HOLOGIC Amplified MTD"

TEST AMPLIFIED PARA LA DETECCION DIRECTA DEL COMPLEJO
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Equipo de 50 tests
(bioMérieux ref. 39006/Hologic Cat. No. 301001)
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UTILIZACION Amplified MTD"

UTILIZACION

El test AMPLIFIED PARA LA DETECCION DIRECTA DEL COMPLEJO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS (MTD) es un test que utiliza una sonda de acido nucleico dirigida contra
una diana amplificada, que permite la deteccion in vitro de los acidos nucleicos de las
micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis. Este test es realizado a partir de
muestras procedentes de esputos (inducidos o expectorados), de muestras bronquiales
(lavados bronco-alveolares o aspirados bronquiales) o de aspiraciones traqueales.

ADVERTENCIAS

La eficacia de este test no ha sido aun demostrada para la deteccion directa del RNAr de M.
tuberculosis a partir de otras muestras clinicas (sanguineas, urinarias o coprolégicas, por
ejemplo). Los rendimientos del test MTD han sido estudiados exclusivamente en muestras
tratadas segun la técnica descrita, y conservadas durante el tiempo y a las temperaturas
especificadas en la presente ficha técnica.

Las muestras que den resultados positivos deben ser cultivadas para determinar la eventual
presencia de otras micobacterias, ademas de las del complejo M. tuberculosis o de
micobacterias atipicas. También deben realizarse tests de sensibilidad frente a los agentes
anti-micobacterianos. Deben realizarse cultivos para detectar bacilos
acido-alcohol-resistentes (BAAR) con el fin de precisar qué subespecie del complejo M.
tuberculosis

(M. bovis, por ejemplo) se encuentra presente.

Durante los ensayos clinicos, se han analizado muestras realizadas en nifios, en pacientes
HIV-positivos y en pacientes contagiados con micobacterias atipicas. Sin embargo, el
numero de ensayos no ha permitido comparar estadisticamente los rendimientos del test en
estos diferentes grupos.

No han sido evaluados los resultados del test en muestras procedentes de pacientes bajo
tratamiento antituberculoso, con el fin de realizar un seguimiento terapéutico o de confirmar
una mejoria.

Las muestras con elevada concentracion sanguinea no deben ser analizadas con el
equipo MTD.

PRECAUCIONES DE UTILIZACION

A. Utilizacién reservada para el diagndéstico in vitro.

B. Eltest MTD esta destinado especificamente a las micobacterias del complejo
M. tuberculosis, es decir, M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum,
M. microti, y M. canetti, pero no diferencia estas especies entre si. M. celatum vy
M. pseudo-terrae pueden provocar reacciones cruzadas si se encuentran presentes en
concentraciones superiores a 30 UFC (Unidades Formadoras de Colonias) por test. Sin
embargo, M. celatumy M. pseudo-terrae son rara vez aislados en clinica.

C. Un resultado negativo no excluye la presencia de una micobacteria del complejo
M. tuberculosis en la muestra. La calidad de los resultados depende de la calidad de
la muestra y de su transporte, de la variabilidad de la toma de muestras, de los errores
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Amplified MTD" PRECAUCIONES DE UTILIZACION

técnicos del laboratorio, de los errores de identificacién de las muestras y de los errores
en la transcripcion de los resultados.

D. Eltest se encuentra destinado sélo a la deteccidn de las micobacterias del complejo
M. tuberculosis a partir de muestras preparadas segun los métodos NALC-NaOH o
NaOH, recomendados por los Centros para el Control de Enfermedades (CDC)’. Este
test debe ser utilizado s6lo en muestras concentradas preparadas a partir de esputos
(inducidos o expectorados), de aspirados traqueales o de muestras bronquiales (lavados
bronco-alveolares o aspiraciones bronquiales). Durante la puesta en suspensién de la
muestra en la solucion de tampoén fosfato, verificar que la concentracion de fosfato sea
de 67 mM’.

E. Evitar cualquier contacto de los Reactivos de Deteccién | y Il (bioMérieux ref.
39300 / Hologic Cat. No. 201791) con la piel, los ojos y las mucosas. En caso de
contacto, enjuagar con agua. Si estos reactivos se derraman, diluirlos con agua antes de
secarlos.

F. Adoptar las precauciones habituales durante la realizatién de este test*. La preparacion
de las muestras digeridas y descontaminadas, asi como las etapas del test MTD, deben
ser realizadas respetando las reglas de seguridad microbiolégica de nivel 2°.

G. Utilizar solo el material suministrado o material de laboratorio de un solo uso.

H. Las superficiies de trabajo, las pipetas y el material deben ser descontaminados con una
solucion de lejia diluida al 1/2 (mitad de lejia, mitad de agua), como se describe en el
parrafo « TECNICA ». Dejar la lejia en contacto durante 15 minutos y después
enjuagar con agua y secar para eliminar los restos de lejia.

I. Pararealizar este test deben utilizarse pipetas con desplazamiento positivo o pipetas con
desplazamiento de aire equipadas de puntas provistas de filtro. Durante la
transferencia del lisado desde los tubos de lisis a los tubos de amplificacién, deben
utilizarse puntas extra largas. Cambiar de punta entre una etapa y otra. Evitar pasar por
encima de otros tubos de la gradilla. Las puntas ya utilizadas deben ser desechadas de
inmediato en un recipiente destinado a los desechos bioldgicos.

J. Al utilizar una pipeta de repeticion para la distribucién de los reactivos, despueés de
introducir el lisado en los tubos, evitar tocar el tubo con la punta de la pipeta con el fin de
reducir los riesgos de contaminacion entre los tubos. Los reactivos deben ser distribuidos
contra la pared del tubo con el fin de evitar salpicaduras. Ser cuidadoso en la distribuciéon
de los reactivos reduce los riesgos de contaminacion cruzada.

K. No volver a utilizar las mismas pipetas en las etapas anteriores a la amplificacién y en las
etapas que siguen a la amplificacion.

L. Después de la lectura de los resultados utilizando un luminédmetro, descontaminar los
tubos y desecharlos como se ha descrito en los parrafos « TECNICA » y
« OBSERVACIONES » con el fin de evitar la contaminacion del laboratorio por los
amplicones.

M. JAMAS volver a utilizar las hojas autoadhesivas y los tapones utilizados durante la etapa
precedente. Los tapones deben ser desechados en un recipiente apropiado,
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INTRODUCCION Amplified MTD"

inmediatamente después de haberlos retirado, para evitar cualquier contaminacion
cruzada. Las hojas autoadhesivas deben ser firmemente aplicadas en la parte alta de los
tubos de reactivos.

N. No cubrir el bafio maria durante la incubacion, en particular si se utilizan tapones (la
condensacion en la tapa puede ser una fuente de contaminacién).

O. Una buena homogeneizacion con un Vortex es necesaria después de afadir el Reactivo
de Seleccion con el fin de obtener resultados precisos.

P. Se recomienda elegir un lugar para la fase HPA (Hybridization Protection Assay) con
vistas a mini-mizar la contaminacién por amplicons. Este lugar debe ser diferente de
aquél donde se realicen las preparaciones de las muestras, los reactivos y la etapa de
amplificacion.

