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USO PREVISTO

La prueba BD MAX™ Multi Drug Resistant Tuberculosis (MDR-TB, tuberculosis multirresistente), realizada en el sistema BD MAX,
es un test diagnodstico automatizado y cualitativo in vitro para la deteccion directa de ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC) en esputo sin tratar o sedimentos concentrados preparados a partir de esputo inducido o expectorado. En muestras donde
se detecta ADN de MTBC, BD MAX MDR-TB también detecta mutaciones del gen rpoB asociado a la resistencia a la rifampicina,
asi como mutaciones en el gen katG y la regién promotora de inhA, ambas asociadas a la resistencia a isoniazida.

El test utiliza la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real para la amplificacion de dianas de ADN especificas y
sondas fluorogénicas de hibridacion especificas de la diana para detectar ADN de MTBC, asi como ADN asociado a mutaciones en
los genes rpoB'y katG y la region promotora de inhA asociada a tuberculosis multirresistente.

La prueba BD MAX MDR-TB esta indicada para su uso con muestras de pacientes para los que existe sospecha clinica de
tuberculosis (TB) y que no han recibido tratamiento antituberculoso, o bien que han recibido menos de tres dias de tratamiento en
los Ultimos seis meses. Esta prueba esta destinada a ayudar en el diagndstico de la tuberculosis pulmonar cuando se utiliza junto
con resultados clinicos y otros resultados de laboratorio.

RESUMEN Y EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por las especies del complejo M. tuberculosis (MTBC) y sigue

siendo un importante problema de salud mundial que provoca mas de 10,4 millones de casos y 1,7 millones de muertes al afio.’

La TB multirresistente (MDR-TB) es una amenaza continua y la forma mas complicada de la enfermedad debido a que MTBC

es resistente tanto a la rifampicina (RIF) como a la isoniacida (INH)." En 2016, hubo 600 000 nuevos casos con resistencia a la
rifampicina (RRTB), el farmaco de primera linea mas eficaz, de los cuales 490 000 tuvieron tuberculosis multirresistente (MDR-TB)."
En 2016, la OMS publicé nuevas directrices de analisis de TB que requieren analisis moleculares rapidos para la deteccién de
MDR-TB.? La deteccion rapida y precisa de MTBC y sus formas de resistencia a farmacos es importante para identificar y tratar de
forma adecuada a los pacientes que padecen la enfermedad con el fin de reducir la tasa de muerte y detener la propagacion de la TB.3
La prueba BD MAX MDR-TB proporciona un resultado integrado para MTBC (dianas gendémicas multicopia 6110 y 1IS1081, asi
como una diana genémica monocopia), RIF (codones RRDR 507-533) e INH (region promotora de inhA y codén 315 de katG),
automatiza el proceso de analisis y minimiza la intervencion del operador desde el momento en el que se introduce la muestra en
el sistema BD MAX hasta que los resultados estan disponibles. En comparacion con los métodos de cultivo tradicionales y los tests
de resistencia a farmacos, que pueden tardar semanas en completarse, la prueba BD MAX MDR-TB, llevada a cabo en el sistema
BD MAX, puede proporcionar resultados para 24 muestras en menos de 4 horas.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Las muestras de esputo sin tratar o sedimentos concentrados preparados a partir de esputo inducido o expectorado se recogen de
los sujetos y se llevan al laboratorio en un recipiente de recogida hermético. A continuacion, se prepara una dilucion de la muestra
en el recipiente de recogida con BD MAX STR, de modo que la proporcion final de STR: La muestra es 2:1. Después, el recipiente
de recogida se agita 10 veces, se incuba a temperatura ambiente durante 5 minutos y se vuelve a agitar enérgicamente 10 veces
mas. Seguidamente, la muestra tratada con BD MAX STR se incuba a temperatura ambiente durante 25 minutos. Con una BD MAX
Transfer Pipet (pipeta de transferencia), se transfieren 2,5 ml de muestra tratada con STR a un BD MAX MDR-TB Sample Tube
(tubo de muestras) etiquetado. EI BD MAX MDR-TB Sample Tube se cierra con un tapon con membrana y se transfiere al sistema
BD MAX. La serie se inicia tras generar la lista de trabajo y cargar la muestra en el instrumento BD MAX, junto con una BD MAX
MDR-TB Unitized Reagent Strip (tira de reactivos individual para BD MAX MDR-TB) y la tarjeta de PCR. A partir de este punto, no
se requiere ninguna otra intervencién del operador. El sistema BD MAX automatiza la preparacién de la muestra, incluida la lisis de
los organismos diana, la extraccion y concentracion del ADN, la rehidratacion de los reactivos, la amplificacion de las secuencias
de acidos nucleicos diana y la deteccion mediante PCR en tiempo real. El sistema BD MAX interpreta la sefial automaticamente.
La prueba también incluye un control de procesamiento de muestras, suministrado en el tubo de extraccion, que se somete a los
procesos de extraccion, concentracion y amplificacion. El control de procesamiento de muestras permite supervisar la presencia de
sustancias potencialmente inhibidoras, asi como de fallos del sistema o los reactivos.



El sistema BD MAX utiliza una combinacién de reactivos y calor disefiada para llevar a cabo la lisis celular y la extraccién del ADN.
Los acidos nucleicos liberados se capturan en microesferas de afinidad magnética. Las microesferas, con los acidos nucleicos
fijados, se lavan y los acidos nucleicos se eluyen por calor en el tampén de elucion. EI ADN eluido se neutraliza y se transfiere a los
tubos de la Master Mix para rehidratar los reactivos para la PCR. Una vez finalizada la rehidratacion, el sistema BD MAX dispensa
un volumen fijo de una solucién preparada para PCR en la tarjeta de PCR BD MAX. El sistema sella las microvalvulas de la tarjeta
de PCR BD MAX antes de iniciar la PCR para contener la mezcla de amplificacion y asi evitar la evaporacion y la contaminacion
por amplicones.

Los ADN diana amplificados se detectan mediante sondas de hidrolisis (TagMan®) marcadas en un extremo con un colorante
fluorescente indicador (fluoréforo) y en el otro extremo con una porcién extintora. Se utilizan sondas marcadas con distintos
fluoréforos para detectar el ADN del complejo M. tuberculosis, resistencia a rifampicina, resistencia a isoniacida y amplicones del
control de procesamiento de muestras en los cinco canales Opticos distintos del sistema BD MAX. La deteccion de resistencia a
rifampicina utiliza quimica de desnaturalizacion para detectar mutaciones en la regién de 81 pares de bases de RRDR del gen rpoB
y la deteccion de resistencia a isoniazida se determina mediante la deteccion de mutaciones en la regién promotora de inhA y el
gen katG. El sistema BD MAX monitoriza estas sefiales en cada ciclo e interpreta los datos al final del programa para informar de
los resultados finales.

REACTIVOS Y MATERIALES

REF. Contenidos Cantidad

BD MAX™ MDR-TB Master Mix (E6)
Mezcla maestra deshidratada para PCR que contiene nucleétidos, sondas moleculares y dianas
(0,006 % m/v), cebadores (0,01 % m/v) y enzimas para PCR (3E-14 % m/v).

24 pruebas
(2 x 12 tubos)

BD MAX™ MDR-TB Master Mix (E5)
Mezcla maestra deshidratada para PCR que contiene nucleétidos, sondas moleculares para el control 24 pruebas

del procesamiento de muestras y dianas (0,006 % m/v), cebadores (0,008 % m/v) y enzimas para PCR (2 x 12 tubos)
(3E-14 % m/v).

