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El ensayo ResistancePlus® MG FleXible es una prueba cualitativa multiplex in vitro de PCR en tiempo real para la
identificacion del Mycoplasma genitalium y la deteccidon de mutaciones del gen 23S rRNA (A2058G, A2059G, A2058T, y
A2058C, numeracion de Escherichia coli) asociadas con la resistencia a la azitromicina (antibiético macrdlido). El kit esta
indicado para facilitar el diagnostico del M. genitaliumy detecta las mutaciones asociadas con la resistencia a la azitromicina
del M. genitalium, y debe utilizarse con informacion clinica y de laboratorio.

El ensayo ResistancePlus® MG FleXible puede utilizarse con los siguientes tipos de muestra: muestras de orina de
hombres y mujeres e hisopos vaginales, cervicales, rectales y uretrales, tanto de pacientes sintomaticos como
asintomaticos.

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

El ensayo ResistancePlus® MG FleXible 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 analisis de diagndstico
inmediato.

El ensayo ResistancePlus® MG FleXible se aplica en sistemas instrumentales GeneXpert®.

2 Resumen y explicacion del ensayo

21 Descripcion del patégeno

El M. genitalium es una pequefia bacteria que se encuentra en el tracto urogenital humano, y que esta asociado a una serie
de infecciones de transmisién sexual (ITS). En hombres, es la segunda causa mas comun de uretritis no gonocécica (UNG),
provocando entre el 15y el 40 % de los casos?, 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)-3-4,

Se recomienda usar azitromicina en el tratamiento del M. genitalium y para el control sindréomico de las ITS, como la UNG
y la cervicitis. La azitromicina pertenece a la clase de antibiéticos macrdlidos y actua uniéndose al gen 23S rRNA para
inhibir la sintesis de proteinas. Se han asociado las mutaciones puntuales del gen 23S rRNA del M. genitalium, A2058G,
A2059G, A2058T, A2058C y A2059C (numeracion de E. coli) con el fracaso del tratamiento y/o con la resistencia in vitro a
la azitromicina®. Las mutaciones mas comunes son las A2058G y A2059G”.

2.2 Principio del procedimiento

El ensayo ResistancePlus® MG FleXible es una prueba in vitro de PCR en tiempo real para la identificacion del M.
genitalium y la deteccidon de mutaciones del gen 23S rRNA (A2058G, A2059G, A2058T, y A2058C, numeraciéon de
Escherichia coli) asociadas con la resistencia a la azitromicina (antibiético macrolido). El ensayo ResistancePlus® MG
FleXible se aplica en los sistemas instrumentales Cepheid GeneXpert®.

En los sistemas instrumentales Cepheid GeneXpert® se han incorporado la purificacion de muestras, la amplificacion del
acido nucleico, la deteccion en tiempo real por PCR y la generacion de informes con los resultados. El sistema consta del
instrumento y de un ordenador personal con software ya cargado para ejecutar ensayos y revisar resultados. Consulte el
manual del operario del GeneXpert® Instrument System para obtener mas informacion.

Para usar el ensayo ResistancePlus® MG FleXible se necesitan los cartuchos de un solo uso FleXible, en los que el usuario
agrega la muestra y la mezcla de reaccion PCR, y luego se cargan en el instrumento.

El ensayo ResistancePlus® MG FleXible incluye un control interno para supervisar la eficiencia de la extraccion y la
inhibicion de la PCR. Las Internal Control Cells (células de control interno) contienen el patrén de ADN de control interno
que se agrega a la muestra y después se extrae y amplifica concomitantemente en la reaccién PCR en tiempo real. La
interpretacion de los resultados del ensayo ResistancePlus® MG FleXible la realiza automaticamente el software
GeneXpert® Dx System o Infinity Xpertise a partir de las sefiales fluorescentes y algoritmos insertados con el fin de detectar
el M. genitalium y las mutaciones del 23S rRNA.

El ensayo ResistancePlus® MG FleXible utiliza cebadores PlexPrime® para la amplificacion especifica y sensible de las
dianas de la mutacion del 23S rRNA y de las enzimas PlexZyme® para la deteccion especifica multiplex y sensible por
PCR en tiempo real de las secuencias diana.

2.3 Principio de la tecnologia

La PCR en tiempo real (QPCR) puede utilizarse para amplificar y detectar acidos nucleicos diana especificos de patdégenos.
PlexPCRP® es una tecnologia de PCR en tiempo real que utiliza enzimas PlexZyme® que detectan el producto amplificado
e informan de él mediante la generacion de una sefial fluorescente (Figura 1). Se pueden usar los cebadores PlexPrime®

IF-IV0012 v7 (enero 2024) Pagina 4 de 44



oo () g SpeeDx

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 regiéon 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 descomposicion
separa los colorantes fluoréforos de los de extincién, lo que produce una sefial fluorescente que puede determinarse en
tiempo real. Las enzimas PlexZyme® tienen una mayor especificidad que otras tecnologias de deteccién, ya que la unién
para la deteccién 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 ubicacién 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 insercion que ejerce de estructura de union e inserta la estructura independiente de la diana en el amplicon
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 incorporara una secuencia de insercion Unica, lo que produce secuencias del amplicon
mutante diferenciadas. A diferencia de otras tecnologias de deteccidon 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 combinacion 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 deteccién y sefalizacion universal con PlexZyme®
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Figura 2. Representaciéon esquematica del cebador PlexPrime® junto con deteccion PlexZyme®. El cebador
PlexPrime® amplifica especificamente la secuencia de mutaciones, y las enzimas PlexZyme® detectan
especificamente el amplicén.
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Numero de pruebas: 10 reacciones

Tabla 1. Contenido del kit ResistancePlus® MG FleXible

Caja n.° Pieza n.° g‘:g; ale Contenido Descripcién Cantidad
Plex Mastermix Mezcla maestra con los componentes
Azul (Mezcla maestra Plex), necesarios para la qPCR, como dNTP, ADN 1 x 440 pL
2x polimerasa y tampon

Mezcla de oligonucleétidos” para la
MG+23S Mix (mezcla amplificacion y deteccion del M. genitalium,

LT de MG+23S), 20x mutaciones del gen 23S rRNA y control x50 L
interno
Internal Control Cells Células de control interno con patréon de ADN
(células de control de control interno para determinar la eficacia 1 x 100 pL
1 2000410-R interno)* de la extraccion y la amplificacion

i ®
ResistancePlus® MG Etiquetas de los cartuchos con cédigo de

FleXible labels barras especifico del lote, nimero de lote de
- g;?ii?;ansce Plus® MG la mezcla maestra, fecha de caducidad e 10 stiquetas
FleXible)* informacioén sobre el archivo ADF

MG FleXible Mix label | gy \ota para identificar la MG FleXible
(Etiquetas para las

- mezclas de MG Reaction Mix (mezcla de reaccion MG 1 etiqueta
FleXible) combinada (uso optativo)

FleXible)
2000410- ResistancePlus® MG
CART FleXible Cartridge Cartucho de un solo uso para el procesado de
o - 10
2 — (Cartucho muestras y de la amplificacion y deteccion del cartuchos
ResistancePlus® MG acido nucleico
FleXible)

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

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

* No deseche las etiquetas de los cartuchos

4  Transporte y almacenamiento

- Los reactivos del ensayo (que se incluyen en la caja 1) de los kits ResistancePlus® MG FleXible se envian en hielo
seco o en paquetes de gel de frio. Guarde los componentes del ensayo a -25°C a -15°C tras su recepcién. Se
recomienda limitar a menos de 8 los ciclos de congelacion y descongelacion. Consulte la Seccion 8.2 para conocer las
condiciones de almacenamiento y las recomendaciones de congelacién y descongelacién para la mezcla de reaccion
MG FleXible combinada.

- Los cartuchos ResistancePlus® MG FleXible se envian y almacenan a 2 °C — 28 °C.

- 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.

- Cualquier incidente grave se comunicara a SpeeDx a través de tech@speedx.com.au

5  Advertencias y precauciones

5.1 General
- Solo para uso diagnéstico 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 FleXible.
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- Cualquier incidente grave debera notificarse al fabricante y a la autoridad competente del Estado miembro en el que
esté establecido el usuario y/o el paciente.

5.2 Laboratorio

- Entre las precauciones basicas para evitar la contaminacién de las reacciones de PCR se encuentran el uso de puntas
de pipeta con filtro estériles para la preparaciéon de la mezcla de reaccién PCR, el uso de una punta de pipeta nueva
para cada accion de pipeteo y la separacién del flujo de trabajo.

- Se recomienda llevar a cabo la preparacién de las mezclas maestras, la adiciéon de las muestras y el termociclado en
espacios separados. Como minimo, lo ideal es que se situe 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 proteccion
personal adecuado, como guantes, proteccion ocular y bata de laboratorio.

- Tanto en las muestras clinicas como en los cartuchos usados puede haber organismos patégenos. Todas las muestras
biolédgicas y los cartuchos usados deben manipularse como si fuesen potencialmente infecciosos, 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 instituciéon para el correcto desechado de los
cartuchos usados.

5.3 Manipulacion de las muestras

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

5.4 Ensayo/Reactivo
- No abra la tapa del cartucho salvo para agregar la mezcla de reaccion y la muestra.

- No utilice un cartucho que parezca dafiado, que se haya caido o haya sido agitado, o que presente muestras de goteo
o cristalizacion del reactivo.

- No ponga la etiqueta identificativa de la muestra en la tapa del cartucho ni sobre la etiqueta con el codigo de barras.
- No use ningun cartucho que tenga el tubo de reaccién dafiado.

- Los cartuchos son de un solo uso. No reutilice cartuchos ya procesados.

- No utilice reactivos, cartuchos ni etiquetas de niumeros de lote de mezclas maestras distintos.

- Los reactivos de ensayo contienen tampén IDTE que puede causar irritacién ocular grave. Se recomienda utilizarlos
en una zona bien ventilada y llevar equipo de proteccidn personal adecuado, como guantes, gafas protectoras y bata
de laboratorio, cuando se manipulen los reactivos.

5.5 Precauciones de seguridad

A ADVERTENCIA: El reactivo de lisis (que viene en el cartucho) contiene tiocianato de guanidinio
Clase de peligro:

- Toxicidad aguda por ingestion 4.

- Leve irritacién cutanea 3.

- Leve irritacion ocular 2B.

Descripcion del peligro:

- H302: Nocivo en caso de ingestion.