Q. Para prevenir las contaminaciones por amplicons en el laboratorio, el proceso debera
organizarse mediante un flujo de trabajo unidireccional. Por ejemplo, proceder a la
preparacion de las muestras y los reactivos, después la fase de amplificacion para,
finalmente, realizar la etapa HPA. Las muestras, el equipo y los reactivos nunca
deberian retornar al area donde se han llevado a cabo los procesos anteriores. El
personal no debera volver a dichas areas de trabajo sin haber tomado precauciones
anticontaminacion. Se recomienda firmemente que la cabina de bioseguridad empleada
para el procesamiento de muestras no se reutilice para los ensayos MTD.

INTRODUCCION

El test MTD utiliza los métodos TMA (Transcription-Mediated Amplification) y HPA
(Hybridization Protection Ensayo)? para detectar cualitativamente el RNA ribosémico (RNAr)
de las micobacterias del complejo M. tuberculosis. El test MTD detecta el RNA de los
organismos cultivables y no cultivables. El complejo M. tuberculosis incluye las subespecies
M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, y M. canetti (12, 13). El
test MTD detecta todos los microorganismos del complejo M. tuberculosis. Sin embargo,

M. microti infecta solamente a los animales, M. bovis se transmite rara vez desde los
animales infectados al hombre, mientras que M. africanum, es responsable de la
tuberculosis pulmonar en Africa Tropical'?. M. tuberculosis es con mucho el miembro mas
comun, responsable de importante morbilidad en el mundo entero. EI CDC ha dado a
conocer recientemente un aumento de los casos de tuberculosis en los pacientes afectados
de SIDA y en los inmigrantes, y un aumento de la transmision de la enfermedad en la
poblacion de alto riesgo®®. Se observa ademas el aumento del nimero de cepas resistentes
e incluso multirresistentes a los agentes antituberculosos'’. Las consecuencias son
considerables en el ambito de la salud publica.

Los métodos de cultivo convencionales permiten observar el crecimiento de M. tuberculosis
en un plazo de 1 a 8 semanas”'’. El test MTD, por su parte, permite la deteccion del RNAr
de las micobacterias del complejo M. tuberculosis en 2,5 a 3,5 horas. A pesar de que no
permite realizar antibiogramas, el test MTD detecta M. tuberculosis de manera fiable y
rapida. Esto permite utilizar mejor los servicios de aislamiento en los hospitales, iniciar
rapidamente un tratamiento apropiado y prevenir la propagacién de la enfermedad gracias
a la identificacion precoz y al aislamiento de los individuos contaminados®.
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PRINCIPIO

El test MTD es un test en dos fases (amplificacion y deteccidn), que son realizadas en un
mismo tubo. En primer lugar, la sonicacién provoca la liberacidén de los acidos nucleicos de
las micobacterias. El calor es utilizado para desnaturalizar estos acidos nucleicos y romper
la estructura secundaria del RNAr. EI método de amplificaciéon Hologic TMA amplifica a
continuacion una diana especifica del RNAr micobacteriano a través de un intermediario del
DNA a una temperatura constante de 42°C. Se producen asi multiples copias del RNAr
micobacteriano (amplicones).

Las secuencias del amplicon del RNAr, especificas a las micobacterias del complejo

M. tuberculosis, son a continuacién detectadas gracias al método de hibridacién de acidos
nucleicos HPAZ. El Reactivo de Hibridacién del test MTD contiene una sonda DNA
monocatenaria conjugada con un marcador quimioluminiscente. Esta sonda es
complementaria de las secuencias de RNA especificas de las micobacterias del complejo M.
tuberculosis. La sonda forma, con estas secuencias especificas, hibridos estables
RNA-DNA. Después de la etapa de seleccion, la sefial luminosa emitida por las sondas
hibridadas es medida con el luminémetro de Leader™.

REACTIVOS (Equipo de 50 tests)

Nota: Para obtener informacién sobre cualquier aviso de riesgo o precaucion que pueda estar
asociado a los reactivos, consulte la Biblioteca de hojas de datos de seguridad (Safety Data Sheet
Library) en www.hologic.com/sds.

Los reactivos para el test MTD son suministrados como sigue:

BANDEJA DE REACTIVOS PARA LA AMPLIFICACION

Nombre del reactivo Volumen

Tampon de Dilucion de las Muestras (SDB) 1x2,5ml

Solucion tampdén Tris que contiene < 3 % de detergente

Reactivo de Amplificacion (A) 1x3ml

Acidos nucleicos liofilizados en una solucién tampoén Tris que (después de la reconstitucién)

contiene 5 % de agente ligante

Tampon de amplificacion (AB) 1x3ml
Solution aqueuse contenant des conservateurs

Reactivo de amplificacion oleoso (aceite para reaccion de 1x10 ml
amplificacién) (O)
Aceite de silicona

Reactivo Enzimatico (E) 1x1,5ml
Transcriptasa inversa y RNA polimerasa liofilizadas en una (después de la reconstitucién)
solucion tampén HEPES que contiene < 10 % de agente ligante

y 215 mM de N-Acetil-L-cisteina

Tampon de Dilucion Enzimatico (tampdn de dilucién de las 1x1,5ml
enzimas) (EDB)
Solucion tampdén Tris que contiene un sulfactante y glicerol
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BANDEJA DE LOS REACTIVOS PARA HIBRIDACION

Nom du réactif Volume
Reactivo de Hibridacién (H) 1x6ml
< 100 ng/frasco de sonda DNA no infecciosa conjugada con un (después de la reconstitucion)

marcador quimioluminiscente, liofilizada, en una solucién de
tampon succinato que contiene un agente ligante y un detergente

Tampén de Hibridacién (HB) 1Tx6ml
Solucién de tampén succinato que contiene < 4 % de detergente

Reactivo de Seleccion (S) 1x15 ml
Solucién de tampoén borato que contiene un sulfactante

Tubos de Lisis (LT) 2 x 25 tubos
Bolas de vidrio, agente ligante

CONSERVACION

A. Las soluciones o los componentes no reconstituidos siguientes deben ser conservados a
2°C - 8°C y son utilizables hasta la fecha de caducidad indicada:

e Tampoén de Dilucion de las Muestras (SDB)
¢ Reactivo de Amplificacion (A)

e Tampdén de Amplificacion (AB)

e Reactivo Enzimatico (E)

e Tampon de Dilucién Enziméatico (EDB)

e Reactivo de Hibridacién (H)

El Reactivo de Amplificacién reconstituido (A) es utilizable durante 2 meses si se le conserva
a 2°C - 8°C. El Reactivo de Hibridacion (H) y el Reactivo Enzimatico (E) son utilizables un
mes a 2°C - 8°C después de la reconstitucion, o dos meses a una temperatura igual o
inferior a -20°C si son distribuidos en alicuotas y congelados el dia de su reconstitucion. Las
fracciones alicuotas congeladas deben ser utilizadas el dia en que son descongeladas. No_
utilizar congeladores con descongelacion automatica.