BD MAX™ MDR-TB Reagent Strips (Tiras de reactivo para BD MAX MDR-TB)

Tiras de reactivos individuales que contienen los reactivos tampoén de lavado con 0,1 % v/v de Tween® 20
443878 ¥ 3,8 % v/v deTween 80 (0,75 ml), tampon de elucion (0,75 ml), tampdn de neutralizacién con 0,02 % v/v 24 pruebas
de Tween 20 (0,75 ml) y solucion de fijacion con 5 % v/v de Triton® X-100 (0,75 ml) y las puntas de pipeta
desechables que se necesitan para el procesamiento de las muestras y la extraccion de ADN.

BD MAX™ MDR-TB Extraction Tubes (tubos de extraccion) (E7)
Reactivo de extraccion deshidratado que contiene microesferas de afinidad magnética para el ADN
(6,4 % m/v), reactivos de proteasa (6,7 % m/v) y control de procesamiento de muestras.

24 pruebas
(2 x 12 tubos)

BD MAX™ MDR-TB Sample Tube (Tubo de muestra para BD MAX MDR-TB) (221 ’;;“ﬁiiz)
Pipetas de transferencia BD MAX™ 25
Tapones con membrana 25

EQUIPO Y MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

+  BD MAX™ STR (reactivo para tratamiento de muestras) (BD, n.° de cat. 443806)
+  BD MAX™ PCR Cartridges (tarjetas de PCR) (BD, n.° de cat. 437519)

» Controles externos

+ Bata de laboratorio y guantes desechables sin talco

* Recipientes para desechos biomédicos

»  Crondémetro o temporizador

Para la recogida de esputo sin tratar:
* Recipientes herméticos limpios y secos para la recogida de esputo

MATERIALES RECOMENDADOS NO SUMINISTRADOS EN EL KIT
*  Nefelémetro

*  Tubos estériles

*  Microesferas de vidrio estériles de 3-5 mm

*  Medios de cultivo (caldo MGIT™ o caldo 7H9)
*  Middlebrook OADC

* Placas de agar 7TH10/7H11

»  Solucién salina tamponada con fosfato

» Esparcidores de placa

«  Vortex

- BDBBL™ MycoPrep™




ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Peligro

HOOE

H312 Nocivo en contacto con la piel.

H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

H315 Provoca irritacién cutanea.

H317 Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.

H319 Provoca irritacion ocular grave.

H334 Puede provocar sintomas de alergia o asma o dificultades respiratorias en caso de inhalacion.
H335 Puede irritar las vias respiratorias.

H411 Toxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

H412 Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

P260 No respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.

P261 Evitar respirar el polvo/el humo/el gas/la niebla/los vapores/el aerosol.

P264 Lavarse concienzudamente tras la manipulacion.

P272 Las prendas de trabajo contaminadas no podran sacarse del lugar de trabajo.

P273 Evitar su liberacion al medio ambiente.

P280 Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

P285 En caso de ventilacion insuficiente, llevar equipo de proteccion respiratoria.

P301 + P330 + P331 EN CASO DE INGESTION: Enjuagarse la boca. NO provocar el vémito.

P312 Llamar a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico en caso de malestar.
P303 + P361 + P353 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitar inmediatamente todas las prendas contaminadas.
Aclararse la piel con agua [0 ducharse].

P363 Lavar las prendas contaminadas antes de volver a usarlas.

P321 Se necesita un tratamiento especifico (ver en esta etiqueta).

P304 + P340 EN CASO DE INHALACION: Transportar a la persona al aire libre y mantenerla en una posicién que le facilite la
respiracion.

P310 Llamar inmediatamente a un CENTRO DE TOXICOLOGIA o a un médico.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos.
Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

P302 + P352 EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con abundante agua o...

P333 + P313 En caso de irritacion o erupcion cutanea: Consultar a un médico.

P337 + P313 Si persiste la irritacion ocular: Consultar a un médico.

P391 Recoger el vertido.

P405 Guardar bajo llave.

P403 + P233 Almacenar en un lugar bien ventilado. Mantener el recipiente herméticamente cerrado.

P501 Eliminar el contenido/el recipiente en instalaciones adecuadas de tratamiento y eliminacion de conformidad con las leyes y
normativas aplicables y segun las caracteristicas del producto en el momento de la eliminacion.

* La prueba BD MAX es solamente para uso diagnéstico in vitro.

*  Para un rendimiento 6ptimo, la prueba BD MAX MDR-TB se deberia realizar dentro de los limites medioambientales del
laboratorio a una temperatura de 18 a 28 °C y limites de humedad relativa en el laboratorio del 20 al 80 %.

* La prueba BD MAX MDR-TB es para el andlisis de muestras de esputo sin tratar o sedimentos concentrados preparados a
partir de esputo inducido o expectorado.

*  No utilizar reactivos y/o materiales caducados.

»  No utilizar el kit si, a su recepcion, la etiqueta que sirve como precinto de la caja exterior esta rota.

* No utilizar los reactivos si, a su recepcion, las bolsas protectoras estan abiertas o rotas.

*  No utilizar los reactivos si falta el desecante del interior de las bolsas de reactivos o este esta roto.

* No se debe retirar el desecante de las bolsas de reactivos.

»  Cierre inmediatamente las bolsas protectoras de los reactivos con el cierre rapido después de cada uso. Elimine el exceso de
aire de las bolsas antes de cerrarlas.

»  Proteger los reactivos del calor y la humedad. La exposicién prolongada a la humedad puede afectar al rendimiento del
producto.



*  No utilizar los reactivos si el precinto metalizado esta roto o dafiado.

*  No mezcle reactivos de bolsas, kits o lotes distintos.

* No se deben intercambiar ni reutilizar los tapones una vez usados en un tubo con una muestra tratada con STR, ya que se
puede producir contaminacion y esto pondria en entredicho los resultados de la prueba.

*  No reutilice los BD MAX Sample Tubes.

»  Compruebe que las tiras de reactivos individuales estan correctamente llenas de liquido (compruebe que los liquidos estan en
el fondo de los tubos) (consulte la figura 1).

»  Compruebe las tiras de reactivos individuales para garantizar que estan presentes todas las puntas de pipeta (consulte la
figura 1).

»  Actue con precaucion al utilizar soluciones quimicas, ya que el codigo de barras de los tubos de la Master Mix y de extraccion
puede quedar inservible.

» Para que esta prueba funcione correctamente, es esencial utilizar las técnicas de laboratorio adecuadas. Debido a la alta
sensibilidad analitica de esta prueba, se debe actuar con extrema cautela para preservar la pureza de todos los materiales y
reactivos.

* En caso de que se realicen otras pruebas de PCR en las mismas zonas generales del laboratorio, sera necesario tener cuidado
para evitar la contaminacion del kit BD MAX MDR-TB, de todos los demas reactivos necesarios para las pruebas y del sistema
BD MAX. Evitar en todo momento la contaminacion de los reactivos con microorganismos y con desoxirribonucleasa (DNAsa).
Es necesario cambiarse los guantes antes de manipular los reactivos y la tarjeta.

»  Para evitar contaminar el entorno con amplicones, no romper la tarjeta de PCR BD MAX después de usarla. Los sellos de las
tarjetas de PCR del BD MAX estan disefiados para evitar la contaminacion.
» Ellaboratorio debe llevar a cabo un control del entorno de forma peridédica para minimizar el riesgo de contaminacién cruzada.

