C
Pocillo | Nombre Ensayo Resultado Valores Cq Resultados generales
E3 Muestra 35 | ResistancePlus MG Novalido | CANAL C:31,16 Muestra 35 - No valida
ClI no valido, repetir prueba

En este ejemplo, la sefial del Cl esta fuera del valor de corte del canal. Para muestras con Cl no valido, vuelva a extraer la muestra
y repita la prueba.

24.12.7 Ejemplo 7. Muestras gue resolver - sefial negativa

En este ejemplo, se marco el CANAL B (JOE) para su resolucion con el software, que sugiere que la muestra es negativa (Figura

30).

Figura 30. Muestras que resolver tal y como se ve en el software de andlisis (menid Resolver)

Target ‘ Channel Cq Curve result - Info '@
MgPa FAM 21.32 Positive #" | M. genitalium detected

© | 23S rRNA mutation ‘ JOE — Negative « #' | Mutant not detected
IC TAMRA 27.31 Positive Kd

Para determinar la accién adecuada que hay que tomar para la resolucion, se puede trazar otra muestra o control para la comparacion
de sefales
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- Seleccione

para trazar una curva de referencia positiva (previamente guardada) para el CANAL B (JOE)
- Seleccione @ para trazar un control positivo del analisis
- Seleccione @ para trazar un control negativo del analisis

CANAL B

20349573

34349573

19349573

14349573

Tucrescence

4349573

650427 + - . -
10 20 0 40
Cyde

Después de la inspeccion de las curvas de amplificacion (anteriores), puede verse que no existe amplificacion en el canal.
v

El resultado se resuelve seleccionando el icono para confirmar la sugerencia de muestra negativa del software. El resultado
resuelto se muestra en la Figura 31 a continuacion.

Figura 31. Resultado resuelto tal y como se ve en el software de andlisis (menu Resolver)

Target Channel Cq Result Info @
MgPa FAM 2132 Positive M. genitalium detected

235 rRNA mutation JOE — MNegative Mutant not detected @
IC TAMRA 2731 Positive
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24.12.8 Ejemplo 8. Muestras por resolver - sefial inconcluyente

En este ejemplo, se marcé el CANAL B (JOE) para su resolucion con el software, que sugiere que la muestra es positiva (Figura 32).

Figura 32. Muestras que resolver tal y como se ve en el software de analisis (menu Resolver)

Target Channel Cq Curve result Info '{9
MgPa FAM 26.27 Positive M. genitalium detected

© | 23S rRNA mutation JOE 28.11 Positive v Mutant detected
IC TAMRA 28.92 Positive

Para determinar la accion adecuada que hay que tomar para la resolucion, trace otra muestra o control para la comparaciéon de
sefales

Ref |

- Seleccione para trazar una curva de referencia positiva (previamente guardada) para el CANAL B (JOE)

- Seleccione @ para trazar un control positivo del analisis

- Seleccione @ para trazar un control negativo del analisis

CANAL B

Después de la inspeccion de las curvas de amplificacion (anteriores), hay amplificacion potencial en el canal.

e

Se recomienda resolver la muestra a Inconcluyente: seleccione el icono y seleccione "Inconclusive" del menu desplegable.
Es posible afiadir comentarios para el seguimiento de auditoria. Se debe volver a extraer y analizar la muestra. El resultado resuelto
se muestra en la Figura 33 a continuacion.

Consulte la Tabla 63, Muestra 7, para ver como aparecen los resultados antes y después de su resolucion en la pestafia Results
Overview (Resumen de resultados).

Figura 33. Resultado resuelto tal y como se ve en el software de analisis (men( Resolver)

Target Channel Cq Result Info @
MgPa FAM 26.27 Positive M. genitalium detected

23S rRNA mutation JOE 28.11 Inconclusive Mutant detected [5
IC TAMRA 28.92 Positive
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25 Glosario

C€o123[IvD REF LOT

Conformidad europea para Numero de catalogo Cadigo de lote

uso diagnéstico in vitro

EC |REP “ &

Representante autorizado Fabricante Fecha de fabricacion

en la Comunidad Europea

Limitacion de la temperatura Contiene cantidad suficiente Fecha de caducidad
para xxx determinaciones

Importador europeo Marca de evaluacion de
conformidad del Reino Unido

Los productos SpeeDx pueden estar cubiertos por una o mas patentes locales o extranjeras. Consulte www.plexpcr.com/patents para
obtener informacion detallada de las patentes.

PlexPCR®, ResistancePlus®, PlexPrime® y PlexZyme® son marcas comerciales propiedad de SpeeDx. Los demas copyrights y
marcas comerciales son propiedad de sus respectivos propietarios.

© Copyright 2022 SpeeDx Pty. Ltd.
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