B. Los siguientes componentes deben ser conservados entre 2°C y 25°C y son utilizables
hasta la fecha de caducidad indicada:

o Reactivo de Amplificacién Oleosa (O)
e Tampon de Hibridacion (HB)

¢ Reactivo de Seleccion (S)

e Tubos de Lisis (LT)
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TOMA DE MUESTRAS, CONSERVACION, TRANSPORTE Y
TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Toma y conservacion de las muestras

Las muestras deben ser colocadas en recipientes estériles de plastico y conservadas a
2°C - 8°C antes de su transporte y tratamiento. Durante los ensayos clinicos, las muestras
han estado almacenadas menos de 4 dias (en general, menos de 24 horas) antes de su
tratamiento.

Transporte
Transportar las muestras al laboratorio lo mas rapidamente posible, conforme a la
reglamentacion vigente.

Tratamiento (descontaminacion y concentracion)

Las muestras con una fuerte concentracion sanguinea no deben ser sometidas al test MTD.
Este test ha sido disefiado para detectar el RNAr de las micobacterias del complejo

M. tuberculosis utilizando muestras preparadas segun los métodos de descontaminacién
NALC-NaOH o NaOH, utilizando 1% a 1,5% de NaOH durante 15 a 20 minutos y una
centrifugacién a una velocidad superior o igual a = 3.000 g’.

Conservacion de las muestras tratadas

Las muestras pueden ser conservadas como maximo durante 3 diasa 2°C - 8°C antes del
test. Pueden también ser conservadas entre -20°C y -70°C durante 6 meses como maximo.
No utilizar congeladores con descongelacion automatica.

MATERIAL

A. Material suministrado

BANDEJA DE REACTIVOS PARA AMPLIFICACION

Composicion del equipo

(bioMérieux ref. 39006 / Hologic Cat. No. 301001) 50 Tests
Tampon de Dilucion de las Muestras (SDB) 1x2,5ml
Reactivo de Amplificacion (A) 1x3ml
(después de su reconstitucion)
Tampon de Reconstitucion (AB) 1x3ml
Reactivo oleoso (aceite para reaccion de amplificacion) (O) 1x10 ml
Reactivo Enzimatico (E) 1x1,5ml
(después de su reconstitucion)
Tampon de Dilucion Enzimatica (EDB) 1x1,5ml
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BANDEJA DE REACTIVOS PARA HIBRIDACION

Composition du coffret

(bioMérieux réf. 39006 / Hologic Cat. No. 301001F) 50 Tests
Reactivo de Hibridacién (H) 1x6ml
(después de su reconstitucion)
Tampon de Hibridacion (HB) 1x6ml
Reactivo de Seleccién (S) 1x15 ml
Tubos de Lisis (LT) 2 x 25 tubos
Tarjetas de proteccion (hojas autoadhesivas) 1 paquete

B. Material necesario no suministrado:

. Micropipetas capaces de distribuir 25 pl, 50ul, 100pl1, 200ul, 300ul y 450l

. Vortex

. Agua estéril (filtrada o sometida a autoclave)

. Tubos de cultivo

. Bolas de vidrio estériles de 3 mm

. Tubos para microcentrifugadora con tapones de rosca

. Portatubos para tubos de reactivos

° Puntas de pipeta provistas de filtro (1,000 pl)

) Controles Positivos de Amplificacion (p. €j., M. tuberculosis, ATCC 25177 o
ATCC 27294)

. Controles Negativos de Amplificacion (p. €j., M. gordonae, ATCC 14470 o
M. terrae, ATCC 15755)

o Lejia (solucion de hipoclorito al 5,25%)

. Hojas de proteccion de superficies de trabajo, plastificadas

. Pipetas repetitivas
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Amplified MTD" PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

C. Material suplementario disponible en su distribuidor Hologic:

Cat. No.
Sonicador 901104
(bioMérieux ref. 39409)
Bloques Cal?\factores (42°C £1°C, 60°C £ 1°C, 105524,105524F,
95°C = 5°C)
(bioMérieux ref. 39405, 39406, 39407) 105524
Luminémetro Leader 50i 103100i
(bioMérieux ref. 39400)
Equipo de Reactivos de Deteccion 201791
(bioMeérieux réf. 39300)
MTD Testigos de Amplificacion (bioMérieux ref.39223/Cat. No. 301043F
301043F)
(bioMérieux réf.39223)
Portatubos para el sonicador 104027
(bioMérieux ref. 39313)
Portatubos para tubos de reactivos 104769
(bioMérieux ref. 39311)
Puntas de pipeta largas provistas de filtro (1250 pl) 104316
(bioMérieux ref. 39315)
Tubos de polipropileno, 12 x 75 mm 102440
(bioMérieux ref. 39308)
Tapones de polipropileno para tubos de 12 x 75 mm 400713

(bioMeérieux ref. 39320)

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

Controle

Las cepas usadas como Testigos Positivos de Amplificacion deberian pertenecer al
complejo M. tuberculosis tales como el H37Ra (ATCC 25177) no virulento o el H37Rv (ATCC
27294) virulento Las cepas usadas como Testigos Negativos deberian ser tipo MOTT, tales
como M. gordona (ATCC 14470)o M. terra (ATCC 15755).

Los testigos deberian prepararse antes de analizar las muestras. Los testigos han de
contener 25 -150 CFU por 50 ul de forma que se consiga una concentracion final de

1-10 CFU por ensayo Se verificara dicha concentraciéon en cada cultivo Se utilizaran estos
testigos en la preparacion de los Testigos de Procesamiento de Muestras (Ver Preparacion
de Muestras).

TEST AMPLIFIED PARA LA DETECCION DIRECTA DEL 9 AW-12601-301 Rev 003 (ES)
COMPLEJO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS



PROCEDIMIENTO DE ENSAYO Amplified MTD"

1. Recomendaciones para la Preparacién de los Testigos.

a.

b.

Introducir de 3 a 5 bolas de vidrio estériles de 3 mm en un tubo de cultivo limpio.

Anadir 1-2 ml de agua estéril A gregar el contenido de varias asas de 1 ul del
cultivo apropiado. Cerrar el tubo y homogeneizarlo repetida e intensamente
mediante Vértex.

Dejar decantar la suspensién durante 15 minuto.

Transferir la fase flotante a un tubo de cultivo limpio. Ajustar la turbidez al
equivalente de 1 McFarland mediante un nefeldmetro estandard, utilizando una
referencia McFarland.

Realizar una dilucion al 1:100 de la suspension, afiadiendo 100 pl de la
suspension 1 McFarland en 10 ml de agua estéril. Tapar y agitar mediante
Vértex. Esta es la Dilucion 1.

Realizar una 22 dilucién al 1:100 anadiendo 100 pl de Diluciéon 1 en 10 ml de agua
estéril. Tapar y agitar mediante Vértex. Esta es la Dilucion 2. Esta dilucion
deberia contener 25-150 CFU por 50 ul aprox.

Partes alicuotas y almacenamiento de los Testigos

a. Las diluciones deberan ser repartidas en fracciones alicuotas en microtubos

limpios para centrifugacion, de 1,5 ml con tapdn de rosca de un sélo uso, 500 ul y
se conservaran congeladas a -20°C durante 6 meses o a -70°C durante un afno.
No usar congeladores con descongelacién automatica.