» Larealizacién de la prueba BD MAX MDR-TB fuera del plazo de tiempo y el intervalo de temperatura recomendados para el
transporte y la conservacién de las muestras puede producir resultados no validos. Las pruebas no realizadas dentro de los
intervalos de tiempo y de temperatura especificados deben repetirse.

» Se pueden analizar controles adicionales de acuerdo con las pautas o requisitos de la normativa local, estatal, provincial o
federal, o de las organizaciones de acreditacion competentes.

*  Manipule siempre las muestras como si fueran infecciosas y siguiendo procedimientos de laboratorio seguros, como los
descritos en el documento del CLSI M29* y en Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories.®

* Lleve indumentaria de proteccion y guantes desechables al manipular los reactivos.

* Lavese bien las manos después de realizar la prueba.

*  No pipetee con la boca.

* No fume, no beba, no mastique ni coma en las areas donde se esté en contacto con las muestras o los reactivos del kit.

» Deseche los reactivos no utilizados y los desechos de conformidad con la normativa local, estatal, provincial o federal.

«  Consulte el Manual del usuario del sistema BD MAX® para obtener informacion sobre advertencias, precauciones y
procedimientos adicionales.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Las muestras recogidas de esputo sin tratar se deben mantener a una temperatura de entre 2 °C y 35 °C durante el transporte de
hasta 3 dias. Proteja las muestras de la exposicion a un calor excesivo.

Esputo sin tratar: la muestra puede almacenarse durante un maximo de 168 horas adicionales (7 dias) a 2—8 °C antes del
tratamiento con STR.

Sedimento de esputo: la muestra puede almacenarse durante un maximo de 168 horas (7 dias) a 2-8 °C antes del tratamiento con
STR.

Las muestras tratadas con BD MAX STR pueden conservarse a 2—28 °C durante un maximo de 72 horas.

Los tubos de muestras BD MAX MDR-TB preparados se pueden almacenar a 2—28 °C durante un maximo de 72 horas después del
tratamiento con STR.

Los componentes de BD MAX MDR-TB son estables a 2-28 °C hasta la fecha de caducidad indicada. No utilice componentes
caducados.

La mezcla maestra BD MAX MDR-TB y los tubos de extraccion se suministran en bolsas precintadas. Para proteger el producto de
la humedad, precintelas de nuevo inmediatamente después de abrirlas. Los tubos de reactivos son estables durante un maximo de
14 dias a 2—28 °C después de abrir y cerrar la bolsa por primera vez.

INSTRUCCIONES DE USO

Recogida y transporte de las muestras

Para obtener una muestra suficiente, debe seguirse estrictamente el procedimiento de recogida de muestras. Todas las muestras
deben recogerse y transportarse conforme a las recomendaciones de los Centers for Disease Control and Prevention (CDC),® del
Clinical Microbiology Procedures Handbook® o del manual de procedimientos de su institucion. Para la recogida de esputo sin tratar,
los pacientes deben estar sentados o de pie. Los pacientes deben enjuagarse la boca para eliminar posibles restos de comida
antes de la recogida de esputo.



Las muestras de esputo sin tratar o sedimentos concentrados preparados a partir de esputo inducido o expectorado se recogen de
acuerdo con el siguiente procedimiento:
NOTA: Rechace las muestras en las que haya restos de comida evidentes u otras particulas sélidas.
1. Esputo sin tratar: con un recipiente hermético de recogida de esputo, recoja al menos 1 ml de esputo. Etiquete el recipiente y
transportelo al laboratorio (consulte la seccién “Conservacion y estabilidad”).
2. Sedimento de esputo: descontamine la muestra de esputo con NALC/NaOH segun el método de Kent y Kubica.”
Suspenda de nuevo el sedimento en hasta 2 ml de tampdn de fosfato/agua de 67 mM. Etiquete el recipiente y transportelo
al laboratorio (consulte la seccién "Conservacion y estabilidad"). Se requiere un minimo de 1 ml para el analisis con BD MAX
MDR-TB.

Preparacion de las muestras

NOTA: la prueba BD MAX MDR-TB solo se puede utilizar con el kit BD MAX STR. Los pasos de procesamiento de esputo y
sedimentos de esputo se pueden encontrar en el prospecto de BD MAX STR.

NOTA: para cada muestra y cada control externo que se vaya a analizar se necesita un tubo de (1) BD MAX STR, una (1)

pipeta de transferencia, un (1) tubo de muestras, un (1) tapon con membrana, dos (2) tubos de mezcla maestra (uno (E6) y uno

[E5]), un (1) tubo de extraccion [E7] y una (1) tira de reactivos individual. Extraiga la cantidad de material necesario de las bolsas

o cajas. Para guardar las bolsas abiertas de tubos de mezcla maestra o extraccion, elimine el exceso de aire de la bolsa y cierre el

cierre rapido.

1. Etiquete un tubo de muestras BD MAX MDR-TB (tapon transparente) con cédigo de barras con el identificador de la muestra
correcto. No tape el codigo de barras 2D, ni escriba ni coloque la etiqueta sobre él.

Para cada muestra de esputo sin tratar o sedimento de esputo: (Las etapas 2 a 7 describen el uso de BD MAX STR [no
suministrado]. Consulte el prospecto de BD MAX STR para obtener mas informacion).

2. Deje que la muestra se equilibre a temperatura ambiente.

3. Abra con cautela la tapa del recipiente hermético de recogida de esputo con cuidado de no derramarlo.

4. Abra con cuidado el BD MAX STR Tube y afiada el volumen necesario para que la proporcion final de STR:muestra sea 2:1.

5. Tape el recipiente de recogida y agite enérgicamente (no en agitador vortex) la solucién 10 veces (arriba y abajo equivale a
una vez).

6. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos y vuelva a agitar enérgicamente 10 veces.

7. Incube la muestra tratada con BD MAX STR a temperatura ambiente durante 25 minutos.

8. Quite el tapon del BD MAX MDR-TB Sample Tube y conserve el tapén duro si va a almacenar la muestra.

9. Con la pipeta de transferencia suministrada, transfiera 2,5 ml de la muestra tratada con STR a un BD MAX MDR-TB Sample

Tube etiquetado. Vuelva a comprobar que el identificador de la muestra que figura en el tubo de muestras BD MAX MDR-TB
coincide con la etiqueta del recipiente de recogida.

10. Cierre el BD MAX MDR-TB Sample Tube con un tapon con membrana azul
11. Repita las etapas 1 a 10 para preparar muestras adicionales para el analisis, antes de manipular otras muestras.
12. Continte en la seccion “Funcionamiento del sistema BD MAX” para realizar el analisis BD MAX MDR-TB en el sistema BD MAX.

Operacion del sistema BD MAX
NOTA: consulte las instrucciones detalladas en el Manual del usuario del sistema BD MAX?2 (consulte la seccién Operacion).

NOTA: el analisis del kit BD MAX MDR-TB se debe realizar inmediatamente después de la transferencia de la muestra
tratada con STR al tubo de muestras descrita anteriormente (consulte “Preparacion de las muestras”, paso 9).

1. Encienda el sistema BD MAX (si no esta encendido) e introduzca su <user name> (nombre de usuario) y <password> (contrasefia)
para iniciar la sesion.