- EUH301: El contacto con acidos libera gas toxico.
Consejos de prudencia:

- P264: Lavar concienzudamente tras la manipulacion.

- P270: No comer, beber ni fumar durante su utilizacion.

- P301+P312: EN CASO DE INGESTION: Llamar a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico
en caso de malestar.
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- P330: Enjuagarse la boca.

- P501: Eliminar el contenido/el recipiente conforme a los reglamentos locales, regionales, nacionales y/o
internacionales.

Hay disponibles fichas de datos de seguridad (FDS) si se solicitan. Contacte con la asistencia técnica indicada en la
Seccion 16 para obtener mas informacion.

(] Productos y consumibles asociados

Material de control positivo

- Kit de control positivo ResistancePlus® MG S2A (SpeeDx, cat. n.° S2A- 95004)

Consumibles de laboratorio de uso general

- Guantes y batas de laboratorio limpias

- Agitadora vorticial

- Centrifugadoras de sobremesa para tubos de 1,5 mL

- Micropipetas para entre 10 y 100 pL

- Puntas para las pipetas estériles, resistentes a los aerosoles y sin DNAse/RNAse

- Las pipetas de transferencia estériles tienen capacidad para transferir un volumen de 1 mL como minimo

Para el GeneXpert® Instrument

- GeneXpert® Instrument System: GeneXpert® instrument, ordenador con la version de software 4.7b de GeneXpert® o
superior

- Escéner de cédigos de barras

Para el GeneXpert Infinity-48s o Infinity-80:

- Version de software Xpertise 6.4b o superior

Dispositivos de recogida de muestras
- Kit de recogida de muestras vaginales/endocervicales Xpert® (Cepheid, cat. n.° SWAB/A-50)
- Kit de recogida de muestras con torunda Xpert® (Cepheid, cat. n.° SWAB/G-50)
- Kit de recogida de muestras de orina Xpert® (Cepheid, cat. n.° URINE/A-50)
- Frasco de recogida de orina estéril
- FLOQSwab™ normal en 3 mL de medio UTM™ (Copan, cat. n.° 346C o 306C (EE. UU.))
- Medios de PCR Cobas® (Roche, cat. n.° 06466281190)

- Hisopo seco, resuspendido en 3 mL de PBS
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Figura 3. Resumen del procedimiento
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8 Procedimiento detallado

Nota: Los reactivos suministrados se indican en cursiva y a continuacion se incluye el color del tubo entre paréntesis.

8.1 Muestras: recogida, transporte y almacenamiento

La orina masculina y femenina, el hisopo vaginal, el hisopo cervical, el hisopo rectal, el hisopo uretral de
pacientes sintomaticos y asintomaticos deben recogerse, transportarse y almacenarse mediante las técnicas
habituales de laboratorio o segun las instrucciones del kit.

8.1.1 Dispositivos validados para la recogida de muestras

La recogida, conservacion y transporte inadecuados o inapropiados de las muestras pueden arrojar resultados de ensayos
falsos. Se recomienda encarecidamente contar con una formacién adecuada en recogida de muestras para garantizar su
calidad y estabilidad.

Los dispositivos de recogida de muestras que se han validado con el kit ResistancePlus® MG FleXible se incluyen a
continuacion con una breve orientacion sobre las instrucciones del fabricante del dispositivo para la recogida, manipulacion
y transporte. Estas instrucciones no pretenden sustituir ni reemplazar las instrucciones facilitadas por el fabricante. Consulte
siempre las instrucciones del fabricante del dispositivo de recogida de muestras para conocer los métodos de recogida
adecuados.

Antes de utilizar cualquier método de recogida, el personal formado debe asegurarse de comprender correctamente el
funcionamiento del dispositivo y la metodologia. Como minimo, revise la descripciéon de la prueba para comprobar lo
siguiente: indicacién del tipo de muestra, volumen suficiente, procedimiento(s), materiales de recogida necesarios,
preparacion del paciente e instrucciones de manipulacién y conservacion adecuadas.

8.1.2 Recogida, transporte y conservacién del kit de recogida de muestras vaginales/endocervicales Xpert® (Cepheid,
cat. n.° SWAB/A-50)

8.1.2.1 Recogida, transporte y conservacion de muestras de frotis vaginal

A continuacion, se resumen las instrucciones para la recogida y el transporte de muestras de frotis vaginales con el kit de
recogida de muestras vaginales/endocervicales Xpert® (Cepheid, cat. n.> SWAB/A-50)

1. Abra el envase exterior (que contiene el kit con dos paquetes), identifique el hisopo de limpieza mas grande y
deséchelo.

2. Abra el paquete que contiene el tubo de reactivo de transporte del hisopo Xpert con el tapén rosa y el hisopo
de recogida con envoltorio individual. Aparte el tubo, dejandolo a un lado, antes de empezar a recoger la
muestra.

3. Abra el envoltorio del hisopo de recogida despegando la parte superior del mismo.

4. Retire el hisopo teniendo cuidado de no tocar la punta ni apoyarla. En caso de contacto con la punta blanda, o
de que se caiga o apoye el hisopo, solicite un nuevo kit de recogida de muestras.

5. Sujete el hisopo con la mano, colocando el pulgar y el indice en el centro del soporte del hisopo.

6. Introduzca con cuidado el hisopo unos 5 cm en el interior del orificio vaginal y girelo suavemente durante 10 a
30 segundos. Asegurese de que el hisopo entre en contacto con las paredes de la vagina para que absorba la
humedad.

7. Retire el hisopo con cuidado.

8. Mientras sujeta el hisopo con la misma mano, desenrosque el tapdn del tubo de reactivo de transporte del
hisopo Xpert.

9. No derrame el contenido del tubo. En caso de hacerlo, solicite un nuevo kit de recogida.

10. Coloque inmediatamente el hisopo de recogida de muestras en el tubo de reactivo de transporte.

11. Identifique la linea de puntos del soporte del hisopo de recogida. Rompa con cuidado el soporte del hisopo
contra el lateral del tubo por la linea de puntos y deseche la parte superior del soporte del hisopo; tenga
cuidado de que el contenido no salpique.

12. Vuelva a tapar el tubo de reactivo de transporte del hisopo y apriete bien el tapén.

13. Invierta o agite suavemente el tubo 3-4 veces para eluir el material del hisopo. Evite la formacion de espuma.

14. Etiquete el tubo de transporte con la informacion de identificacion de la muestra, incluida la fecha de recogida,
segun sea necesario.

15. Descontamine y deseche todas las muestras, reactivos y otros materiales que pudieran estar contaminados de
acuerdo con la normativa local, estatal y nacional.
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16.

8.1.2.2

Transporte y conserve el tubo de reactivo de transporte del hisopo Xpert entre 2 °C y 30 °C durante un maximo
de 60 dias.

Recogida, transporte y conservaciéon de muestras de frotis endocervical

A continuacion, se resumen las instrucciones para la recogida y el transporte de muestras de frotis endocervical femeninas
con el kit de recogida de muestras vaginales/endocervicales Xpert® (Cepheid, cat n.° SWAB/A-50)

1.
2.

10.
1.

12.
13.
14.
15.

16.

8.1.3

Abra el kit de recogida de muestras vaginales/endocervicales Xpert CT/NG.

Antes de la recogida de la muestra endocervical con el kit de recogida de muestras vaginales/endocervicales
Xpert CT/NG, elimine el exceso de mucosidad del orificio cervical y de la mucosa circundante con el hisopo de
limpieza grande envuelto individualmente. Abra parcialmente el envoltorio del hisopo de limpieza grande y
extraiga el hisopo. Limpie el orificio cervical y la mucosa circundante y deseche el hisopo.

Nota: Si se recogen varias muestras, solo es necesario retirar el exceso de mucosidad una vez.

Abra el paquete que contiene el tubo de reactivo de transporte del hisopo Xpert con tapon rosa y el hisopo de
recogida con envoltorio individual. Aparte el tubo, dejandolo a un lado, antes de continuar.

Abra el envoltorio del hisopo de recogida despegando la parte superior del mismo.

Retire el hisopo teniendo cuidado de no tocar la punta ni apoyarla. En caso de contacto con la punta blanda, o
de que se caiga o apoye el hisopo, solicite un nuevo kit de recogida de muestras.

Introduzca el hisopo de recogida en el canal endocervical.

Gire suavemente el hisopo en el sentido de las agujas del reloj durante 10 a 30 segundos en el canal
endocervical para garantizar un muestreo adecuado.

Retire el hisopo con cuidado.

Mientras sujeta el hisopo con la misma mano, desenrosque el tap6n del tubo de reactivo de transporte del
hisopo Xpert CT/NG.

No derrame el contenido del tubo. En caso de hacerlo, solicite un nuevo kit de recogida.

Identifique la linea de puntos del soporte del hisopo de recogida. Rompa con cuidado el soporte del hisopo
contra el lateral del tubo por la linea de puntos y deseche la parte superior del soporte del hisopo; tenga
cuidado de que el contenido no salpique.

Vuelva a tapar el tubo de reactivo de transporte de hisopo y apriete bien el tapén.

Invierta o agite suavemente el tubo 3-4 veces para eluir el material del hisopo. Evite la formacién de espuma.
Etiquete el tubo de transporte con la informacion de identificacion de la muestra, incluida la fecha de recogida,
segun sea necesario.

Descontamine y deseche todas las muestras, reactivos y otros materiales que pudieran estar contaminados de
acuerdo con la normativa local, estatal y nacional.

Transporte y conserve el tubo de reactivo de transporte del hisopo Xpert entre 2 °C y 30 °C durante un maximo
de 60 dias.

Recogida, transporte y conservacion del kit de recogida de muestras de frotis Xpert® (Cepheid, cat. n.° SWAB/G-

50)

A continuacion, se resumen las instrucciones para la recogida y transporte de muestras de frotis rectal masculino y
femenino con el kit de recogida de muestras de frotis Xpert® (Cepheid, cat. n.° SWAB/G-50)

1.
2.

®

10.
11.

Abra el kit de recogida de muestras de frotis Xpert.

Abra el peelpack exterior (que contiene el kit de dos paquetes) e identifique el hisopo de limpieza mas grande y
deséchelo.

Abra el envoltorio del hisopo de recogida despegando parcialmente la parte superior del envoltorio.

Retire el hisopo teniendo cuidado de no tocar la punta ni apoyarla. En caso de contacto con la punta blanda, o
de que se caiga o apoye el hisopo, solicite un nuevo kit de recogida de muestras de frotis Xpert.