Los ensayos de los testigos positivos recomendados para M. tuberculosis solo
controlaran fallos substanciales de los reactivos. El testigo positivo se ha disefiado para
controlar el efecto de los reactivos durante el procesamiento para la interferencia del
exceso de los tampones de NaOH vy fosfato Los cambios en tiempos o temperaturas de
los procedimientos que pueden afectar la eficacia de la amplificacion o la aceptabilidad
del tiempo de seleccién pueden no ser detectados usando los testigos recomendados Se
ensayaran testigos adicionales segun normas o necesidades.

2. Control de inhibicidon de las muestras

Cuando el test MTD es negativo pero el diagnéstico del médico se inclina por una
tuberculosis, es posible verificar si la muestra contiene un inhibidor utilizando el
procedimiento siguiente:

a. Poner 50 ul de Tampon de Dilucion de las muestras en 2 tubos de lisis de las

micobacterias (sobrecargada y no sobrecargada).

b. Introducir 50 ul de Control Positivo de Amplificacion y 450 yl de muestra en un
tubo (sobrecargado). Adadir 450 ul de muestra en el segundo tubo (no
sobrecargado). Realizar el test conforme al protocolo habitual.
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Interpretacion

Si el numero de RLU (Relative Light Units - Unidades Relativas de Luz) obtenido en
el luminémetro con el tubo sobrecargado es = 30.000 RLU, la muestra no contiene
inhibidor de amplificacion y la muestra aparentemente no contiene diana por
amplificar. Si el numero de RLU obtenido con el tubo sobrecargado es < 30.000 RLU,
la muestra contiene un inhibidor de la amplificacidon y debe analizarse otra muestra.
Si el analisis repetido del tubo no sobrecargado es positivo, el resultado del test MTD
puede ser considerado positivo. La explicacion mas plausible para este tipo de
resultado es la variabilidad ligada al muestreo: la primera toma de prueba no
contenia diana por amplificar, mientras que la segunda si contenia. El nimero de
RLU del tubo no sobrecargado puede ser positivo o negativo, segun si la toma de
muestra contiene o0 no RNAr de micobacterias que pertenezcan al complejo

M. tuberculosis.

3. Control de la contaminacién del laboratorio

Para analizar la contaminacion del laboratorio con amplicones de M. tuberculosis,
proceder como sigue:

a. Introducir 1 ml de agua estéril en un tubo limpio. Humedecer un escobillén estéril
de poliéster o dacron con agua esteéril.

b. Frotar el escobillén en la cubierta de la mesa de trabajo o del material por
analizar.

c. Colocar el escobillén en el tubo y mezclar suavemente. Retirar el escobillén
estrujandolo contra la pared del tubo. Desechar el escobillén en un recipiente que
contenga una solucion de lejia diluida al 1/2 (mitad de lejia, mitad de agua).

d. Distribuir 25 pl de la solucion asi obtenida en un tubo de amplificaciéon que
contenga 50ul de Reactivo de Amplificacion y 200 pl de aceite para reacciéon de
amplificacion.

e. Seguir las instrucciones del parrafo « TECNICA » para la amplificacion y la
deteccion.

Interpretacion

Si los resultados son = 30.000 RLU, la superficie estudiada esta contaminada y debe
ser descontaminada mediante un tratamiento con lejia, siguiendo las instrucciones
del parrafo « TECNICA : Preparacion del material ». Si se sospecha la presencia de
contaminacién del bafio maria, proceder en la misma forma ya indicada, con

25 pl de agua del bafio maria, a condicion que ésta no contenga productos
antisépticos.

Preparacion del material

1. El agua del bano de ultrasonidos debe ser desgasificada antes de cada ensayo con
el fin de optimizar la transferencia de energia de los ultrasonidos.

a. Llenar el depdsito del sonicador con agua de grifo a temperatura ambiente, hasta
aproximadamente 1 cm del borde.
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2.

b. Para desgasificar el agua en forma completa, hacer funcionar el sonicador
durante 15 minutos.

Regular un bloque calefactor a 95° + 5°C, un bloque calefactor o un bafo maria a
60° + 1°C y un bloque calefactor o un bafio maria a 42° + 1°C.

Limpiar las superficies de trabajo, material y pipetas con una dilucion 1/2 de lejia
antes de comenzar el andlisis. La lejia debe permanecer en contacto con esos
objetos durante al menos 15 minutos. Enjuagar con agua la superficie de trabajo para
eliminar los restos de lejia. Cubrir la superficie sobre la cual sera realizado el test con
una hoja de proteccion plastificada.

Preparar el lumindmetro Leader. Verificar que se cuenta con una cantidad suficiente
de Reactivos de Deteccion | y |l para realizar los tests y verificar que los tubos se
encuentran cebados. Consultar el manual de empleo del luminémetro para las
instrucciones de carga de los Reactivos de Deteccion (estos reactivos son vendidos
por separado).

Preparacioén del reactivo

Reconstituir el Reactivo de Amplificacion liofilizado (A) en su frasco (50 tests) con 3 ml de
Tampon de Amplificacion (AB). Homogeneizar mediante un Vortex. Dejar reposar el reactivo
reconstituido a temperatura ambiente hasta que se vuelva transparente. El Reactivo de
Amplificacion reconstituido puede conservarse 2 meses a 2°C - 8°C. La solucion debe
llevarse a la temperatura ambiente antes de su utilization.

Preparacién de las muestras

1.

Etiquetar e identificar un niumero suficiente de tubos de Lisis Mycobacterium (LT)
para analizar tanto las muestras, como un Testigo Positivo y otro Negativo bien sea
de Amplificacién o de Procesamiento de Muestras. Retirar y conservar los tapones

Pipetear 50 ul del Tampdn de Dilucion de las Muestras (SDB) Mycobacterium en
todos los tubos de Lisis Mycobacterium (LT). Seguir las indicaciones facilitadas a
continuacién. Parrafos A o B para los testigos y C para las muestras

A. Testigos de Procesamiento de Muestras:

Para cada testigo agregar 1 ml de la solucién CINa/NaOH y 3 ml del tampén
fosfato utilizado para analizar los esputos con 1 ml de agua estéril a un tubo de
analisis de muestra.

I. Mezclar mediante Vortex.

Il. Transferir 450 pl de la solucion tampon fosfato/CINa/NaOH y 50 pl de la
dilucién del Testigo al tubo correspondientemente etiquetado de Lisis
Mycobacterium (LT).

B. Caso de emplear los Testigos de Amplificacion, transferir 450 ul de dichos

Testigos desde su envase al tubo de Lisis Mycobacterium (LT)
correspondientemente etiquetado.
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3.

4.

C. Muestra Transferir 450 ul de una muestra descontaminada bien mezclada en
Vortex, desde su envase al tubo de Lisis Mycobacterium (LT)
correspondientemente etiquetado.

Volver a tapar los tubos de Lisis Mycobacterium (LT) después de la adicién de cada
muestra.

Homogeneizar mediante Vértex durante 3 segundos.

Lisis de las muestras

1.

Insertar los Tubos de Lisis (LT) en el portatubos del sonicador de manera que la
mezcla de reactivos en el fondo de los tubos se encuentre sumergida, manteniendo
al mismo tiempo los tapones fuera del agua. Poner el portatubos en su lugar. LOS
TUBOS NO DEBEN EN NINGUN CASO ESTAR EN CONTACTO CON EL FONDO
NI CON LAS PAREDES DEL SONICADOR.