2. Es necesario cambiarse los guantes antes de manipular los reactivos y las tarjetas.

3. Extraiga el nUmero necesario de tiras de reactivos individuales del kit BD MAX MDR-TB. Golpee suavemente cada tira de
reactivos individuales sobre una superficie dura para asegurarse de que todos los liquidos queden en el fondo de los tubos.

4. Extraiga de las bolsas protectoras el nUmero necesario de tubos de extraccion y tubos de mezcla maestra del kit BD MAX
MDR-TB.

5. Elimine el exceso de aire de las bolsas y ciérrelas con el cierre rapido.

6. Por cada muestra que se vaya a analizar, coloque una (1) tira de reactivos individuales en la gradilla del sistema BD MAX,
empezando por la posicién 1 de la gradilla A.

7. Monte un (1) tubo de extraccion (E7) (envoltorio metalizado blanco) en la posicién 1 de cada tira de reactivos individual, como
se muestra en la figura 1.

8. Monte un (1) tubo de BD MAX MDR-TB Master Mix (E6) (envoltorio metalizado verde) en la posicion 2 de cada tira de reactivos
individual, como se muestra en la figura 1.

9. Monte un (1) tubo de BD MAX MDR-TB Master Mix (E5) (envoltorio metalizado azul) en la posicién 4 de cada tira de reactivos
individual, como se muestra en la figura 1.
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Figura 1: Colocacién de tubos BD MAX MDR-TB Extraction Tubes y BD MAX MDR-TB Master Mix en las tiras de reactivos
individuales

Haga clic en el icono Serie y, a continuacion, en Inventario. Introduzca el numero de lote del kit BD MAX MDR-TB (por motivos
de trazabilidad de lotes) escaneando el codigo de barras o introduciéndolo manualmente (situado en la caja exterior).

NOTA: repita el paso 10 cada vez que utilice un lote de kit nuevo.
Vaya a Lista de trabajo. En el menu desplegable, seleccione <BD MAX MDR TB 70>.

En la lista de trabajo, introduzca el ID del tubo de muestras de BD MAX MDR-TB, el ID de paciente y el nimero de acceso
(si procede) de forma manual o escaneando el cédigo de barras con el lector.

En el menu desplegable, seleccione el nimero de lote del kit correspondiente (situado en la caja exterior del kit BD MAX
MDR-TB).
Repita las etapas 11 a 13 con los tubos de muestras restantes.

Coloque los tubos de tampdn de muestras en las gradillas del sistema BD MAX correspondientes a las tiras de reactivos
individuales que ha montado en los pasos 6-9.

NOTA: coloque los tubos de muestras en la gradilla de muestras con las etiquetas de c6digo de barras 1D hacia fuera
(esto facilita la lectura de los tubos de muestras durante el registro de las muestras).

Coloque el numero necesario de tarjetas de PCR BD MAX en el sistema BD MAX (consulte la figura 2):
» Cada tarjeta de PCR BD MAX tiene capacidad para 12 muestras.

» Elsistema BD MAX seleccionara automaticamente la posicion y la fila en la tarjeta de PCR BD MAX cada vez que se
ejecute. Las tarjetas de PCR BD MAX se pueden usar varias veces hasta que se hayan empleado todas las pistas.

» Para aprovechar al maximo las tarjetas de PCR BD MAX, en el modo de 2000 muestras, seleccione Asistente de serie en
la pestafa Lista de trabajo para ver las asignaciones de pista.

«  Consulte el manual del usuario del sistema BD MAX® para obtener informacion detallada.

>

Figura 2: Carga de las tarjetas de PCR BD MAX



17. Cargue las gradillas en el sistema BD MAX (consulte la figura 3).

Lado A Lado B
Figura 3: Carga de las gradillas en el sistema BD MAX

18. Cierre la tapa del sistema BD MAX y haga clic en <Iniciar> para iniciar el procesamiento.

19. Al finalizar la serie, compruebe los resultados inmediatamente o conserve los tubos de muestras a 2-28 °C durante un
maximo de 72 horas después del tratamiento con STR hasta que se hayan comprobado los resultados.

NOTA: sustituya el tapén con membrana por un tapén duro antes almacenar la muestra.

NOTA: los tubos de muestras BD MAX MDR-TB preparados se pueden almacenar a 2-28 °C durante un maximo de

72 horas. Si se obtiene un resultado indeterminado (IND), no resuelto (UNR) o incompleto (INC) o si se produce un
error en un control externo, se debe repetir la prueba del tubo de muestras preparado dentro de este plazo (consulte la
seccion Procedimiento de repeticion de la prueba).

NOTA: si se produce un fallo del control externo, repita el analisis de todas las muestras con controles externos recién
preparados (consulte la seccion “Control de calidad”).

CONTROL DE CALIDAD

Los procedimientos de control de calidad sirven para monitorizar el rendimiento de la prueba. Los laboratorios deben establecer
el nimero, el tipo y la frecuencia de las pruebas de los materiales de control de conformidad con las pautas o requisitos de la
normativa local, provincial, estatal, federal o nacional o de los organismos de acreditacién, con el fin de monitorizar la eficacia de
todo el proceso analitico. Para conocer las pautas de control de calidad generales, el usuario puede consultar los documentos
MM3°y EP12'0 del CLSI.

1. BD no suministra los materiales para controles externos. El software del sistema BD MAX no utiliza controles externos positivos
ni negativos para interpretar los resultados de las pruebas de las muestras. Los controles externos se tratan como si fuesen
muestras de pacientes. Se requiere BD MAX STR para preparar los controles externos. (Consulte en la tabla de la seccion
“Interpretacion de los resultados” la interpretacion de los resultados de los analisis de control externo).

2. Se debera ejecutar por lo menos un (1) control externo positivo y un (1) control externo negativo a diario hasta lograr una
validacion correcta del proceso en el sistema BD MAX System en cada entorno de laboratorio. Si se realizan las pruebas de
control con menor frecuencia, se debera hacer de conformidad con toda la normativa aplicable.

3. El control positivo externo esta destinado a monitorizar un fallo sustancial de los reactivos. El control negativo externo se utiliza
para detectar la contaminacién (o el arrastre) de los reactivos o del entorno por los acidos nucleicos diana.

4. Las cepas de control se deben analizar conforme a las pautas o los requisitos de la normativa local, estatal, provincial o federal,
o de las organizaciones de acreditacion competentes, para supervisar la eficacia de todo el proceso de analisis.

5. Se recomiendan distintos tipos de controles externos para permitir al usuario seleccionar el mas adecuado en funcién de la
calidad de su laboratorio.

a. Los controles negativos externos deben contener 2,5 ml de solucién STR (2 partes STR: 1 parte agua desionizada).

b. Control externo positivo: una suspension de cualquier microorganismo del complejo M. tuberculosis verificado adquirido
comercialmente o mediante procedimientos de aislamiento en cultivo o una muestra caracterizada previamente de la que
se sepa que es positiva.

Si se usan microorganismos de control:

a. Deje crecer el organismo en caldo 7H9 o en caldo MGIT, complementado con OADC a 37 °C. Deje crecer hasta una
turbidez de aproximadamente 20,5 McFarland (normalmente, de 7 a 10 dias, pero puede tardar mas tiempo segun la cepa).
Retire el cultivo liquido mediante centrifugacion durante 10 minutos a 3000 g.