Introduzca con cuidado el hisopo aproximadamente 1 cm mas alla del esfinter anal (de forma que las puntas de
las fibras ya no sean visibles) y girelo suavemente.

Mientras sujeta el hisopo con la misma mano, desenrosque el tap6n del tubo de reactivo de transporte del
hisopo Xpert.

No derrame el contenido del tubo. En caso de hacerlo, solicite un nuevo kit de recogida.

Coloque inmediatamente el hisopo en el tubo de reactivo de transporte.

Identifique la linea de puntuacién en el soporte del hisopo de recogida. Rompa con cuidado el soporte del
hisopo contra el lateral del tubo por la linea de puntos y deseche la parte superior del soporte del hisopo; tenga
cuidado de que el contenido no salpique. Lavese con agua y jabon si entra en contacto con el contenido.
Vuelva a tapar el tubo de reactivo de transporte de hisopo y apriete bien el tapon.

Invierta o agite suavemente el tubo 3-4 veces para eluir el material del hisopo. Evite la formacion de espuma.
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12.

13.

8.14

Etiquete el tubo de transporte con la informacion de identificacion de la muestra, incluida la fecha de recogida,
segun sea necesario.

Transporte y conserve las muestras de frotis en el tubo de reactivo de transporte del hisopo Xpert a una
temperatura comprendida entre 2 °C y 30 °C durante un maximo de 60 dias.

Recogida, transporte y conservacion del kit de recogida de muestras de orina Xpert® (Cepheid, cat n.° URINE/A-

50)

A continuacion, se resumen las instrucciones para la recogida y el transporte de muestras de orina masculina y femenina
con el kit de recogida de muestras de orina Xpert® (Cepheid, cat. n.° URINE/A-50)

1.

o

S 0N

1.

12.

8.1.5

El paciente no debe haber orinado durante al menos 1 hora antes de la recogida de la muestra. Las mujeres no
deben limpiarse la zona labial antes de la recogida de la muestra. Los hombres no deben limpiarse el extremo
del pene antes de recoger la muestra.

Indique al paciente que recoja la primera muestra de orina (aproximadamente de 20 a 50 mL del chorro de
orina inicial) en un recipiente de recogida de orina sin conservantes. La recogida de volimenes mayores de
orina puede diluir la muestra y reducir la sensibilidad de la prueba.

Asegurese de que la orina esté bien mezclada en el recipiente de recogida de orina antes de transferir la
muestra al tubo de reactivo de transporte de orina Xpert.

Abra el envase de la pipeta de transferencia desechable incluida en el kit.

Retire el tapon del tubo de reactivo de transporte de orina Xpert y del recipiente de recogida de orina.
Introduzca la pipeta de transferencia en el recipiente de orina de modo que el extremo quede préximo al fondo
del recipiente. Transfiera aproximadamente 7 mL de orina al tubo de reactivo de transporte de orina Xpert con
la pipeta de transferencia desechable. Se ha afiadido el volumen correcto de orina cuando el nivel alcanza la
linea negra discontinua de la etiqueta del tubo de reactivo de transporte de orina Xpert.

Vuelva a colocar el tapén del tubo de reactivo de transporte de orina Xpert y apriételo frmemente.

Invierta el tubo de reactivo 3-4 veces para asegurarse de que la muestra y el reactivo estén bien mezclados.
Vuelva a cerrar herméticamente la tapa del recipiente de recogida de orina.

Etiquete el tubo de transporte con la informacion de identificacion de la muestra, incluida la fecha de recogida,
segun sea necesario. Tenga cuidado de no tapar la linea de llenado del tubo de reactivo de transporte de orina
Xpert.

Transporte y conserve las muestras de orina femenina en el tubo de reactivo de transporte de orina Xpert entre
2 °C y 30 °C durante un maximo de 3 dias o entre 2 °C y 15 °C durante un maximo de 45 dias.

Transporte y conserve las muestras de orina masculina en el tubo de reactivo de transporte de orina Xpert
entre 2 °C y 30 °C durante un maximo de 45 dias.

Recogida, transporte y conservacién de vasos de recogida de orina estériles

Se puede utilizar un recipiente estéril para la recogida de muestras de orina limpia. Debido a la variabilidad, consulte el
prospecto del fabricante para conocer los métodos de recogida adecuados. El transporte y la conservacion se realizan con
la aplicacion de técnicas estandar de laboratorio.

8.1.6

Recogida, transporte y conservacion de FLOQSwab™ normal en 3 mL de medio UTM™ (Copan, cat n.° 346C o

306C [EE. UU.

A continuacion, se resumen las instrucciones para la recogida y el transporte de muestras de frotis vaginal femenino con
FLOQSwab™ normal en 3 mL de medio UTM™ (Copan, cat. n.° 346C o 306C (EE. UU.).

1.

2.

Abra el paquete del kit UTM y extraiga el tubo de ensayo del medio y la bolsa interior que contiene el hisopo
esteéril.

Extraiga el hisopo estéril de la bolsa y recoja la muestra clinica; para evitar todo riesgo de contaminacion,
asegurese de que el extremo del hisopo entre en contacto unicamente con el lugar de recogida.

Una vez recogida la muestra, desenrosque y retire el tapdn del tubo de ensayo teniendo cuidado de no
derramar el medio.

Introduzca el hisopo en el tubo de ensayo hasta que el punto de rotura esté al mismo nivel que la abertura del
tubo de ensayo.

Doble y rompa el hisopo por el punto de rotura manteniendo el tubo de ensayo alejado de la cara y deseche la
parte sobrante.

Vuelva a enroscar el tapdn en el tubo de ensayo y ciérrelo herméticamente.

Procese la muestra contenida en el UTM en las 48 horas siguientes a la recogida, conservando el tubo de
ensayo a 2-25 °C.
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8. Antes de procesarla, agite en vortex durante 20 segundos para favorecer la liberacion de la muestra del hisopo
y homogeneizar el medio.

8.1.7 Recoqgida, transporte y conservacion del medio Cobas® PCR (Roche, cat. n.° 06466281190)

A continuacion, se resumen las instrucciones para la recogida y transporte de orina masculina y femenina en el medio
cobas® PCR (Roche, cat. n.° 06466281190).

1. Mezcle y transfiera la orina al tubo de medio cobas® PCR utilizando una pipeta desechable (no suministrada).
Nota: la orina puede conservarse entre 2 °C y 30 °C durante un maximo de 24 horas antes de transferirla al
tubo de medio cobas® PCR.

2. Se ha afiadido el volumen correcto de orina cuando el nivel de liquido se encuentra situado entre las dos lineas
negras de la etiqueta del tubo.

3. Vuelva a tapar herméticamente el tubo de medio cobas® PCR.

4. Invierta el tubo 5 veces para mezclar. La muestra ya esta lista para su transporte y analisis.
5. Transporte y conserve el tubo de medio cobas® PCR que contiene la muestra de orina estabilizada entre 2 °C y
30 °C.
8.1.8 Recogida, transporte y conservacion de muestras con hisopos secos resuspendidos en 3 mL de solucion salina

tamponada con fosfato (PBS)

Los hisopos secos pueden utilizarlos diferentes profesionales médicos y para la recogida de diferentes muestras de
pacientes. Debido a la variabilidad existente, consulte el prospecto del fabricante para conocer los tipos de muestras y
métodos de recogida adecuados.

8.2 Preparacion de la mezcla MG FleXible Reaction Mix

La Tabla 1 ofrece una descripcion del contenido del kit.

Nota: La configuracion del ensayo debe utilizar el producto que tenga el mismo ndmero de lote de mezcla maestra para la
caja 1 (reactivos del ensayo), la caja 2 (cartuchos) y las etiquetas de ResistancePlus® MG FleXible (Figura 4, indicadas
en rojo).

Nota: Compruebe la integridad de los cartuchos y asegurese de que el tubo de reaccion esta intacto.

Nota: Compruebe que todos los reactivos y los cartuchos no hayan caducado antes de su uso ni antes de etiquetar el
cartucho.

Figura 4. El numero de LOTE DE LA MEZCLA MAESTRA debe ser el mismo en la caja 1 (izquierda; reactivos de
ensayo ResistancePlus® MG FleXible, P/N:2000410-R), en la caja 2 (centro; cartuchos ResistancePlus® MG
FleXible, P/N:2000410-CART) y en las etiquetas ResistancePlus® MG FleXible (derecha)
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Pegue la etiqueta ResistancePlus® MG FleXible en la parte frontal del cartucho tal y como aparece en la Figura 5.

Figura 5. Pegue la etiqueta ResistancePlus® MG FleXible

; éSpeer 7 |

ResistancePlus MG® Flaxible J

Nota: Antes de utilizar los reactivos, descongélelos por completo, mézclelos bien mediante una breve agitacién vorticial y
luego centrifugue

Para preparar la MG FleXible Reaction Mix (mezcla de reaccion MG FleXible), pipetee 44 pL de la mezcla MG+23S
(MARRON) en el tubo Plex Mastermix (AZUL), tal y como aparece en la Figura 6. La mezcla de reaccion es suficiente
cantidad para 10 reacciones.

Figura 6. Prepare la MG FleXible Reaction Mix (mezcla de reaccion MG FleXible

0

4
W

e

(Optativo) Para almacenar la MG FleXible Reaction Mix (mezcla de reaccion MG FleXible) residual, el contenido puede
permanecer en el tubo Plex Mastermix (AZUL), cambiar la etiqueta y poner la etiqueta MG FleXible Mix. Apunte la fecha
de preparacion en el espacio correspondiente en la etiqueta.

- La mezcla combinada MG FleXible Reaction Mix puede guardarse a -25°C a -15°C durante 8 semanas. Se recomienda limitar
a menos de 8 los ciclos de congelacién y descongelacion.

Vuelva a poner la tapa al tubo de Plex Mastermix (AZUL) y apriétela. Dé una agitacioén vorticial y luego centrifugue como
se muestra en Figura 7.
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Figura 7. Agitacion vorticial de la mezcla MG FleXible Reaction Mix

&g N

Deseche el tubo de mezcla MG+23S (MARRON).

Abra la tapa del cartucho.

Pipetee 44 pL de la mezcla combinada MG FleXible Reaction Mix en la camara de reaccién (por la pequefia abertura en el
lado izquierdo del cartucho, como aparece en la Figura 8). Introduzca la punta de forma vertical en la camara hasta que
no pueda avanzar mas y después vierta la solucion. Dé unos toques en la parte inferior del cartucho contra la encimera
para que la solucion se asiente.