Hacer funcionar el sonicador durante 15 minutos, pero no mas de 20 minutos. Las
muestras y controles asi tratados con ultrasonidos son « lisados ». NO UTILIZAR
EL VORTEX PARA AGITAR LOS LISADOS.

Amplificacion

1.

Escribiendo en la parte alta de los tubos, identificar los tubos de polipropileno para
amplificaciéon (12 x 75 mm) con los niumeros correspondientes a los numeros de
identificacion de los Tubos de Lisis (LT). Identificar también los tubos de
amplificacién para los controles de amplificacion positivo y negativo.

Introducir 50 pl de Reactivo de Amplificacion reconstituido en el fondo de cada tubo
utilizando una pipeta de repeticion. Afadir 200 ul de aceite para reaccion de
amplificacién (O) en cada tubo, utilizando una pipeta de repeticion.

NO UTILIZAR EL VORTEX PARA LOS LISADOS. Transferir 25 ul de cada lisado en
el fondo del tubo de amplificacion correspondiente, utilizando una nueva punta
provista de filtro para cada transferencia. Los lisados restantes pueden ser
conservados a 2°C - 8°C durante 7 dias, o congelados a una temperatura igual o
inferior a -20°C durante 1 mes. No utilizar congelador con descongelacion
automatica. Si deben efectuarse otros tests con los lisados, llevar antes a
temperatura ambiente. NO UTILIZAR EL VORTEX PARA LOS LISADOS.

Incubar los tubos en un bloque calefactor a 95° C durante 15 minutos, pero no mas
de 20 minutos.

Preparar la Soluciéon Enzimatica afiadiendo 1,5 ml de Tampdn de Dilucién Enzimatico
(EDB) al Reactivo Enzimatico liofilizado (E). Hacer girar para mezclar. No utilizar el
agitador Vortex. El Reactivo Enzimatico reconstituido es utilizable durante un mes a
2°C - 8°C o durante dos meses a una temperatura igual o inferior a

-20°C si es dividido en alicuotas y congelado® el dia de su reconstitucion. Si el test
se realiza con fracciones alicuotas de enzimas congeladas, llevar a temperatura
ambiente; no descongelar las fracciones alicuotas incubandolas a alta temperatura.
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Para homogeneizar las fracciones alicuotas descongeladas, aspirar y expulsar
suavemente la solucion utilizando una pipeta de repeticion antes de anadirla a los
tubos de amplificacion.

Transferir los tubos al bloque calefactor o al bafio mariaa 42° £ 1°C y dejarlos
enfriar durante 5 minutos. NO DEJAR QUE LOS TUBOS ALCANCEN LA
TEMPERATURA AMBIENTE. NO CUBRIR EL BANO MARIA.

Cuando los tubos se encuentran a 42°C, afadir 25 ul de Reactivo Enzimatico en
cada tubo, utilizando una pipeta de repeticion. Agitar para mezclar. Incubar a 42°C
durante 30 minutos, pero no mas de 60 minutos. Hay que utilizar hojas
autoadhesivas o tapones durante esta etapa de incubacién. NO CUBRIR EL BANO
MARIA.

Después del periodo de incubacion de 30 minutos, los tubos cubiertos pueden ser
conservados a 2°C - 8° C durante 2 horas o a -20°C hasta el dia siguiente. Si son
conservadas a -20°C hasta el dia siguiente, los tubos deben ser totalmente
descongelados a temperatura ambiente 0, como maximo, a 60°C antes de cada
etapa de hibridacion, y deben ser cerrados con tapones mejor que con hojas
autoadhesivas.

Hibridacion

1.

Reconstituir el Reactivo de Hibridacion liofilizado (H) con 6 ml de Tampén de
Hibridacion (HB). El Reactivo de Hibridacion (H) y el Tampon de Hibridacion (HB)
deben estar a temperatura ambiente antes de la reconstitucion. Si el Tampén de
Hibridacion (HB) ha sido refrigerado, calentarlo hasta 60°C haciéndolo girar
suavemente para verificar que todos los componentes estan disueltos. Agitar con
ayuda de un Vortex hasta que la solucion se vuelva transparente (lo que puede
demorar hasta un minuto) para verificar que todos los componentes hayan quedado
disueltos. El Reactivo de Hibridacion reconstituido es utilizable durante un mes a
2°C - 8°C o durante dos meses a una temperatura igual o inferior a -20°C si es
dividido en alicuotas y congelado® el dia de su reconstitucion. Si el Reactivo de
Hibridacion reconstituido ha sido refrigerado o congelado, calentarlo hasta 60°C
haciéndolo girar suavemente para que todos sus componentes queden disueltos.

Anadir 100 pl de Reactivo de Hibridacion reconstituido a cada tubo utilizando una
pipeta de repeticion. Cubrir los tubos con hojas autoadhesivas o con tapones. Agitar
los tubos mediante un Vortex a velocidad media 3 veces durante por lo menos

1 segundo®. Para alcanzar una correcta homogeneidad de los tubos de reactivos,
mantenerlos en posicién vertical y dejar que la mezcla alcance la mitad superior de la
pared del tubo durante la agitacion (para evitar cualquier contaminacién, no dejar que
la mezcla de reactivos tome contacte con las hojas autoadhesivas o con los
tapones). Cuando la homogeneizacion ha sido cor- rectamente realizada, la mezcla
debe presentar un color amarillo uniforme.

Incubar a 60°C durante 15 minutos, pero no mas de 20 minutos, en un bloque
calefactor o al bafno maria.
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Seleccién

1.

El Reactivo de Seleccion (S) debe estar a temperatura ambiente antes de
comenzar el test. Retirar los tubos del bafio maria o del bloque calefactor a 60°C y
afnadir 300 ul de Reactivo de Seleccion (S) utilizando una pipeta de repeticion. Cubrir
los tubos con hojas autoadhesivas o tapones. Agitar mediante un Vortex a velocidad
media, 3 veces durante al menos 1 segundoD. Para alcanzar una buena
homogeneizacion de los tubos de reactivos, mantenerlos en posicion vertical y dejar
que la mezcla alcance la mitad superior de la pared del tubo durante la agitacion
(para evitar cualquier contaminacién, no dejar que la mezcla de reactivos entre en
contacto con las hojas autoadhesivas o los tapones). Cuando se ha realizado
correctamente la homogeneizacion, la mezcla debe presentar en este momento un
color rosa uniforme.

Incubar a 60°C durante 15 minutos, pero no mas de 16 minutos, en un bloque
calefactor o al bafno maria.

Retirar los tubos del bafio maria o del bloque calefactor. Dejar los tubos a
temperatura ambiente durante al menos 5 minutos, pero no mas de una hora. Retirar
las hojas autoadhesivas o los tapones justo antes de la fase de deteccion.

Deteccion

1.

Programar el protocolo apropiado en el luminédmetro. Elegir una lectura en
2 segundos.

Para eliminar cualquier residuo de la superficie de los tubos, secarlos con papel
absorbente sin pelusas y humedo; introducir a continuacion en el luminémetro
siguiendo las instrucciones del manual de empleo. Los tubos deben ser leidos dentro
de la hora siguiente a la etapa de seleccion.