Vuelva a poner en suspension el organismo en solucion salina tamponada con fosfato (PBS).

d. Transfiera la suspensién a un tubo estéril que contenga hasta diez (10) microesferas de 3—5 mm. Agite en vortex el cultivo
durante aproximadamente 30 segundos.

e. Permita que la suspension sedimente durante aproximadamente 5 minutos para permitir que las particulas de mayor
tamafio lleguen al fondo del tubo.



f.  Transfiera la suspension a un nuevo tubo estéril, evitando los grumos de la parte inferior del tubo y asegurandose de que la
turbidez permanezca a 20,5 McFarland.

1) Las dimensiones del tubo deberian ser especificas para el nefelémetro.

g. Realice diluciones en serie y coloque el organismo en placas de agar (agar 7H10 o 7H11) para su cuantificacion. Deje
incubar las placas de agar a 37 °C durante 2 a 4 semanas.

h. Tras la cuantificacién del organismo, diluya el organismo a una concentracién de 1 x10° UFC/ml en PBS.

1) Puede prepararse la suspension hasta obtener la dilucion final y luego dividirla en alicuotas de 300 pl que pueden
congelarse y utilizarse para analisis de rutina.

i. Agregue 2,25 ml de solucion STR (2 partes STR: 1 parte agua desionizada) al tubo de la muestra.

j.  Anada 250 pl de la dilucién final al tubo de muestras BD MAX MDR y vuelva a tapar el tubo con un tapén con membrana
azul.

k. Procese el control externo como si fuera una muestra de paciente segun el procedimiento indicado en la seccién
“Funcionamiento del sistema BD MAX”.

6. Los controles externos deberan generar los resultados previstos (positivos para el control positivo externo y negativos para el
control negativo externo) sin que falle ningun control externo (con resultado “No resuelto” o “Indeterminado”). Consulte en la
tabla siguiente para ver resultados aceptables de control externo positivo:

Organismo M. tuberc_:ulosis o muestra Resultado de la prueba
caracterizada
Sensible a RIF y sensible a INH MTB detectada, Resistencia a RIF NO detectada, Resistencia a INH NO detectada
Sensible a RIF/Resistente a INH MTB detectada, Resistencia a RIF NO detectada, Resistencia a INH detectada
Resistente a RIF/Sensible a INH MTB detectada, Resistencia a RIF detectada, Resistencia a INH NO detectada
Resistente a RIF/Resistente a INH MTB detectada, Resistencia a RIF detectada, Resistencia a INH detectada

a. Un control externo negativo con un resultado positivo indica un problema de manipulacion o contaminacién de las
muestras. Revise las técnicas de manipulacion de las muestras para evitar que se puedan mezclar o contaminar. Un
control externo positivo con un resultado negativo indica un problema de manipulacion o preparacion de las muestras.
Revise la técnica de manipulacién/preparacién de las muestras.

b. Un control externo con un resultado No resuelto, Indeterminado o Incompleto indica la presencia de un fallo en un reactivo
o en el sistema BD MAX. Compruebe si el monitor del sistema BD MAX tiene mensajes de error Consulte la seccion
Soluciéon de problemas del Manual del usuario del sistema BD MAX8 para conocer la interpretacion de los codigos de
advertencia y error. Si el problema persiste, utilice reactivos de una bolsa sin abrir o utilice un nuevo kit BD MAX MDR-TB.

c. Cada BD MAX MDR-TB Extraction Tube contiene un control de procesamiento de muestras, que es un plasmido con
una secuencia de ADN diana sintético. El control de procesamiento de muestras se extrae, eluye y amplifica junto con
todo el ADN diana presente en la muestra procesada. El control de procesamiento de muestras controla la eficacia de
la captura, el lavado y la eluciéon de ADN durante las etapas de procesamiento de la muestra, asi como la eficacia de la
amplificacion y la deteccion del ADN diana durante el analisis de PCR. Si el control de procesamiento de muestras no se
ajusta a los criterios de aceptacion, el resultado de la muestra sera no resuelto. No obstante, se notificaran los resultados
MTB positivos (“MTB detectada”). Repita el analisis de cualquier muestra que dé como resultado No resuelto siguiendo las
indicaciones de la seccion “Procedimiento de repeticion de la prueba” que figura mas adelante.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados estan disponibles en la pestafia <Resultados> de la ventana <Resultados> del monitor del sistema BD MAX. El
software del sistema BD MAX interpreta automaticamente los resultados de las pruebas. Se indican los resultados de cada uno de
los analitos y del control de procesamiento de muestras. El resultado de una prueba puede ser MTB Detected (MTB detectada),
MTB Low POS (MTB POS baja), MTB NOT Detected (MTB NO detectada), RIF Resistance Detected (Resistencia a RIF detectada),
RIF Resistance NOT Detected (Resistencia a RIF NO detectada), RIF Resistance UNREPORTABLE (Resistencia a RIF NO
REGISTRABLE), INH Resistance Detected (Resistencia a INH detectada)(también se notifican katG Mut Detected [Mut. katG NO
detectada]; katG Mut Detected [Mut. katG detectada]; inhApr Mut NOT detected [Mut. inhApr NO detectada]; inhApr Mut Detected
[Mut. inhApr detectada], INH Resistance NOT Detected (Resistencia a INH NO detectada), INH Resistance UNREPORTABLE
(Resistencia a INH NO REGISTRABLE) o UNR (unresolved) (UNR [no resuelto]) en funcién del estado de amplificacion de la diana
y del control de procesamiento de las muestras. Los resultados IND (Indeterminado) o INC (Incompleto) se deben a un fallo del
sistema BD MAX. La interpretacion de los resultados de BD MAX MDR-TB se describe en la tabla 1 a continuacion.



Tabla 1: Interpretacion de los resultados de la prueba BD MAX MDR-TB

RESULTADO DE LA PRUEBA NOTIFICADO

INTERPRETACION DEL RESULTADO

MTB detectada

Detectado ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis

MTB POS baja

Detectado ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis pero con resultados de
resistencia no mensurables; las sondas del promotor 22 RRDR?, katG o inhA no
dieron una sefal, indicativo de carga bacteriana baja

MTB NO detectada

No detectado ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis y detectado control
de procesamiento de muestras

Resistencia a RIF detectada

Se han detectado una o mas mutaciones en el RRDR?

Resistencia a RIF NO detectada

No se han detectado mutaciones en el RRDR?

Resistencia a RIF NO REGISTRABLE

Se ha detectado ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis pero con
resultados de resistencia a RIF no mensurables; una sola sonda de rpoB no
dio una sefal y las sondas rpoB restantes se presentaron como sefales de tipo
silvestre

Mut. katG NO detectada

Se ha detectado ADN resistente a INH; no se han detectado mutaciones en la
diana de la prueba de katG

INH Resistance Detected | Mut. katG detectada

Se ha detectado ADN resistente a INH; se han detectado una o mas mutaciones
en la diana de la prueba de katG

(Resistencia a INH

detectada)® Mut. inhApr® NO

detectada

Se ha detectado ADN resistente a INH; no se han detectado mutaciones en la
diana de la prueba de la region promotora de inhA

Mut. inhApr® detectada

Se ha detectado ADN resistente a INH; se han detectado mutaciones en la diana
de la prueba de la regiéon promotora de inhA

Resistencia a INH NO detectada

No se han detectado mutaciones en las dianas de la prueba de la regiéon promotora
de katG e inhA

Resistencia a INH NO REGISTRABLE

Se ha detectado ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis pero con
resultados de resistencia a INH no mensurables; la sonda de la regién promotora
de katG o inhA no dio una sefial y la otra sefial se presentd como de tipo silvestre

MTB no resuelto (MTB UNR)

No se ha detectado ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis ni control de
procesamiento de muestras
(indica error de los reactivos o muestra inhibidora)

Indeterminado (IND)

Indeterminado debido a un fallo del sistema BD MAX
(con codigo de advertencia o errord)

Incompleto (INC)

Serie incompleta
(con cddigo de advertencia o error?)