Figura 8. Cargue la mezcla MG FleXible Reaction Mix en la camara de reaccién

8.3 Aplicacion de la muestra

Nota: Utilice las pipetas de transferencia solo para afadir la muestra en el cartucho.

Abra la tapa del tubo para la muestra, apriete la pera de la pipeta de transferencia, introduzca la pipeta en el tubo de
muestra y suelte la pera lentamente para llenar la pipeta de transferencia hasta la marca de 1 mL del émbolo de la pipeta.
La muestra absorbida no debe contener burbujas de aire (Figura 9).
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Figura 9. Absorba la muestra para pasarla a la pipeta de transferencia

Transfiera la muestra de la pipeta de transferencia a la camara para la muestra del cartucho (gran abertura en la parte
inferior derecha del cartucho) que se muestra en la Figura 10.

Figura 10. Afilada la muestra a la camara para la muestra

|
| ResistancePlus MG® Flexible |
| e 123087 |

|

Anada 10 pL de Internal Control Cells (células de control interno) (ROJAS) en la camara para la muestra, tal y como
aparece en la Figura 11. Asegurese de haber sumergido la punta en la muestra antes de expulsar las células Internal
Control Cells. No mezcle ni agite el cartucho.

Figura 11. Ahada Internal Control Cells (células de control interno)

Cierre la tapa del cartucho tal y como se muestra en la Figura 12.
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Nota: Se debe cargar el cartucho en los 30 minutos posteriores a su preparacion.
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Figura 12. Cierre la tapa
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9 Programacion del instrumento

El ensayo ResistancePlus® MG FleXible debe procesarse en un GeneXpert® Instrument System con la versién de
software GeneXpert® 4.7b o superior, o Infinity Xpertise 6.4b o superior.

Se debe importar el archivo de definicion del ensayo ResistancePlus MG FleXible Assay Definition File (ADF)
antes de ejecutar la prueba por primera vez.

Nota: Los pasos siguientes se basan en la version de software GeneXpert® 4.7b, y pueden ser distintos si el administrador
del sistema cambia el flujo de trabajo predeterminado del sistema

9.1 Importacion del archivo ADF al software
En el menu principal del software GeneXpert® Dx
Seleccione Define Assays (Definir ensayos) (Figura 13)

Seleccione Import (Importar) (Figura 14)

Figura 13. Menu principal — Seleccione Define Assays (Definir ensayos)

** GeneXpert® Dx System

User Data Management Reports Setup Maintenance Define Assays About

Create Test Check Status Stop Test @ Define Assays Define Graphs Maintenance

Figura 14. Menu de Define assays (Definir ensayos) — Seleccione Import (Importar)

| II

En la ventana Import Assay (Importar ensayo), navegue hasta la ubicacion del archivo ADF y seleccione Import
(Importar) (Figura 15)

Figura 15. Navegue a la ubicacion del archivo ADF (a la izquierda) e importe el ensayo (a la derecha)
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En el software Infinity Xpertise, seleccione el icono de Inicio para mostrar el espacio de trabajo en el inicio del software
Xpertise

Seleccione el botdn Setup (Configuracién)
En el menu de Configuracion, seleccione Manage Assays (Gestionar ensayos)

En el lugar de trabajo Manage Assays (Gestionar ensayos), haga clic en Import (Importar). Entonces aparecera el cuadro
de dialogo Import Assay (Importar ensayo).

Examine la ubicacién del archivo ADF; después, haga clic en el botdn Open (Abrir) en el cuadro de didlogo Import Assay
(Importar ensayo).

9.2 Inicio de la prueba

Nota: Los pasos siguientes pueden ser distintos si el administrador del sistema ha cambiado el flujo de trabajo
predeterminado del sistema.

En el menu principal del software GeneXpert® Dx

Seleccione Create Test (Crear prueba) (GeneXpert Dx Figura 16) o seleccione Orders (Pedidos) y Order Test (Pedir
prueba) (Infinity Xpertise)

Figura 16. Menu principal — Create Test (Crear prueba)

" GeneXpert® Dx System
User Data Management Reports Setup Maintenance About

Create Test, Check Status Stop Test View Results Define Assays Define Graphs

En la ventana Create Test (Crear prueba) del software GeneXpert® Dx (Figura 17) o en el espacio de trabajo Order Test
(Pedir prueba) del software Infinity Xpertise:

Introduzca el Patient ID (Id. del paciente) (optativo) escaneandolo o escribiéndolo
Introduzca el Sample ID (Id. de muestra) escaneandolo o escribiéndolo

Seleccione Scan Cartridge Barcode (Escanear el cédigo de barras del cartucho)

Escanee el codigo de barras de la etiqueta ResistancePlus® MG FleXible. Con la informacién del codigo de barras,
el software rellena las casillas automaticamente en los siguientes campos:

- Select Assay (Seleccionar ensayo)

- Reagent Lot ID (Id. de lote de reactivo)

- Cartridge SN (Numero de serie del cartucho)
- Expiration Date (Fecha de caducidad)

Nota: Si no es posible escanear el codigo de barras de la etiqueta ResistancePlus® MG FleXible, pongase en contacto
con la asistencia técnica (Seccion 16) para que le den instrucciones sobre qué hacer.

En Select Assay (Seleccionar ensayo)

Compruebe que en Name (Nombre) aparece "ResistancePlus MG FleXible"
Para iniciar la prueba en el GeneXpert® Dx Instrument:

Haga clic en Select Module (Seleccionar médulo) y seleccione el médulo requerido

Seleccione Start Test (Iniciar prueba) (introduzca la contrasefia si se lo piden)
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Hay una luz verde parpadeando para indicar el moédulo seleccionado
Cargue el cartucho con el tubo de reaccién apuntando hacia la parte trasera del médulo
Cierre la tapa del moédulo

La luz verde dejara de parpadear y permanecera encendida para indicar que se esta realizando la prueba

Para iniciar la prueba en el GeneXpert® Infinity Instrument:
Seleccione Submit (Enviar) (introduzca la contrasefia si se lo piden)
Coloque el cartucho en la correa de transmision

El instrumento Infinity cargara automaticamente el cartucho y ejecutara la prueba

Al finalizar la prueba:
Para el GeneXpert® Dx Instrument:
Se apaga la luz y se abre la tapa

Hay que extraer los cartuchos manualmente, y desecharlos empleando los procedimientos adecuados para
desechar residuos peligrosos

Para el GeneXpert Infinity Instrument:

El cartucho usado se colocara automaticamente en el recipiente de residuos

Figura 17. Ventana Create Test (Crear prueba)

3
Patient ID [Patient ID |
sample D [3ample 1D |
Name Version
Select Assay | ResistancePlus MG FleXible - |
Select Module v
R LotiD 31891 | Expirationpate [z0zm03zz | cartridgesN [ooooooosnz |
Test Type | Specimen - |
Sample Type | Other - | Other Sample Type | |
Notes
Start Test H | Scan Cartridge Barcode | | Cancel
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En cada prueba se incluye un Internal control (control interno) y un Probe Check Control (control de comprobacion de
sonda) (PCC).

El Internal Control (control interno) (IC) monitoriza la eficacia de la extraccion y la inhibicién de la PCR. Las Internal Control
Cells (células de control interno) son celulas de Escherichia coli que contienen el patrén de ADN de control interno que se
agrega a la muestra y después se extrae y amplifica concomitantemente en la reaccion. El IC es valido si cumple los
criterios de aceptacion. En los casos de muestras con analitos negativos, el IC debe ser valido para que se determine que
la muestra es un negativo valido. En las muestras con analitos negativos, el rango de IC no afecta al resultado general de
la prueba.

Antes de iniciar la PCR, el GeneXpert System realiza una comprobacion de la sonda. Se mide la sefial fluorescente para
monitorizar la carga de la mezcla, el llenado del tubo de reaccién, la integridad de la sonda y la estabilidad del colorante.
Se aprobara la comprobacién de la sonda si esta cumple los criterios de aceptacién validados.

Los controles externos (tanto positivos como negativos) deben ejecutarse de acuerdo con los protocolos de su institucion.
Se recomienda utilizar el kit de controles positivos ResistancePlus® MG S2A Positive Control kit como material de control
positivo para la amplificacién de acidos nucleicos. Consulte la Seccion 11 para obtener las instrucciones para el uso de
los controles positivos ResistancePlus® MG S2A. Se recomienda utilizar una muestra negativa conocida como control
negativo.
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11 Instrucciones de los controles positivos ResistancePlus® MG S2A

El kit de controles positivos ResistancePlus® MG S2A Positive Control contiene el 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 2).

Tabla 2. Contenido del kit ResistancePlus® MG S2A Positive Control

Color del tapon Contenido Descripcion Cantidad

MG, 235 rRNA wild type Patrén de control positivo para la deteccién del M. genitalium,

Blanco (MG, 23S rRNA de tipo 23S rRNA de tipo natural 2 x 100 pL
natural)
Patron de control positivo para la deteccion del M. genitalium,
Verde MG, 23S rRNA A2058G mutacién A2058G del 23S rRNA 2 x 100 pL
Naranja MG, 23S rRNA A2059G Patrén de control positivo para la deteccién del M. genitalium, 2x 100 4L

mutacion A2059G del 23S rRNA

Patrén de control positivo para la deteccién del M. genitalium,
MG, 235 rRNA A2058T mutacién A2058T del 23S rRNA 2x100 L

Patrén de control positivo para la deteccién del M. genitalium,

Amarillo MG, 23S rRNA A2058C mutacion A2058C del 23S rRNA 2 x 100 pL
Neutro D_iIutign Buffer (Tampdn de Diluyente 10 x1mL
dilucién)

1.1 Instrucciones de uso

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

Prepare la mezcla MG FleXible Reaction Mix como se describe en la Seccion 8.2.

11.11 Preparacion de una muestra de control positivo con una micropipeta

- Pipetee 1 mL de Dilution Buffer (tampén de dilucién) (NEUTRO) en un tubo de control positivo (p. ej. MG, 23S rRNA
de tipo natural (BLANCO)).

- Vuelva a poner la tapa y apriétela. Dé una agitacion vorticial y luego centrifugue.
- Afada 1 mL de la muestra diluida de control positivo a un cartucho, tal y como se detalla en la Seccién 8.3.

- Inicie la prueba de control positivo tal y como se detalla en la Seccién 9.2.