Una vez terminado el analisis, retirar los tubos del luminédmetro.

Después de la lectura de los tubos, llenarlos con precauciones con una solucién de
lejia diluida a 1/10 (un volumen de lejia por 9 volumenes de agua), utilizando un
matraz. Dejar la lejia en contacto durante por lo menos una hora antes de desechar
los tubos, para evitar la contaminacion del laboratorio con amplicones.

Los portatubos deben ser descontaminados sumergiéndolos por completo en una
solucion de lejia diluida al 1/2 durante al menos 15 minutos. Deben ser enjuagados a
continuacién con agua y secados, o dejados secar al aire.

Descontaminar el laboratorio y el material utilizando una solucion de lejia diluida
a1/2.

Repeticion del test

1.

2.

Si se repite el test, llevar los lisados a temperatura ambiente. NO UTILIZAR VORTEX
PARA LOS LISADOS.

Seguir a continuacion la Técnica, comenzando por la etapa de amplificacion.
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OBSERVACIONES

A. Reactivos

1. El Reactivo Enzimatico no debe quedar a temperatura ambiente mas de 15 minutos
después de haber sido reconstituido.

2. El Tampon de Hibridacion (HB) puede precipitar. Calentar y agitar el Tampén de
Hibridacion (HB) o el Reactivo de Hibridacion reconstituido a 60°C para disolver
el precipitado.

B. Temperatura

1. La amplificacién, la hibridacion y la seleccidén son reacciones termodependientes; en
consecuencia, es necesario mantener el bafio maria o el bloque calefactor a las
temperaturas recomendadas.

2. Antes de afiadir el Reactivo Enzimatico, dejar enfriar los tubos durante 5 minutos con
el fin de que alcancen 42°C. Esta temperatura permite alcanzar rendimientos de
amplificaciéon éptimos.

3. Elrespeto de la temperatura es fundamental para la fase de amplificaciéon
(42° £ 1°C).

C. Tiempos
Es imperativo respetar los tiempos indicados en el parrafo « TECNICA ».

D. Bano maria

1. El nivel de agua en el bafio maria debe mantenerse de manera que la mezcla de
reactivos en el fondo de los tubos se encuentre sumergido, pero que el agua no
penetre en los tubos.

2. Durante la fase de amplificacion, el bafio maria no debe quedar cubierto con el fin de
evitar que la condensacién caiga sobre o dentro de los tubos.

E. Agitacion utilizando ‘un Vortex

Es importante disponer de una mezcla homogénea durante las etapas de hibridaciéon y
de seleccion, particularmente después de afiadir el Reactivo de Hibridacion (H)
reconstituido (la mezcla adopta un color amarillo uniforme) y del Reactivo de Seleccion
(S) (Ila mezcla adopta un color rosa uniforme).

La agitacion utilizando un Vortex permite obtener una suspension uniforme. Cuando los
reactivos son colocados en un tubo de reactivos y son expuestos a una fuente de
energia exterior, se produce una rotacién rapida de la solucién en torno al eje del tubo.
Esto se traduce en una suspension uniforme. Para que la homogeneizacion se realice
correctamente, utilizando un Vortex, los tubos deben mantenerse verticalmente,
sosteniéndolos por la parte superior. El liquido debe entonces alcanzar la mitad superior
del tubo durante la agitacion. Durante etapas de hibridacion y seleccién, esta agitacion
es realizada 3 veces seguidas y debe durar por lo menos 1 segundo cada vez.
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INTERPRETACION DEL ENSAYO

El resultado de la muestra analizada mediante el Test Amplified para la deteccion directa
del complejo Mycobacterium Tuberculosis (MTD) se interpreta basandose en un resultado
negativo inicial (<30.000 RLU), un resultado positivo inicial (= 500.000 RLU), o un resultado
equivoco inicial (de 30.000 a 499.999 RLU). Debe repetirse el ensayo MTD del lisado
reservado cuando el resultado del ensayo inicial resulte equivoco. Un resultado repetido del
lisado > 30.000 se considera positivo.

A. Resultados de Control de Calidad y Aceptabilidad
Los testigos deberan producir los siguientes valores:

Testigo Negativo de Amplificacion < 20.000 RLU

Testigo Positivo de Amplificacion = 500.000 RLU

Testigo Negativo del Procesamiento de Muestra < 20.000 RLU
Testigo Positivo del Procesamiento de Muestra = 1.000.000 RLU

No deberan entregarse los resultados de ensayos MTD de pacientes que no cumplan los
criterios arriba resefiados.Consultar el parrafo "RESOLUCION DE INCIDENTES" para
informacion adicional. Cada laboratorio debe determinar los valores objetivo para los
testigos utilizando los resultados de ensayo para cada lote de testigos preparados.

B. Resultados de Ensayos en Pacientes

Caso de que los testigos no arrojen las cifras esperadas, los resultados de ensayo en
muestras de pacientes del mismo lote no deberan ser entregados

Resultado:

e >500.000 RLU positivo para ARNr del complejo M. tuberculosis
e < 30.000 RLU negativo para ARNr del complejo M. tuberculosis

e 30.000 a 499.999 RLU probable positivo para ARNr del complejo M. tuberculos;
repetir para verificacion:

Repetir 2 30.000 RLU positivo para ARNr del complejo M. tuberculosis
Repetir < 30.000 RLU negativo para ARNr del complejo M. tuberculosis

PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados del ensayo MTD se interpretaran con juntamente con otros datos clinicos y
de laboratorio disponibles para el analista. Basandose en el grado de sospecha clinica, se
deberia considerar el ensayo de una muestra adicional.

Si el ensayo inicial MTD fuese positivo a = 500.000 RLU, o el ensayo MTD repetido fuese
positivo a =2 30.000 RLU, se emitira el siguiente informe:
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Informe: Se ha detectado ARNr del complejo Mycobacterium tuberculosis. Frotis
BAAR (positivo o negativo).

Informacion Cultivo para deteccién BAAR en curso.La muestra puede contener tanto

adicional: MOTT como M. tuberculosis o sélo M. tuberculosis Este ensayo no debes er
la Unica base para diagnosticar la tuberculosis. El valor positivo predictivo
para un frotis negativo del paciente es inferior a un frotis positivo del
paciente Resulta particularmente importante en ensayos de poblaciones
donde la prevalencia de tuberculosis resulte baja y los valores positivos
predictivos de los métodos de diagnosis se reducen de forma
correspondiente.

Caso de que el resultado del ensayo MTD inicial o repetido resultase negativo a
< 30.000 RLU, se informaria como sigue:

Informe: No se ha detectado ARNr para el complejo Mycobacterium tuberculos is
Frotis BAAR (positivo o negativo).

Informacion No hay deteccion de ARNr del complejo tuberculosis Cultivo para deteccion

adicional: BAAR en curso La muestra puede no contener M. tuberculosis, el resultado
puede ser falso negativo debido al bajo niumero de M. tuberculosis e
presencia o ausencia de MOTT, o el resultado puede ser falso debibo a la
interferencia en el ensayo de muestras inhibidoras. Se recomienda analizar
muestras de otro paciente si clinicamente se sospechase la presencia de
tuberculosis activa o de la inhibicion de la muestra.