2RRDR = region de determinacién de resistencia a rifampicina (regién 81 bp del gen rpoB, codones 507-533)

b region promotora de inhApr = region promotora de inhA

¢ Si la resistencia a katG o inhApr (Mut. NO detectada o Mut. detectada) no se notifica con el resultado de resistencia detectada a INH, significa que
esa diana no sera registrable. La sonda de la prueba de esa diana no dio una sefial.

dPara conocer la interpretacion de los codigos de advertencia y error, consulte la seccion “Solucion de problemas” del Manual del usuario del sistema

BD MAX2.

PROCEDIMIENTO DE REPETICION DE LA PRUEBA

NOTA: en el tubo de muestras BD MAX MDR-TB hay volumen suficiente para repetir una vez la prueba. Para tubos de
muestras de BD MAX MDR-TB preparados almacenados a 2-28 °C, la repeticion de la prueba se debe realizar en un plazo
de 72 horas tras el tratamiento con BD MAX STR inicial de la muestra. La muestra de esputo STR tratada restante puede
utilizarse para repetir la prueba en un plazo de 72 horas desde su recogida si se conserva a 2-28 °C.

NOTA: Las muestras nuevas pueden analizarse con las muestras repetidas en la misma serie.

Resultado de MTB POS baja

Los resultados de MTB POS baja se obtienen si las muestras son MTB positivas y hay pérdida de sefial para 22 sondas diana
de resistencia que sefialen una carga bacteriana entre los limites de deteccion de las pruebas de determinacién de resistencia y

deteccion de MTB.

La prueba se puede repetir como se indica anteriormente. Sin embargo, existe la probabilidad de que los resultados de resistencia
no se registren ya que la carga bacteriana de la muestra podria estar por debajo de los limites de deteccion para las pruebas RIF
y/o INH.

El analisis de las muestras puede repetirse a partir de los tubos de muestras correspondientes en el plazo definido anteriormente.
Repita el analisis siguiendo los pasos de la seccién “Funcionamiento del sistema BD MAX”. El resto de la muestra de esputo
también se puede usar para repetir la prueba preparando un nuevo tubo de muestras en los plazos de tiempo definidos anteriormente.
Vuelva a empezar desde la seccion “Preparacion de las muestras”.



Resultado de resistencia a RIF o INH no registrable

Se pueden obtener resultados de resistencia no registrables si hay pérdida de sefial para una sonda diana de resistencia. En tal
caso, es necesario repetir la prueba como se ha descrito anteriormente.

El analisis de las muestras puede repetirse a partir de los tubos de muestras correspondientes en el plazo definido anteriormente.
Repita el analisis siguiendo los pasos de la seccion “Funcionamiento del sistema BD MAX”. El resto de la muestra de esputo
también se puede usar para repetir la prueba preparando un nuevo tubo de muestras en los plazos de tiempo definidos
anteriormente. Vuelva a empezar desde la secciéon Preparacion de las muestras.

Resultado MTB no resuelto

Pueden obtenerse resultados de MTB no resuelta si existe una inhibicion asociada a la muestra o si falla un reactivo, dado que
esto impide la amplificacién correcta de la diana y/o el control de procesamiento de muestras. Si el control de procesamiento

de muestras no se amplifica, el resultado de la muestra sera MTB UNR. En tal caso, es necesario repetir la prueba como se ha
descrito anteriormente.

El andlisis de las muestras puede repetirse a partir de los tubos de muestras correspondientes en el plazo definido anteriormente.
Repita el analisis siguiendo los pasos de la seccion “Funcionamiento del sistema BD MAX”. El resto de la muestra tratada con
STR también se puede usar para repetir el analisis preparando un nuevo tubo de muestras en los plazos de tiempo definidos
anteriormente. Vuelva a empezar desde la seccion Preparacion de las muestras.

Resultado Indeterminado

Se puede obtener un resultado Indeterminado (IND) si se produce un fallo del sistema. El analisis de las muestras puede repetirse
a partir de los tubos de muestras correspondientes en el plazo definido anteriormente. Repita el analisis siguiendo los pasos de la
seccion “Funcionamiento del sistema BD MAX”. El resto de la muestra tratada con STR, preparada en un tubo de muestras nuevo,
también se puede usar para repetir el analisis en el plazo de tiempo definido anteriormente. En tal caso, comience en la seccién
“Preparacion de las muestras”. Para obtener informacion sobre la interpretaciéon de los mensajes de advertencia o cédigos de error,
consulte el Manual del usuario del sistema BD MAX?8 (seccién “Solucion de problemas”).

Resultado Incompleto

Puede obtenerse un resultado Incompleto (INC) en el caso de que se no se haya completado la preparaciéon de la muestra o

la PCR. El analisis de las muestras puede repetirse a partir de los tubos de muestras correspondientes en el plazo definido
anteriormente. Repita el analisis siguiendo los pasos de la seccion “Funcionamiento del sistema BD MAX”. El resto de la muestra
tratada con STR, preparada en un tubo de muestras nuevo, también se puede usar para repetir el andlisis en el plazo de tiempo
definido anteriormente. En tal caso, comience en la seccion “Preparacion de las muestras”. Consulte la interpretacion de los
mensajes de codigos de advertencia o error en el Manual del usuario del sistema BD MAX® (seccién Solucién de problemas).
Error del control externo

Las pruebas de los controles externos deben generar los resultados previstos. Si es necesario repetir el analisis de las muestras
debido a un resultado incorrecto del control externo, se deberan repetir a partir de los tubos de muestras correspondientes junto

con controles externos recién preparados y en los plazos de tiempo definidos anteriormente. Repita el analisis siguiendo los pasos
de la seccién “Funcionamiento del sistema BD MAX”.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

» Este producto solo debe utilizarlo personal capacitado de laboratorio con el sistema BD MAX.

» Este producto esta indicado para su uso solo con esputo sin tratar y sedimentos concentrados preparados a partir de esputo
inducido o expectorado y tratados con BD MAX STR.

»  Se pueden producir resultados erréneos por una recogida, manipulacion o conservacion incorrectas de las muestras, un
error técnico o una confusion de las muestras, o porque el niumero de microorganismos de la muestra esté por debajo de la
sensibilidad analitica de la prueba.

» Sielresultado de la prueba BD MAX MDR-TB es IND, INC o UNR, se debera repetir la prueba.

»  Se observo interferencia con la prueba the BD MAX MDR-TB en la presencia de mucina a niveles superiores a 1,5 % m/v
(Tabla 24, seccién de caracteristicas de rendimiento).

* Un resultado positivo de BD MAX MDR-TB no indica necesariamente la presencia de organismos viables. Sin embargo, indica
la presencia de ADN diana.

» Las mutaciones o los polimorfismos en las regiones de fijacién de los cebadores o de las sondas pueden afectar a la deteccion
de variantes diana nuevas o desconocidas, lo que genera un resultado incorrecto con la prueba BD MAX MDR-TB.

» lgual que sucede con todas las pruebas basadas en PCR, es posible detectar la presencia de niveles sumamente bajos de la
diana, incluso por debajo del limite de deteccion (LdD) de la prueba, pero los resultados pueden no ser reproducibles.