11.1.2 Preparacion de una muestra de control positivo con una pipeta de transferencia

- Abra la tapa del tubo del Dilution Buffer (tampén de dilucion) (NEUTRO). Apriete la pera de la pipeta de transferencia
e introduzca la punta lentamente en el tubo del Dilution Buffer (tampdn de dilucion) hasta que llegue a estar a un cuarto
del fondo. Suelte la pera suavemente para llenar la pipeta de transferencia al tiempo que baja la punta a la parte
inferior del tubo (Figura 18). Aseglrese de que la pipeta de transferencia se ha llenado hasta la marca de 1 mL
aproximadamente.

- Introduzca la pipeta de transferencia en el tubo del control positivo (p. ej. MG, 23S rRNA de tipo natural (BLANCO))
hasta que toque el fondo de dentro, y deposite suavemente el Dilution Buffer (tampdn de dilucion) desde la pipeta de
transferencia. Retire la pipeta de transferencia del tubo.

- Apriete la pera de la pipeta de transferencia, introduzca lentamente la punta de la pipeta en el control positivo diluido
por debajo de la superficie del liquido y suelte suavemente la pera mientras que desplaza lentamente la punta al fondo
del tubo. Asegurese de que la pipeta de transferencia se ha llenado hasta la marca de 1 mL aproximadamente.

- Transfiera 1 mL de la muestra diluida de control positivo a un cartucho, tal y como se detalla en la Seccién 8.3.

- Inicie la prueba de control positivo tal y como se detalla en la Seccién 9.2.

Consulte la Seccién 13 para ver ejemplos de resultados.
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Figura 18. Agregue 1 mL del Dilution Buffer (tampén de dilucion) al control positivo MG

o

MG Positive Control

Dilution Buffer

12 Interpretacion de los resultados

La interpretacion de los resultados del ensayo ResistancePlus® MG FleXible la realiza automaticamente el software
GeneXpert® System a partir de las sefales fluorescentes y algoritmos insertados.

En el menu principal del software GeneXpert® Dx
Seleccione View Results (Ver resultados) (Figura 19) > Seleccione View Test (Ver prueba)
En la ventana Select Test to Be Viewed (Seleccionar prueba que ver)

Seleccione la prueba correspondiente y seleccione OK (Aceptar)

IF-IV0012 v7 (enero 2024) Pagina 24 de 44



oo () g SpeeDx

Figura 19. View Results (Ver resultados) (la pantalla puede ser distinta, segun la configuracion del usuario)

#* GeneXpert® Dx System

User DataManagement Reports Setup Maintenance View Resulis About

itus Stop Test View Results Define Assays Define Graphs Maintenance

| Test Result rm_ Detail | Errors | History = Support
Assay Mame ResistancePlus MG FleXible Version 1
JPrimary Curve

: LU L. genitalium DETECTED;
Sample ID 23S rRNA mutation DETECTED)

‘595 High_1 ‘ g

Assay ResistancePlus MG FleXibl i
Version 1 i

Test Type | Specimen i
Sample Type | Other -
Other Sample Type i

For In ¥itro Diagnostic Use Only.

Legend
600 |l 7] M.genitalium; Primary =
¥ | internal Control; Primary
vl || 23S rRNA mutation; Primary

Notes : Views
‘ Resuit View

“{Primary Curve

400 /
200 /

10 20 30 40 50
Cycles

Module Name A1
Reagent Lot ID* 31891
Start Time 07/121912:02:42
End Time 07/12/18 13:59:58
Status Done
User speedx

Fluorescence

[4]

Save Changes || Export || Report

+* Select Test To Be Viewed

. Module Start
Patient ID Name User Result Date
530G High_2 A2 speedy M_genitaliu. . |ResistancePlus . Done Ok 0721181203 |~
s — —
586G High_1 A1 speedx M. genitaliu.. ResistancePlus.. Done oK 0711219 12:02 |«

En la ventana View Results (Ver resultados)
En Views (Vistas) > Seleccione Result View (Vista de resultados)
> Seleccione la pestafia Test Result (Resultado de prueba) para ver el resultado general de la prueba
> Seleccione la pestafia Analyte Result (Resultado de analito) para ver los valores Ct de todos los analitos

En Views (Vistas) > Seleccione Primary curve (Curva principal) para ver la curva de amplificaciéon

En el software Infinity Xpertise, seleccione el boton Results (Resultados). Entonces se mostrara el menu de Resultados.

En el menu de Resultados, seleccione el botén View Results (Ver resultados). Entonces se mostrara la ventana View
Results (Ver resultados).

En la ventana View Results (Ver resultados)
> Seleccione la pestafia Test Result (Resultado de prueba) para ver el resultado general de la prueba
> Seleccione la pestafia Analyte Result (Resultado de analito) para ver los valores Ct de todos los analitos

> Seleccione Amplification Curve (Curva de amplificacion) para ver las curvas de amplificacién

NOTA: Se recomienda encarecidamente revisar las curvas de amplificacion para todas las muestras positivas.
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13 Resultados de ejemplo

En los siguientes ejemplos vera el resultado general de la prueba en la pestafia Test Result (Resultado de la prueba),
curvas de amplificaciéon y el umbral de ciclos de los analitos en la pestafia Analyte Result (Resultado de analitos), dentro
de la ventana View Results (Ver resultados) del software GeneXpert® Dx.

Ejemplo 1. M. genitalium, muestra de mutacion del 23S rRNA

Result view (Vista de resultados) > Pestaiia Test Result (Resultado de prueba)

Test Result
Assay Name FResistancePlus MG FleXible Version 1

Test Result . genitalium DETECTED;

23S rRNA mutation DETECTED

For InYitro Diagnostic Use Only.

Result view (Vista de resultados) > Pestaiia Analyte Result (Resultado de analito)

Analyte t EndPt Analyte Prabe

Mame Result Check

Result
M. genitalivm 20.6 364 POS FASS
Internal Contral 20.4 527 [ FASS
235 rERMNA mutation (211 334 POS FASS

Primary Curve (Curva principal)

Legend
00 [] [.7] M.genitalium; Primary
[¥l || Internal Control; Primary
500 [¥l || 23S rRNA mutation; Primary
= 400
=
2
2 300
L=
=
200
100
Test Result (Resultado de prueba) Interpretacion
M. genitalium DETECTADO; M. genitalium y ADN con diana de mutacion del 23S rRNA detectados
mutacion 23S rRNA DETECTADA * La amplificacion PCR del M. genitalium y las dianas de mutacion del 23S

rRNA dan Ct comprendidos dentro del rango valido
+  Control interno: No se aplica (NA) cuando se ha detectado el M. genitalium

«  Comprobacién de sonda: PASS (APROBADO); aprobados todos los
resultados de comprobacién de la sonda
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Ejemplo 2. M. genitalium, muestra de tipo natural del 23S rRNA

©
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Result view (Vista de resultados) > Pestaia Test Result (Resultado de prueba)

Test Result

Test Result

Assay Name ResistancePlus MG FleXible

Version 1

. genitalium DETECTED;

For In Yitro Diagnastic Use Only.

Result view (Vista de resultados) > Pestaiia Analyte Result (Resultado de analito)

Analyte Ct EndPt Analyte Frohe
Mame Result Check
Result
M. genitalium 21.2 408 FOS PASS
Internal Contral 19.4 418 Y PASS
235 rRMNA mutation  133.9 253 FOS PASS
Primary Curve (Curva principal)
[ Legend
500 ¥ [./] M.genitalium; Primary
[l |Z Internal Control; Primary
[vi || 23S rRNA mutation; Primary
400
g 200
Z 200
100
i
10 20 30 40 50
Cycles

Test Result (Resultado de prueba)

Interpretacion

M. genitalium DETECTADO;
mutacion 23S rRNA NO DETECTADA

ADN con diana del M. genitalium detectado; y ADN con diana de mutacién del 23S

rRNA no detectado

* Laamplificacién PCR de la diana del M. genitalium da un Ct comprendido
dentro del rango valido; la diana de mutacion del 23S rRNA esta ausente o no
estd comprendida dentro del rango valido

« Control interno: No se aplica (NA) cuando se ha detectado el M. genitalium

»  Comprobacion de sonda: PASS (APROBADO); aprobados todos los
resultados de comprobacion de la sonda
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Ejemplo 3. Muestra negativa del M. genitalium

Result view (Vista de resultados) > Pestaiia Test Result (Resultado de prueba)

Test Result
Assay Name ResistancePlus MG FlexXihle Version 1

L L . genitalium NOT DETECTED;
23S rRNA mutation NOT DETECTED

For In Vitro Diagnostic Use Qnly,

Result view (Vista de resultados) > Pestaiia Analyte Result (Resultado de analito)

Analyte Ct EndPt Analyte Fraohe

Mame Result Check

Result
M.genitalium 0.0 1 NEG PASS
Internal Control 20.3 575 PASS PASS
238 rRMA mutation 0.0 4 NEG PASS

Primary Curve (Curva principal)

Legend
[ [.#] M.genitalium; Primary
[ [./] nternal Control; Primary
[v] || 23S rRNA mutation; Primary

600

400

Fluorescence

200

10 20 30 40 a0
Cycles

Test Result (Resultado de prueba) Interpretacion
M. genitalium NO DETECTADO; ADN con diana del M. genitalium no detectado
mutacién 23S rRNA NO DETECTADA + Diana del M. genitalium ausente o fuera del rango valido

+ Control interno: PASS (APROBADO); la amplificacion PCR del control interno
da un Ct comprendido dentro del rango valido

*  Comprobacién de sonda: PASS (APROBADO); aprobados todos los
resultados de comprobacion de la sonda
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Ejemplo 4. Muestra no valida
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Result view (Vista de resultados) > Pestaiia Test Result (Resultado de prueba)

| Test Resut

Assay Name ResistancePlus MG FleXihle

Version

1

Test Result INVALID

For In Yitro Diagnostic Use Only.