LIMITES

Este test esta destinado exclusivamente a la deteccién de micobacterias del complejo

M. tuberculosis a partir de muestras preparadas segun los procedimientos NALC-NaOH o
NaOH recomendados por el CDC7. Esta prueba sélo puede ser utilizada con muestras
preparadas a partir de esputos (inducidos o expectorados), de muestras bronquiales
(lavados bronco-alveolares o aspirados bronquiales) o de aspirados traqueales.

El test MTD es especifico para las micobacterias del complejo M. tuberculosis, a saber,

M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, y M. canetti (12, 13), pero
no diferencia estas especies entre si. M. celatum y M. pseudo-terrae pueden provocar
reacciones cruzadas si se presentan en concentraciones superiores a 30 UFC por test. En
todo caso, M. celatum y M. pseudo-terrae son rara vez aisladas en clinica.

La calidad de los resultados del test se encuentra relacionada con la calidad de la toma de
muestra y con su transporte; con la variabilidad de la toma de muestras; con los errores
técnicos del laboratorio; con los errores de identificacion de las muestras y con los errores de
transcripcion de los resultados. Un test negativo no excluye la presencia de una
micobacteria del complejo M. tuberculosis en la muestra.
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VALORES ESPERADOS

A. Gama de valores de control obtenidos durante los ensayos clinicos

La gama de valores obtenidos por los controles (RLU) durante los ensayos clinicos
realizados en 7 sitios ha sido la siguiente:

RLU (N=704)

Intervalo Media

Control Positivo de Amplification fg%gg%é% >2.000.000

Control Negativo de Amplification 904 to 18.754 3.041

B. Gama de los valores obtenidos para las muestras clinicas

Para las 127 muestras MTD-positivas, los valores se encontraban entre 35.777 y
> 2.000.000 RLU.

Para las 577 muestras MTD-negativas, los valores se encontraban entre 573 y

19.176 RLU.
Tabla de resultados obtenidos a partir
de muestras de pacientes no tratados
(7 sitios)
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Resultados del Cultiva
M. tuberculosis NEG | 554 19 0 1 0 0 1
M. tuberculosis POS | 13 0 0 4 7 6 108
TEST AMPLIFIED PARA LA DETECCION DIRECTA DEL 19 AW-12601-301 Rev 003 (ES)

COMPLEJO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS



RESULTADOS Amplified MTD"

La frecuencia de los resultados en RLU para todas estas muestras, después de resolver
las discordancias, figura a continuacion. La resolucion de las discordancias se basa en el
analisis de otras muestras, positivas en cultivo, procedentes de un mismo paciente y/o
en el diagnostico final del médico tratante.

RESULTADOS

A. Evaluacion clinica

Los resultados del test MTD en su forma original han sido evaluados durante ensayos
clinicos realizados en seis laboratorios, comparando los resultados obtenidos por
examen de frotis con resultados del cultivo, en 6.079 muestras procedentes de

2.609 pacientes. Entre éstas, 4.000 muestras provenian de 1.898 pacientes que no
habian recibido tratamiento antituberculoso. Los seis sitios representaban zonas
geograficas diferentes: cinco centros hospitalarios de grandes ciudades de EE.UU. que
poseen un servicio especializado para la tuberculosis, y un laboratorio publico.

Los resultados del test MTD en su forma actual han sido evaluados en siete sitios,
comparando los resultados del test MTD con los resultados del cultivo. Los siete centros
que participaron en el test representaban zonas geograficas diferentes: seis centros
hospitalarios de grandes ciudades de EE.UU. que poseian un servicio especializado
para la tuberculosis y un laboratorio nacional publico de micobacteriologia. Las muestras
analizadas provenian de pacientes que no habian recibido tratamiento antituberculoso.
132 dieron resultados positivos en cultivo con respecto a las micobacterias del complejo
M. tuberculosis. MTD detecto 119 de estas muestras como cultivos positivos; y 7
muestras contenian micobacterias no tuberculosas ademas de

M. tuberculosis.

MUESTRAS PROCEDENTES DE PACIENTES NO TRATADOS
Comparaciéon MTD / cultivo (N=704)

POR PACIENTE POR PACIENTE
(antes de resolver las (después de resolver las
discordancias) discordancias)
Cultivo + - Cultivo + -
MTD + 54 4 MTD + 56 2
MTD - 4 221 MTD - 4 221
POR MUESTRA POR MUESTRA
(antes de resolver las (después de resolver las
discordancias) discordancias)
Cultivo + - Cultivo + -
MTD + 119 8 MTD + 125 2
MTD - 13 564 MTD - 13 564
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Pacientes sospechosos de estar afectados por una tuberculosis pulmonar activa que no
se encontraban bajo tratamiento han sido incluidos en este estudio. La prevalencia total
de los pacientes que presentaron un cultivo positivo de M. tuberculosis fue de 20,5%.

Por paciente, fueron determinadas una sensibilidad media de 93,3 % y una especificidad
media de 99,1 % en relacién al cultivo. Por muestra, fueron determinadas una
sensibilidad media de 90,6 % y una especificidad media de 99,6 % en relacion al cultivo.
En el cuadro que sigue se proporciona la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo
positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN), con intervalos de confianza del 95%,
para las estimaciones de resultados. Todos los datos visualizados son presentados
después de resolver las discordancias en base al analisis de otras muestras positivas en
cultivo procedentes del mismo paciente y/o en base al diagnéstico final del médico
tratante.

Por paciente:

Porcentaje Ndamero / Intervalo de

medio Total confianza del 95%
Sensibilidad 93,3% 56 /60 83,8 —98,2%
Especificidad 99,1% 221 /223 96,8 — 99,9%
VPP 96,6% 56 /58 88,1 —99,6%
VPN 98,2% 221/ 225 95,5 -99,5%

Por muestra:

Porcentaje Ndmero / Intervalo de

medio Total confianza del 95%
Sensibilidad 90,6% 125/138 84,4 — 94,9%
Especificidad 99,6% 564/566 98,7 — 100%
VPP 98,4% 125127 94,4 — 99,8%
VPN 97,7% 564/577 96,2 — 98,8%

De las 564 muestras negativas en cultivo y MTD-negativas para las micobacterias del
complejo M. tuberculosis, 114 muestras contenian micobacterias atipicas, puestas en
evidencia por cultivo, 64 procedian de pacientes cuyas otras muestras permitieron aislar
micobacterias atipicas por cultivo y 169 provenian de pacientes en los cuales no se aislé
en cultivo ninguna micobacteria.

B. Precision

Paneles de muestras, consistentes en 2 muestras negativas, 2 muestras débilmente
positivas (= 100 UFC/ test) y 2 muestras moderadamente positivas (= 1000 UFC/ test)
fueron analizadas en tres centros. Las muestras positivas fueron preparadas agregando
cantidades conocidas de M. tuberculosis a una mezcla de muestras moderadamente
inhibidoras. Las muestras y los controles de amplificacion positivo y negativo fueron
analizados por triplicado dos veces al dia, durante 3 dias, en los tres centros.
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Dada que la variabilidad de los resultados no era significativa entre un sitio y otro o
entre un dia y otro, los resultados de los tres centros pudieron ser consolidados y son
presentados a continuacion. Los valores de lectura medidos en RLU son limitados por la
resolucion del tubo fotomultiplicador del luminémetro. Por esta razén, los valores
superiores a 2.000.000 RLU son llevados a 2.000.000 RLU. No se indican las
desviaciones tipo ni los coeficientes de variacion.