» Pueden producirse resultados negativos falsos a causa de pérdidas de acidos nucleicos debidas a una recogida, un transporte
o un almacenamiento incorrectos de las muestras, o debido a una lisis bacteriana incorrecta. El control de procesamiento de
muestras se ha afiadido al test con el fin de ayudar a identificar las muestras que contienen inhibidores de la amplificacion de la
PCR y como control de la integridad de los reactivos y del sistema de la prueba en su conjunto. El control de procesamiento de
muestras no indica si el acido nucleico se ha perdido debido a procesos inadecuados de recogida, transporte o conservacion
de las muestras, ni si la lisis de las células bacterianas ha sido correcta.

* Los resultados de la prueba BD MAX MDR-TB pueden verse afectados o no por un tratamiento médico simultaneo, que puede
reducir la cantidad de diana presente.

» Este es un test cualitativo y no proporciona valores cuantitativos ni indica la cantidad de microorganismos presentes.

*  No se ha evaluado el rendimiento de la prueba BD MAX MDR-TB con muestras de pacientes pediatricos.
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VALORES PREVISTOS

La tasa de positividad de las muestras que son positivas para Mycobacterium tuberculosis (MTB), resistencia a la rifampicina (RIF)
y resistencia a isoniazida (también conocido como hidracida de acido isonicotinico) (INH) depende de la poblacién de pacientes.
Entre los factores se incluye el pais de origen. En el estudio clinico de BD MAX MDR-TB (marzo de 2016-agosto de 2017) se
recogieron prospectivamente un total de 761 esputos de paises conocidos por tener una alta incidencia de casos de TB y MDR-TB
y, posteriormente, se congelaron. Cada muestra de esputo se dividié en dos (2) partes: una para procesar por el método de
digestion NALC/NaOH? (procesada) y la otra para su consideracion como muestra sin tratar (sin digestion). Se realizé la prueba de
BD MAX MDR-TB en ambas partes. La tasa de positividad para MTB se calculé sobre 635 esputos sin tratar mas los 674 esputos
procesados que cumplian en los niveles de muestra y niveles de BD MAX MDR-TB con un resultado registrable (Tabla 2). La tasa
de positividad para RIF se calculé sobre 316 esputos sin tratar mas los 334 esputos procesados que cumplian en los niveles de
muestra y niveles de BD MAX MDR-TB con un resultado registrable para RIF. La tasa de positividad para INH se obtuvo a partir de
los 327 esputos sin tratar mas los 338 esputos procesados que cumplian en los niveles de muestra y niveles de BD MAX MDR-TB
con un resultado registrable para INH. Estas muestras se obtuvieron de 6 paises.

Tabla 2: Positividad de BD MAX MDR-TB congelada por pais de origen del esputo

Tasa de positividad MAX

Pais de recogida

Tipo de muestra

MTB

RIF

INH

Mali

Esputo sin tratar

43,0 % (92/214)

4,2 % (3/72)

8,3 % (6/72)

Esputo procesado

41,0 % (87/212)

5,6 % (4/71)

9,6 % (7/73)

México

Esputo sin tratar

100 % (5/5)

0,0 % (0/5)

0,0 % (0/5)

Esputo procesado

75,0 % (6/8)

0,0 % (0/6)

0,0 % (0/6)

Republica de Moldavia

Esputo sin tratar

94,3 % (82/87

28,2 % (20/71)

43,9 % (36/82)

Esputo procesado

33,3 % (25/75)

43,0 % (34/79)

Rusia

Esputo sin tratar

)
96,6 % (84/87)
87,5 % (14/16)

50,0 % (5/10)

36,4 % (4/11)

Esputo procesado

81,3 % (13/16)

33,3 % (3/9)

40,0 % (4/10)

Sudafrica

Esputo sin tratar

69,2 % (72/104)

0,0 % (0/65)

1,6 % (1/64)

Esputo procesado

67,3 % (70/104)

1,5 % (1/68)

1,6 % (1/64)

Uganda

Esputo sin tratar

51,9 % (107/206)

1,1 % (1/91)

3,3 % (3/91)

Esputo procesado

53,7 % (131/244)

0,0 % (0/103)

2,9 % (3/104)

Desconocido

Esputo sin tratar

66,7 % (2/3)

0,0 % (0/2)

0,0 % (0/2)

Esputo procesado

66,7 % (2/3)

0,0 % (0/2)

0,0 % (0/2)

Total

Esputo sin tratar

58,9 % (374/635)

9,2 % (29/316)

15,3 % (50/327)

Esputo procesado

58,3 % (393/674)

9,9 % (33/334)

14,5 % (49/338)

En un segundo estudio clinico de BD MAX MDR-TB (mayo de 2017—marzo de 2018) se recogieron prospectivamente un total

de 1063 esputos aptos de paises conocidos por tener una alta incidencia de casos de TB y MDR-TB. Cada muestra de esputo
fresca se dividio en dos (2) partes, una para procesar por el método de digestion NALC/NaOH? (procesada) y una parte para

su consideracion como muestra sin tratar (sin digestion). Se realiz6 la prueba de BD MAX MDR-TB en ambas partes. La tasa

de positividad para MTB se calculd sobre 953 esputos sin tratar y los 965 esputos procesados que cumplian en los niveles de
muestra y niveles de BD MAX MDR-TB con un resultado registrable (tabla 3). La tasa de positividad para RIF se calcul6 sobre los
255 esputos sin tratar y los 236 esputos procesados que cumplian en los niveles de muestra y niveles de BD MAX MDR-TB con
un resultado registrable para RIF. La tasa de positividad para INH se obtuvo a partir de los 256 esputos sin tratar y los 233 esputos
procesados que cumplian en los niveles de muestra y niveles de BD MAX MDR-TB con un resultado registrable para INH. Estas
muestras se obtuvieron de cuatro paises.
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Tabla 3: Positividad de BD MAX MDR-TB fresca por pais de origen del esputo

Tasa de positividad MAX

Pais de recogida

Tipo de muestra

MTBC

RIF

INH

Esputo sin tratar

42,3 % (52/123)

4,4 % (2/45)

9,3 % (4/43)

India Esputo procesado 43,5 % (54/124) 2,5 % (1/40) 10,0 % (4/40)
Perd Esputo sin tratar 49,6 % (125/252) 13,1 % (16/122) 15,4 % (19/123)
Esputo procesado 49,0 % (124/253) 14,5 % (17/117) 14,2 % (16/113)

Esputo sin tratar 10,4 % (33/318) 0,0 % (0/22) 0,0 % (0/23)

Sudafrica

Esputo procesado 12,1 % (39/322) 4,5 % (1/22) 5,0 % (1/20)

Uganda Esputo sin tratar 28,8 % (75/260) 3,0 % (2/66) 4,5 % (3/67)

Esputo procesado 26,7 % (71/266) 3,5 % (2/57) 5,0 % (3/60)
Total Esputo sin tratar 29,9 % (285/953) 7,8 % (20/255) 10,2 % (26/256)

Esputo procesado

29,8 % (288/965)

8,9 % (21/236)

10,3

% (24/233)

Se calcularon el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) hipotéticos, que se representan en las tablas 4
y 6 para MTB, resistencia a RIF y resistencia a INH, respectivamente. Estos calculos se basan en la prevalencia hipotética y en la
especificidad y la sensibilidad globales obtenidas en comparacion con los métodos de referencia del estudio.