Result view (Vista de resultados) > Pestaiia Analyte Result (Resultado de analito)

Analyte Ct EndPt Analyte Probe
MName Result Check
Result
h.genitaliurm 0.0 3 |SALID PASS
[Internal Contral 0.0 -7 FAIL PASS
[|235 rRMNA mutation 0o 12 ML D PASS
Primary Curve (Curva principal)
Legend
¥ [#] M.genitalium; Primary
a0 [¥ |./| Internal Control; Primary
¥ || 23S rRNA mutation; Primary
w 70
=
)
& a0
i)
S
2 a0
10
—_\_\_h'_‘—ﬂ—\_hr____
10 20 30 40 a0
Cycles

Test Result (Resultado de prueba)

Interpretacion

NO VALIDO

No se puede determinar ni la presencia ni la ausencia del M. genitalium y del ADN
con diana de mutacion del 23S rRNA. Repita la prueba con la muestra original y
proceda a partir de la Seccion 8.2. Si la repeticién de la prueba no arroja un resultado
valido, recoja otra muestra para volver a hacer la prueba.
* Control interno: FAIL (SUSPENSO); el resultado del control intemo es
ausente, o el Ct no esta en el umbral vélido

+  Comprobacion de sonda: PASS (APROBADO); aprobados todos los
resultados de comprobacion de la sonda
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Ejemplo 5. Resultado erréneo

Result view (Vista de resultados) > Pestaiia Test Result (Resultado de prueba)

rTest Result r Analyte Result rDeiail rError: rHi:tory r Support |
Assay Name ResistancePlus MG Flexible Version 1

Test Result |EpROR

For In Witro Diagnostic Lise Cnly.

Result view (Vista de resultados) > Pestaiia Analyte Result (Resultado de analito)

rTe:l Result r Analyte Result rDetaiI rErrnr: |/Hi:tury r Support |

Analyte ct EndPt Analyte Frohe
Mame Result Check
Result
M.genitalium 0.0 1] MO RESULT FAIL
Internal Caontral 0.0 1] MO RESULT FAIL
235 IENA mutation 0.0 1] MO RESULT FAIL
Test Result (Resultado de prueba) Interpretacion
ERROR No se puede determinar ni la presencia ni la ausencia del M. genitalium y del ADN

con diana de mutacién del 23S rRNA. Repita la prueba con la muestra original y
proceda a partir de la Seccion 8.2. Si la repeticion de la prueba no arroja un resultado
valido, recoja otra muestra para volver a hacer la prueba.

»  Control interno: SIN RESULTADOS

* Comprobacion de sonda: FAIL (SUSPENSO)*; han suspenso todos o alguno
de los resultados de la comprobacién de la sonda. La comprobacion de la
sonda puede suspenderse porque la mezcla de reaccion se haya hecho de
forma incorrecta, o la cdmara de reaccion se haya cargado inadecuadamente,
o porque se haya detectado un problema en la composicién de la mezcla.

* Si se aprueba la comprobacion de la sonda, el error puede venir causado por el
fallo de un componente del sistema o la deteccién de una pérdida de sefial, u otro
error
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Ejemplo 6. Sin resultados

Result view (Vista de resultados) > Pestaiia Test Result (Resultado de prueba)

| TestResult | Analyte Result | Detail | Errors | History | Support
Assay Name ResistancePlus MG Fleiible Version 1

Test Result 0 RESULT

Faor In Vitra Diagnostic Use Only,

Test Result (Resultado de prueba) Interpretacion

SIN RESULTADOS No se puede determinar ni la presencia ni la ausencia del M. genitalium y del ADN
con diana de mutacion del 23S rRNA. Repita la prueba con la muestra original y
proceda a partir de la Seccion 8.2. Sila repeticion de la prueba no arroja un resultado
valido, recoja otra muestra para volver a hacer la prueba.

No se recopilaron los datos suficientes para generar un resultado en la prueba (p. €j.
el operario detuvo la prueba en curso, o se produjo un fallo en algiin componente del
sistema).
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- 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, numeracioén de E. coli) que estan asociadas a
la resistencia a la azitromicina (antibiético macrélido).

- Se ha demostrado que el ensayo ResistancePlus® MG FleXible tiene reacciones cruzadas con el M. genitalium y las
secuencias de mutaciones de 23S rRNA A2059C.

- El ensayo ResistancePlus® MG FleXible 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.

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

- En el caso de las muestras de orina, pueden observarse interferencias en el ensayo por la presencia de sangre (>0,4%
v/v) o de bilirrubina (>0,18 mg/mL).

- Los resultados de la prueba deben correlacionarse con el historial médico, los datos epidemioldgicos, los datos
procedentes del laboratorio, y otros datos que el médico pueda tener disponibles.

- La prevalencia del M. genitalium y la resistencia al antibiético macrélido afectan a los valores positivos y negativos de
prediccion del ensayo.

- La deteccion de los marcadores de resistencia a los antibidticos 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 infeccién, lo cual puede deberse a una recogida de
muestras incorrecta, errores técnicos, la presencia de inhibidores, la mezcla de muestras o un ndmero 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.
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15.1 Eficacia diagnéstica clinica

Se llevo a cabo un estudio clinico prospectivo-retrospectivo en el STD Laboratory, University of Alabama, Birmingham,
Alabama, EE. UU. Se obtuvieron muestras de septiembre de 2018 a marzo de 2019, y basandose en una PCR en tiempo
real del pdhD del M. genitalium (realizada de forma interna en el Johns Hopkins Center for the Development of Point-of-
Care Sexually Transmitted Diseases, Baltimore, Maryland, EE. UU.), se seleccionaron para su inclusion en el estudio 21
muestras positivas del M. genitaliumy 54 muestras negativas consecutivas del M. genitalium. Las 76 muestras consistieron
en 38 muestras de orina de hombre (recogidas con el kit Xpert® Urine Specimen Collection) y 38 hisopos vaginales
(recogidas con el kit Xpert® Vaginal/Endocervical Specimen Collection). Con el fin de determinar la eficacia del kit
ResistancePlus® MG FleXible, se compard la deteccion del M. genitalium con el resultado de la PCR en tiempo real del
pdhD, y la deteccion de mutaciones del 23S rRNA se compard con la secuenciaciéon de Sanger. La sensibilidad y
especificidad del kit ResistancePlus® MG FleXible para la deteccion del M. genitalium y la deteccion de mutaciones del
23S rRNA se muestran en la Tabla 3. El ResistancePlus® MG FleXible determiné que habia una muestra (hisopo vaginal)
no valida, por lo que quedd excluida del analisis. El analisis de la deteccion de mutaciones del 23S rRNA solo incluye las
muestras en las que podia determinarse el estado de la mutacién. En la Tabla 4 aparecen los analisis de los resultados
segun el tipo de muestra. Los andlisis de las mutaciones del 23S rRNA se muestran en la Tabla 5.

Tabla 3. Evaluacioén clinica del ResistancePlus® MG FleXible

Referencias SRS
Deteccion del M. genitalium Detecc(:ji;)lnzgz T;:la:iones
(pdhD qPCR) (secuenciacion de Sanger)
MG positivo MG negativo Mutacién Tipo natural
MG positivo 21 2 Mutacién 13 0
FosmreoPus MG | G nogatvo | 0 s2 e | 7
Total 21 54 Total 14 7
Sensibilidad | 100,0% (95% IC 83,9 — 100,0%) Sensibilidad 92,9% (95% IC 66,1 — 99,8%)
Especificidad 96,3% (95% IC 87,3 — 98,7%) Especificidad 100,0% (95% IC 59,0 — 100,0%)

Tabla 4. Analisis de los resultados clinicos segun el tipo de muestra

Previsto Previsto
Previsto
Muestra MG positivo, MG positivo,
MG negativo
23S rRNA de tipo natural Mutacion del 23S rRNA
Orina de hombre 33/33 17 3/4°
Hisopo vaginal de mujer 22/22 6/6 10/10

# Se incluyeron en el analisis las muestras que habian tenido un resultado valido en la prueba de referencia y con ResistancePlus® MG

FleXible

"1 muestra se denomind incorrectamente "M. genitalium detectado, mutacion del 23S rRNA no detectado”

Tabla 5. Analisis de los resultados clinicos segun la mutacion del

23S rRNA

Resultado de referencia

Resultado del ResistancePlus® MG FleXible

Tipo natural 77
A2059G 8/8
A2058G 5/6'

"1 muestra se denomind incorrectamente "M. genitalium detectado, mutacién del 23S rRNA no detectado”
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15.2 Eficacia analitica
15.2.1 Reproducibilidad

Se llevo a cabo un estudio de la reproducibilidad del kit ResistancePlus® MG FleXible en distintos sitios de analisis,
instrumentos, lotes, operarios, andlisis y dias usando paneles preparados a partir de una matriz de orina e hisopos
vaginales. El andlisis se realiz6 en dos sitios. Cada uno de los paneles contenia tres duplicados de un componente del
panel probado a 3x LOD (limite de deteccién, en inglés). Cada panel contenia tres muestras negativas. Tres operarios
probaron los paneles dos veces al dia durante tres dias no consecutivos, lo cual dio un total de 54 observaciones por
componente del panel (3 duplicados por analisis x 2 analisis x 3 dias x 3 operarios = 54 observaciones). Se incluyeron en
el estudio al menos tres lotes del kit ResistancePlus® MG FleXible.

Se incluyeron todos los analisis validos incluidos en los analisis de la coincidencia de porcentajes correspondiente a cada
diana del kit ResistancePlus® MG FleXible para cada tipo de panel por separado.

Resultados de reproducibilidad de los paneles de orina: La coincidencia de porcentajes fue del 100 % para todas las
muestras (Tabla 6). El andlisis de los elementos con variacion (Tabla 7 - Tabla 9) de los valores Cq realizado a
componentes positivos del panel arrojaron rangos generales de coeficiente de variacién (CV) entre 0,00 % y 4,07 %, 0,54
%y 4,23 %,y 0,25 %y 6,04 % para las dianas de MgPa, IC y 23S, respectivamente.

Resultados de reproducibilidad de los paneles de hisopos vaginales: La coincidencia de porcentajes fue del 100%
para todas las muestras (Tabla 10). El analisis de los elementos con variaciéon (Tabla 11 - Tabla 13) de los valores Cq
realizado a componentes positivos del panel arrojaron rangos generales de coeficiente de variacion (CV) entre 0,10 % y
2,69 %, 0,02 %y 2,57 %,y 0,18 % y 2,86 % para las dianas de MgPa, IC y 23S, respectivamente.