Precision
Numero de % de Amplitud Media
observaciones résultados (RLU) (RLU)
corrects

Muestras 1: 108 100% 154.103 - >2.000.000 >2.000.000
Fuerte paridad
Muestras 2: 108 99,1% 16.324 - >2.000.000* >2.000.000
Débil paridad
Muestras 3: 108 100% 2.004 - 5.693 2.689
Negativas
Control positivo 54 100% >2.000.000 >2.000.000
Control negativo 54 100% 2272 - 4.241 2.944

*Un resultado negativo observado

C. Reproductibilidad

El estudio de reproductibilidad fue realizado analizando 25 muestras; se intercalaron
controles de amplificacion negativos entre cada muestra para formar un total de
50 muestras. El panel de reproductibilidad fue analizado en cuatro centros.

En total, 100 % (120/120) de las muestras negativas y 98,8 % (79/80) de las muestras
positivas dieron los resultados esperados.

D. Especificidad analitica

La especificidad del test MTD fue evaluada con la ayuda de bacterias, hongos y virus. En
el caso de las bacterias y de los hongos, los tests de especificidad incluyeron

160 cepas (151 especies procedentes de 62 géneros) de micobacterias muy cercanas a
M. tuberculosis, otros microorganismos responsables de enfermedades respiratorias y
un panel filogenético de microorganismos de la flora comensal del aparato respiratorio.
Las cepas tipo fueron cultivos ATCC (American Type Culture Collection), y 5 cepas
fueron suministradas por laboratorios de analisis. Los lisados, preparados a partir de
cultivos en fase activa de crecimiento (o de RNAr, en tres casos) fueron analizados
conforme al protocolo del test MTD a razén de aproximadamente 5 x 10" UFC por test.
Unicamente las cepas del complejo M. tuberculosis dieron resultados positivos, con
excepcidn de cepas de M. celatum y M. pseudo-terrae.

Con concentraciones superiores a 30 UCF por test, las cepas de M. celatum y algunas
cepas de M. pseudo-terrae dieron resultados positivos (26.772 RLU para M. celatum 'y
19.470 a 49.976 RLU para M. pseudo-terrae).
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E. Limite de deteccidon

Treinta cepas de M. tuberculosis provenientes de regiones geograficas muy variadas,
incluidos representantes de cepas resistentes y de cepas sensibles a los antibidticos,
fueron detectadas mediante el test MTD. El test MTD pudo detectar hasta 1 UFC por test
de cada una de las 30 cepas.

F. Test de sobrecarga

Fueron analizados RNAr de Mycobacterium tuberculosis con una concentracién de 25 fg
(equivalente a 5 UFC por test) en presencia de aproximadamente 540.000 UFC por test
(450 pl) de los siguientes organismos no dianas: Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium
gordonae, M. avium, M. kansasii, M. terrae, Nocardia asteroides,

N. otitidis-caviarum, Corynebacterium pseudotuberculosis, C. diphtheriae, Gordona spulti
y Rhodococcus bronchialis. Todos los resultados fueron positivos para el RNAr de

M. tuberculosis en presencia de estos organismos no dianas, que por lo tanto no crearon
interferencia.
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RESOLUTION DE INCIDENTES

OBSERVACION

CAUSAS POSIBLES

RECOMENDACIONES

Valores Elevados de los Testigos Homogeneizacion insuficiente o adicion Conseguir una homogeneizacién

Negativos de Amplificacion o de
Testigos Negativos de
Procesamiento de Muestras

(=2 20.000 RLU)

Valores Bajos de los Testigos
Positivos de Amplificacion o de
Testigos Positivos de
Procesamiento de Muestras

(< 500.000 RLU)

de volumen insuficiente tras afadir el
Mycobacterium Selection.

Amplificacién de los

contaminantes introducidos por falta de
precaucién durante la preparacion de
las reacciones.

Omision de la etapa de enfriamiento de
5 minutos.

Contaminacioén del laboratorio o de los
reactivos.

Omisién del secado de los tubos antes
de la lectura con el luminémetro.

Fase fuera del rango de temperatura
recomendado.

Adicién del Reactivo de Amplificacion,
vertiendo el liquido en las paredes del
tubo y no directamente al fondo del
mismo.

Homogeneizacion insuficiente después
de afadir el Reactivo de Hibridacion
reconstituido.

Volumen de Reactivo de Selecciéon
demasiado importante.

No respeto del tiempo recomendado
para la etapa de seleccion.

La temperatura de los tubos ha
descendido por debajo de 42°C
después de la incubacion a 95°C.

Los conductos que llevan el Reactivo
de Deteccion se encuentran obstruidos

completa. Garantizar que el volumen del
reactivo afiadido sea Correcto.

Debe prestarse gran cuidado a la
distribucién de los reactivos mediante
pipetas. Los tubos ya utilizados deben
ser descontaminados con una solucion
de lejia diluida al 1/10, tal como se indica
en el parrafo « TECNICA ». Las
superficies de trabajo, los bloques
calefactores, los bafios marias y las
pipetas deben ser descontaminadas con
una solucion de lejia diluida al 1/2, como
se indica en el parrafo « TECNICA ».

Ajustar seguin convenga para conseguir
los rangos especificados de
temperatura.

Verificar la temperatura del bafio maria
y/o del bloque calefactor y ajustarlo si
fuera necesario para respetar las
temperaturas recomendadas.

Agitar cuidadosamente con el Vortex
como se ha especificado (ver el parrafo «
Hibridacioén / 2 »). Verificar la formacion
de una solucion de color amarillo
uniforme después de la agitacion.

Respetar los 15 minutos de incubaciéon a
60°C, durante la etapa de Seleccion.

Transferir directamente los tubos del
bloque calefactor a 95°C al bafio maria /
bloque calefactor a 42°C.

Enjuagar los conductos con agua
caliente, como se indica en el manual de
empleo del instrumento.
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NOTAS

A. Los bloques calefactores deben tener pocillos previstos para los tubos 12 x 75 mm.
Se recomienda utilizar bloques calefactores .

B. Se recomienda para el almacenamiento de la alicuotas congeladas tubos de
microcentrifuga con tapa. Las alicuotas individuales congeladas pueden congelarse y
descongelarse solo de una vez. No deben usarse congeladores con sistema “frost-free”.

C. Serecomienda para almacenar las alicuotas congeladas crioviales de 5 ml. Las
alicuotas individuales congeladas pueden congelarse y descongelarse solo de una vez.
No deben usarse congeladores con sistema “frost-free”.

D. Los rendimientos de los Vortex pueden diferir, segun el material utilizado: puede ser
necesario adaptar el tiempo de agitacion. Regular la velocidad del aparato y seguir las
instrucciones descritas en « TECNICA, parrafo E », con el fin de permitir que la mezcla
de reactivos pueda alcanzar la mitad superior de la pared del tubo. Una homogenizacién
correcta es indispensable para obtener resultados precisos. El tiempo de agitacion
puede ser llevado a 15 segundos sin afectar los resultados.
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