Tabla 6. Muestras de orina: Coincidencia de porcentajes

Sitio 1 Sitio 2
Coincidencia total por dianas
M. genitalium (GeneXpert XVI) (GeneXpert Infinity-48s)
Tipo 23S rRNA /NG Tasa de /NG Tasa de /NG Tasa de
aciertos (%) aciertos (%) aciertos (%)
A2058C 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058G 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058T 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2059G, 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
WT 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0

2n/N = nimero de muestras correctamente identificadas/nimero de muestras probadas totales

Tabla 7. Muestras de orina: Resumen de datos de reproducibilidad correspondientes a la diana MgPa

. Entre Entre Entre
M. Entre lotes Entre dias - AFer] -
Lk L cq operarios analisis instrumentos
genitalium nINe Coinciden -
Tipo 235 cia (%) ZdiO cv cv cv cv cv
rRNA
SD (%) SD (%) SD (%) SD (%) SD (%)
A2058C 54/54 100 27,93 | 0,66 2,38 0,23 0,81 0,47 1,66 0,69 2,47 0,57 2,03
A2058G 54/54 100 28,78 | 1,10 3,88 0,42 1,46 0,62 2,17 0,79 2,78 0,76 2,63
A2058T 54/54 100 31,27 | 1,12 3,62 0,30 0,98 1,04 3,36 1,21 3,90 1,27 4,07
A2059G 54/54 100 2942 | 0,77 2,62 0,59 2,01 0,09 0,32 0,77 2,62 0,00 0,00
-rl;;ptﬁral 54/54 100 30,81 0,62 2,01 0,38 1,25 0,21 0,68 0,51 1,65 0,24 0,78
M.
genitalium 54/54 100 - - - - - - - - - - -
negativo

2n/N = numero de muestras correctamente identificadas/nimero de muestras probadas totales
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Tabla 8. Muestras de orina: Resumen de datos de reproducibilidad correspondientes a la diana de mutacion

del 23S rR
. Entre Entre Entre
m. Cq HelEee il el operarios analisis instrumentos
genitalium nING Coinciden -
et cla () Zdio cv cv cv cv cv
rRNA
SD (%) SD (%) SD (%) SD (%) SD (%)
A2058C 54/54 100 28,47 | 1,09 3,83 0,61 2,15 0,59 2,07 0,94 3,29 0,85 2,98
A2058G 54/54 100 33,54 | 0,25 0,74 0,15 0,45 0,26 0,77 0,74 2,21 0,09 0,25
A2058T 54/54 100 32,18 | 0,73 2,30 0,09 0,28 0,46 1,44 1,21 3,80 0,40 1,23
A2059G 54/54 100 30,02 | 1,04 3,47 1,20 3,97 1,48 4,88 1,83 6,04 1,24 4,14
Tipo 54/54 100 - - - - - - - - - - -
natural
M.
genitalium 54/54 100 - -- - - -- - - -- - - --
negativo

2n/N = numero de muestras correctamente identificadas/nimero de muestras probadas totales

Tabla 9. Muestras de orina: Resumen de datos de reproducibilidad correspondientes a la diana Cl

e Entre Entre Entre
M. Entre lotes Entre dias - et .
Lk L Cq operarios analisis instrumentos
genitalium 0 Coinciden
. n/N e (O prom
Tipo 235 cla (%) edio cv cv cv cv cv
rRNA
SOl [P e | SP | m | P e | P )
A2058C 54/54 100 19,46 | 0,72 3,77 | 0,34 1,78 | 0,67 3,49 0,68 3,54 0,82 | 423
A2058G 54/54 100 18,82 | 0,44 2,37 | 0,36 1,91 0,11 0,61 0,39 2,09 0,10 | 0,54
A2058T 54/54 100 19,07 | 0,29 1,55 | 0,31 1,62 | 0,28 1,45 0,57 3,02 0,25 1,31
A2059G 54/54 100 19,17 | 0,79 | 4,19 | 0,17 0,87 | 0,65 3,45 0,62 3,28 0,80 | 4,18
-rl;;ptgral 54/54 100 19,21 | 0,66 3,44 | 0,49 2,57 | 0,54 2,82 0,67 3,54 0,66 3,43
M.
genitalium 54/54 100 19,72 | 0,69 3,52 0,42 2,12 | 0,22 1,13 0,53 2,67 0,27 1,38
negativo

2n/N = nimero de muestras correctamente identificadas/nimero de muestras probadas totales

Tabla 10. Muestras de hisopos vaginales: Coincidencia de porcentajes

Sitio 1 Sitio 2
Coincidencia total por dianas
M. genitalium (GeneXpert XVI) (GeneXpert Infinity-48s)
Tipo 23S rRNA /NG Tasa de /NG Tasa de /NG Tasa de
aciertos (%) aciertos (%) aciertos (%)
A2058C 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058G 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2058T 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
A2059G 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0
WT 36/36 100,0 18/18 100,0 54/54 100,0

2n/N = nimero de muestras correctamente identificadas/nimero de muestras probadas totales
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Tabla 11. Muestras de hisopos vaginales: Resumen de datos de reproducibilidad correspondientes a la diana

MgPa
M. Entre lotes Entre dias Entrc_e Ept_re_ . Entre
Wb L. Cq operarios analisis instrumentos
genitalium A Coinciden
" n/N 1o prom
Tipo 235 cia (%) edio cv cv cv cv cv
rRNA
SOl [P e | SR m | P e | P )
A2058C 54/54 100 26,49 | 0,09 0,35 0,22 0,85 0,25 0,94 0,41 1,57 0,30 1,12
A2058G 54/54 100 2569 | 0,15 0,58 0,17 0,66 0,39 1,53 0,55 2,13 0,19 0,73
A2058T 54/54 100 27,00 0,45 1,68 0,03 0,10 0,64 2,36 0,69 2,55 0,14 0,51
A2059G 54/54 100 27,16 | 0,15 0,53 | 0,12 0,45 | 0,08 0,29 0,37 1,38 0,10 | 0,36
-rl;laptzral 54/54 100 28,38 | 0,48 1,71 0,32 1,14 0,43 1,52 0,76 2,69 0,44 1,56
M.
genitalium 54/54 100 - - - - - - -- - - -- -
negativo

2n/N = nimero de muestras correctamente identificadas/nimero de muestras probadas totales

Tabla 12. Muestras de hisopos vaginales: Resumen de datos de reproducibilidad correspondientes a la diana

de mutacio
M. Entre lotes Entre dias Entr(le Ept_re_ . Entre
Wb L. Cq operarios analisis instrumentos
genitalium nINe Coinciden -
Tipo 238 cla (%) zdiO cv cv cv cv cv
rRNA
SD %) SD %) SD (%) SD (%) SD %)
A2058C 54/54 100 27,13 | 0,09 0,35 0,20 0,74 0,58 2,15 0,59 2,18 0,66 2,45
A2058G 54/54 100 30,64 | 0,47 1,54 0,24 0,78 0,18 0,58 0,61 2,00 0,41 1,35
A2058T 54/54 100 28,89 | 0,46 1,60 0,05 0,18 0,17 0,60 0,53 1,84 0,33 1,13
A2059G 54/54 100 27,71 | 0,49 1,77 0,19 0,70 0,52 1,88 0,79 2,86 0,23 0,82
Tipo 54/54 100 - - - - - - - - - - -
natural
M.
genitalium 54/54 100 - - - - - - - - - - -
negativo

2n/N = numero de muestras correctamente identificadas/nimero de muestras probadas totales
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Tabla 13. Muestras de hisopos vaginales: Resumen de datos de reproducibilidad correspondientes a la diana

Cl
. Entre Entre Entre
m. Cq HelEee il el operarios analisis instrumentos
genitalium nING Coinciden -
et cla () ZdiO cv cv cv cv cv
rRNA
SD (%) SD (%) SD %) SD (%) SD (%)
A2058C 54/54 100 17,02 | 0,23 1,36 0,11 0,62 0,24 1,44 0,32 1,89 0,13 0,74
A2058G 54/54 100 17,78 | 0,33 1,87 0,09 0,51 0,30 1,69 0,42 2,36 0,06 0,32
A2058T 54/54 100 17,06 | 0,14 0,79 0,10 0,60 0,30 1,76 0,29 1,72 0,36 2,13
A2059G 54/54 100 17,59 | 0,11 0,65 0,10 0,55 0,09 0,50 0,26 1,47 0,07 0,40
:',ftgral 54/54 100 17,48 | 025 | 147 | 030 | 1,72 | 007 | 039 | 0,31 | 1,83 | 0,00 | 0,02
M.
genitalium 54/54 100 17,28 | 0,45 2,57 0,06 0,35 0,41 2,36 0,41 2,37 0,22 1,27
negativo

2n/N = numero de muestras correctamente identificadas/nimero de muestras probadas totales

15.2.2  Sensibilidad analitica

Se emplearon cepas del M. genitalium representativas para evaluar la sensibilidad analitica (el limite de deteccion, o LOD,
por sus siglas en inglés). Cada cepa de M. genitalium fue diluida en una matriz con muestra negativa de orina y muestra
negativa de hisopo vaginal. El LOD se define como la concentracién mas baja (expresada como el nimero de genomas
por muestra) que se puede distinguir con reproductibilidad a partir de muestras negativas al 95 % de confianza.

Los resultados correspondientes a cada cepa de M. genitalium figuran en la Tabla 14.

Tabla 14. LOD de cada diana del kit ResistancePlus® MG FleXible

Orina Hisopo vaginal
Tipo 23S rRNA del M. @
genitalium P LOD LOD
(genomas por muestra) (genomas por muestra)

WT G37 157 157

A2058C M6302 317 317
A2059G M6593 147 220
A2058G M6604 387 387
A2058T M6926 151 151

15.2.3 Inclusividad

Se realizd un estudio de inclusividad para probar la reactividad del kit ResistancePlus® MG FleXible con 8 cepas del M.
genitalium. Los aislados del M. genitalium representaban distintas mutaciones del 23S rRNA de varias ubicaciones
geograficas (los aislados procedian de los paises siguientes, y el nimero de cepas viene entre paréntesis: Australia (2),
Dinamarca (3), Noruega (1), Reino Unido (1), EE. UU. (1)). Cada cepa fue diluida en una matriz con muestra negativa de
orina y muestra negativa de hisopo vaginal. Todos los aislados se probaron a una concentracioén de 2x LOD en duplicados
de tres utilizando un lote de kits ResistancePlus® MG FleXible. Todas las cepas fueron detectadas correctamente.

Los resultados se resumen en la Tabla 15.
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Tabla 15. Pruebas de inclusividad para las cepas del M.

genitalium
M. genitalium
Cepa
Tipo 23S rRNA
M2300
M2321
Tipo natural
M2341
M30 temprana
A2058G M6271
M6303
A2059G
M6320
A2058C M6848

15.2.4 Reactividad cruzada con otras mutaciones del 23S rRNA

Se analiz6é un ADN recombinante sintético que contenia las dianas MgPa y A2059C 23S rRNA del M. genitalium en 5000
copias en un fondo con 35 ng de ADN por muestra. Los resultados demostraron que la prueba ResistancePlus® MG
FleXible presenta una reactividad cruzada con la diana A2059C 23S rRNA del M. genitalium a una tasa de acierto > 90 %.
No se ha evaluado la eficacia analitica de la prueba ResistancePlus® MG FleXible a la hora de detectar esta mutacion.

15.2.5 Especificidad analitica

Se realizd un estudio para evaluar la reactividad cruzada con el kit ResistancePlus® MG FleXible cuando hay
microorganismos no diana en altas concentraciones. Se evaluaron 42 microorganismos consistentes en bacterias, virus,
hongos y protozoos que representaban los patdgenos o la flora habitualmente presentes en el sistema urogenital, o que
tienen una estrecha relacion con el M. genitalium. Cada cepa de bacterias se analizé 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
bacterianos y virales mediante la gPCR, salvo los que aparecen cuantificados como Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) o como Unidades Formadoras de Placas (UFP) (Tabla 16). Todos los microorganismos se analizaron por triplicado
para evaluar su reactividad cruzada con el kit ResistancePlus® MG FleXible. Todos los microorganismos analizados fueron
diluidos en una matriz clinica negativa (orina).

Los resultados indicaron que ninguno de estos organismos produjeron falsos positivos en la matriz negativa de orina del
M. genitalium (Tabla 16).

También se realiz6 un andlisis de silicio para evaluar si los oligonucledtidos del kit ResistancePlus® MG FleXible pueden
amplificar y detectar secuencias de acido nucleico en los microorganismos no diana disponibles en BLAST. No se
detectaron interacciones relevantes.
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Tabla 16. Especificidad analitica de los microorganismos

Microorganismo Concentracion Microorganismo Concentracion Microorganismo Concentracion

(genomas/mL) (genomas/mL) (genomas/mL)
Actinomyces israelii 1x 108 Fusobacterium nucleatum 1x 108 Neisseria gonorrhoeae 1x 108
Bacteroides fragilis 1x 108 Haemophilus ducreyi 1x 108 Pentatrichomonas hominis 1x10%
Bifidobacterium adolescentis 1x 108 Virus del herpes simple | 1x 108 Peptostreptococcus anaerobius 1x 108
Campylobacter jejuni 1x 108 Virus del herpes simple Il 1x 108 Prevotella bivia 1x 108
Candida albicans 1x10° HPV tipo 18 (células Hela) 1x10% Propionibacterium acnes 1x10°
Candida glabrata 1x 108 Klebsiella oxytoca 1x 108 Proteus mirabilis 1x 108
Candida parapsilosis 1x 108 Lactobacillus acidophilus 1x 108 Proteus vulgaris 1x 108
Candida tropicalis 1x10°% Lactobacillus crispatus 1x 108 Pseudomonas aeruginosa 1x 108
Chlamydia trachomatis 1x 108 Lactobacillus jensenii 1x 108 Staphylococcus aureus 1x 108
Clostridium perfringens 1x 108 Lactobacillus vaginalis 1x 108 Staphylococcus saprophyticus 1x 108
Corynebacterium genitalium 1x 108 Listeria monocytogenes 1x 108 Streptococcus agalactiae 1x 108
Enterobacter aerogenes 1x 108 Mycobacterium smegmatis 1x10° Streptococcus pyogenes 1x 108
Enterobacter cloacae 1x 108 Mycoplasma hominis 1x 108 Trichomonas vaginalis 1x10%
Enterococcus faecalis 1x 108 Mycoplasma pneumoniae 1x 108 Ureaplasma urealyticum 1x10°

* Cuantificado como UFP/mL
A Cuantificado como UFC/mL

15.2.6  Sustancias potencialmente interferentes

Se realizd un estudio sobre sustancias interferentes para examinar si las sustancias o condiciones que pueden estar
presentes en las muestras clinicas pueden afectar a la eficacia del kit ResistancePlus® MG FleXible. En el panel se
incluyeron sustancias enddégenas como la sangre, la mucina, los leucocitos y los medicamentos (con y sin receta) que se
pueden utilizar para tratar condiciones urogenitales. Se probaron todas las sustancias en presencia y en ausencia de una
cepa A2058G representativa del M. genitalium a 3x LOD. Todas las muestras se analizaron por triplicado. Las sustancias
se diluyeron en una matriz clinica negativa (orina o hisopo vaginal), segun correspondiese.

Salvo en el caso de la bilirrubina, la sangre completa y el jabon intimo Vagisil, los resultados indicaron que ninguna de las
sustancias ni de las condiciones interferian en la deteccién por parte de la cepa A2058G representativa del M. genitalium,
ni arrojaban falsos positivos en las matrices negativas del M. genitalium a las concentraciones indicadas.

En el caso de las muestras de orina, pueden observarse interferencias en el ensayo por la presencia de:

- Sangre a una concentracion superior a 0,4 % v/v

- Bilirrubina a una concentracién superior a 0,18 mg/mL

En el caso de las muestras de hisopos vaginales, pueden observarse interferencias en el ensayo por la presencia de:
- Desodorante intimo en polvo Vagisil a una concentracion superior a 0,1 % p/v

Los resultados se resumen en la Tabla 17 y en la Tabla 18.
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Clase/Sustancia

Nombre del producto

g /
Tabla 17. Sustancias poteIICIallllellte interferentes en las muestras de orina

Concentracion de prueba

Sangre completa - 0,4 % vivh
Semen - 5,0% viv
Mucosa Mucina 0,8% p/v

Antibiéticos Azitromicina 1,8 mg/mL
Analgésicos Paracetamol 3,2 mg/mL

Hormonas intravaginales

Progesterona; estradiol

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

Leucocitos - 10° células/mL
Albimina Albuimina de suero bovino 10 mg/mL
Glucosa - 10 mg/mL
Bilirrubina - 0,18 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

* se pueden observar interferencias en muestras que contengan mas de 0,18 mg/mL de bilirrubina

" se pueden observar interferencias en muestras que contengan mas de 0,4 % de sangre completa

Tabla 18. Sustancias potencialmente interferentes en las muestras de hisopo

vaginal

Clase/Sustancia

Nombre del producto

Concentracion de prueba

Productos vaginales y
contraceptivos sin receta

Crema contra el picor Vagisil

(1,0 02) 0,25 % plv
K-Y Jelly (4,0 oz) 0,25 % plv
Gel contraceptivo vaginal
Options Gynol Il 025 % piv
Crema vaginal Walgreens
Clotrimazole (1,5 oz) 025 % piv
Ducha vaginal Vagi-gard 0,25 % plv
Gel hidratante interno Vagisil
ProHydrate Natural Feel (0,2 0,25 % plv

oz x pack de 8)

Desodorante intimo en polvo
Vagisil Daily (8,0 o0z)

0,10 % p/v*

Spray desodorante Summer's

estradiol, USP 0,01 %)

0,
Desodorante y polvos Eve (2,0 0z) 0,25% viv
. . Crema Preparation H o
Crema antihemorroides Hemorrhoidal (0,9 0z) 0,25 % piv
® .
Medicamentos con receta Estrace™ (crema vaginal con 0,25 % plv

* se pueden observar interferencias en muestras que contengan mas de 0,1 % p/v del desodorante intimo en polvo Vagisil
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15.2.7 Estudio de contaminacion por arrastre

Se llevd a cabo un estudio para demostrar que los cartuchos de un solo uso de GeneXpert impiden que se produzca la
contaminacion por arrastre en muestras negativas que se analicen después de muestras muy positivas en el mismo médulo
de GeneXpert. El estudio consistio en procesar una muestra negativa en el mismo médulo de GeneXpert justo después de
haber procesado una muestra con alta concentracion de MG (ADN sintético; 10° copias/mL de la diana A2058C). Se
analizaron muestras en dos mdédulos de GeneXpert en un total de 40 analisis, los cuales arrojaron 20 positivos y 20
negativos. No se observé ningun falso positivo en las muestras negativas, de lo que se deduce que no hay contaminacién
por arrastre entre los distintos andlisis realizados en el GeneXpert.
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16 Atencion al cliente y asistencia técnica

Antes de contactar con la asistencia técnica de Cepheid, recabe la siguiente informacion:
- Nombre del producto
- Numero de lote
- Nudmero de serie e instrumento
- Mensaje de error (si procede)

- Version de software y, si procede, numero de etiqueta de servicio del ordenador

Tabla 19. Informacién de contacto de la asistencia técnica

Pais Teléfono Correo electrénico

Australia y Nueva Zelanda +1800 130 821 techsupportANZ@cepheid.com
+0800 001 028

Austria +43 720 380 091 support@cepheideurope.com

Francia +33 563 825 319 support@cepheideurope.com

Alemania +49 21 513 280 100 support@cepheideurope.com

Italia +39 800 902 567 support@cepheideurope.com

Espafia +34 919 90 67 62 support@cepheideurope.com

Polonia +48 225 048 523 support@cepheideurope.com

Portugal +351 800913 174 support@cepheideurope.com

Reino Unido +44 3303 332 533 support@cepheideurope.com

Bélgiﬁ;;ﬂiﬁgsoajos y +33 563 825 319 support@cepheideurope.com
. +33 563 825 319

o(;r:?:n‘z:':ﬂisd%eyEK]{ﬁg:' +971 4 253 3218 support@cepheideurope.com

Puede obtener mas informacion sobre otras oficinas de Cepheid en www.cepheid.com o en www.cepheidinternational.com,
en la pestafia SUPPORT (Asistencia). Seleccione la opcion Contact Us (Contacte con nosotros).
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18 Glosario

C€o123 REF MASTER LOT

Conformidad europea para Numero de catalogo Lote de mezcla maestra Cadigo de lote
uso diagnostico in vitro

EC [REP “ &' jﬂ/

Representante autorizado Fabricante Fecha de fabricacion Limitacion de la

en la Comunidad Europea temperatura
/" 2 AN ®

Contenido suficiente para Usar antes de la fecha Advertencia No reutilizar

<n> determinaciones

I:E] CONTROL]+ P/N %

Consultar las instrucciones Control positivo Numero de pieza Importador europeo
de uso

UK
CA

Marca de evaluacién de
conformidad del Reino Unido

Los productos SpeeDx pueden estar cubiertos por una o0 mas patentes locales o extranjeras.
Consulte www.plexpcr.com/patents para obtener informacioén 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 2024 SpeeDx Pty.
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