Tabla 4: Valor predictivo positivo y negativo hipotético fresco para M. tuberculosis por tipo de esputo

MTBC VPP VPN
mu-;is'i?adl\iAX Prevalencia | Sensibilidad global |[Especificidad global|Estimacion| IC del 95 % |Estimacion| IC del 95 %
1% 409% |(26,6 %, 60,7 %) 99,9% [(99,9 %, 100 %)
2,5% 63,7% |(47,9%,79,7%)| 99,8% (99,7 %, 99,9 %)
5% 78,3% |(653 %, 88,9%)| 99,6% (99,4 %, 99,7 %)
10 % 88,4% |(79.9%,94,4%) 992% (98,8 %, 99,5 %)
Esputo sin ratar 15 % 926 % (275/297) | 98,6 % (584/592) | 924 % |(86,3%, 964 %) 987 % |(98,1%,99,2%)
20 % (89,0 %, 95,1 %) (97,4 %, 99,3 %) 945% [(90,0%,97,5%)| 982% |(97,3 %, 98,8 %)
25 % 958% |(92,3%,98,1%)| 97,6% (96,4 %, 98,4 %)
30 % 96,7% |(93,9%,98,5%)| 96,9% (95,5 %, 98,0 %)
40 % 97,9% |(96,0 %, 99,0%)| 952% (93,1 %, 96,9 %)
50 % 98,6 % |(97,3%,99,4%)| 93,0% (90,0 %, 95,4 %)
1% 206% |(14,8%, 289 %) 99,9% [(99,8 %, 99,9 %)
2,5 % 39,7% |(30,6 %,50,8%)| 997% (99,6 %, 99,8 %)
5% 57,4% |(47,5%,67,9%)| 994 % (99,2 %, 99,6 %)
10 % 740% |(656 %, 81,7%)| 988% (98,3 %, 99,1 %)
Esputo 15 % 89,2 % (263/295) 96,5 % (583/604) 81,9% |(75,2 %, 87,7 %)| 98,1 % ((97,4 %, 98,6 %)
procesado 20 % (85,1 %, 92,2 %) (94,7 %, 97,7 %) 86,5% |(81,1%,91,0%)| 97,3% [(96,3 %, 98,1 %)
25 % 89,5% |(85,1%,931%)| 964% [(95,1 %, 97,4 %)
30 % 917% |(88,0%,945%)| 954% [(93,8 %, 96,7 %)
40 % 945% (92,0 %, 96,4 %)| 93,0% [(90,7 %, 95,0 %)
50 % 96,2% |(94,5%, 97,6 %)| 89,9% [(86,7 %, 92,7 %)
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Tabla 5: Valor predictivo positivo y negativo hipotético en fresco para la resistencia a la rifampicina (RIF) de
M. tuberculosis por tipo de esputo

RIF VPP VPN
Tipode | b ovalencia |Sensibilidad global | ESPecificidad gy ocion| I1C del95% | Estimacion |  IC del 95 %
muestra MAX global

1% 394 % |(18,9%,73.9%)| 999% |(99,7 %, 100 %)

2,5% 623% |(37,2%,87,8%)| 99.8% |(99,3 %, 100 %)

5% 772% | (54,8%,93,6%)| 99,7% | (98,5 %, 100 %)

10 % 87,7% |(71,9%,96,9%)| 993% | (96,9 %, 100 %)

15 % 9 0 91,9% |(80,3%,980%)| 99,0% | (952 %, 100 %

Esputo sin tratar o (33,‘3 °//: (S;g,g Z/1) ?35?8/:’]&(,235,/52 ‘Z/f)) 94,1 % §85,2 %, 98,6 %: 98,5 % 293,3 %, 100 %;
25 % 955% |(88,5%,989%)| 98,0% |(91,3 %, 99,9 %)
30 % 96,5% |(90,8%,992%)| 97,5% |(89,0 %, 99,9 %)
40 % 97,7% |(93,9%,995%)| 962% |(83,9 %, 99,9 %)
50 % 985% |(958%,99.6%)| 944% |(77,7 %, 99,8 %)

1% 274% |(14,2%,51,3%)| 99.9% | (99,7 %, 100 %)

2,5 % 485% |(29,5%,72,8%)| 99.8% | (99,2 %, 100 %)

5% 659% |(46,2%,84,6%)| 997% | (98,4 %, 100 %)

10 % 80,3% | (64,5%,921%)| 993% | (96,7 %, 100 %)

Esputo 15 % 93,8% (15/16) | 97,4 % (191/196) | 866% |(742%,948%)| 989% | (94,9 %, 100 %)
procesado 20 % (71.7%,989 %) | (942%,989%) | 902% [(80,3%,96,3%)| 984% |(92,9 %, 100 %)
25 % 925% |(84,5%,97,2%)| 97,.9% |(90,8 %, 99,9 %)
30 % 94,0% |(87,5%,97.8%)| 97,3% |(88,5%, 99,9 %)
40 % 96,1% |(91,6%,986%)| 959% |(83,1%, 99,9 %)
50 % 974% |(94,2%,99,1%)| 94,0% |(76,6 %, 99,8 %)

Tabla 6: Valor predictivo positivo y negativo hipotético en fresco para la resistencia a la isoniazida (INH) de M. tuberculosis
por tipo de esputo

INH VPP VPN
Tipode | povalencia | Sensibilidad global | ESPecificidad | goyiacion | 1C del95% | Estimacién | IC del 95 %
muestra MAX global
1% 100 % |(33,9%, 100 %)| 99,8% [(99,6 %, 99,9 %)
2,5% 100 % | (56,5 %, 100 %)| 99,5% |(99,0 %, 99,8 %)
5% 100 % (72,7 %, 100 %)| 99,0 % |(98,0 %, 99,7 %)
10 % 100 % | (84,9%, 100 %)| 98,0% |(95,9 %, 99,3 %)
Eoputo sin tratar 15 % 81,5 % (22127) 100 % (205/205) 100 %  |(89,9%, 100 %)| 96,8% |(93,7 %, 98,9 %)
20 % (63,3 %, 91,8 %) (98,2 %, 100 %) 100%  [(92,7 %, 100%)| 95,6 % |(91,3 %, 98,4 %)
25 % 100 %  |(94,4%, 100 %)| 942 % |(88,7 %, 97,9 %)
30 % 100 % (95,6 %, 100 %)| 92,6% |(86,0 %, 97,4 %)
40 % 100 %  |(97,1%, 100 %)| 89,0% |(79,8 %, 96,0 %)
50 % 100 %  |(98,1%, 100 %)| 84,4 % |(72,4 %, 94,1 %)
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1% 100% [(325%, 100 %)| 99,8% |(99,6 %, 100 %)
25% 100% | (55,0 %, 100 %)| 99,6% (99,1 %, 99,9 %)

5% 100% | (71,5%, 100 %)| 99,2% |(98,1 %, 99,8 %)

10 % 100% | (84,1 %, 100 %)| 983% |(96,1 %, 99,5 %)

Esputo 15 % 84.0 % (21/25) 100 % (188/188) 100% | (89,4 %, 100 %)| 97,3% |(94,0 %, 99,2 %)
procesado 20 % (653 %, 936 %) | (98,0 %, 100 %) 100% |(92,3%,100%)| 96,2% |(91,7 %, 98,9 %)
25% 100% | (94,1 %, 100 %)| 949% |(89,3 %, 98,5 %)

30 % 100% [(95,3%, 100 %)| 936% |(86.6 %, 98,1 %)

40 % 100%  |(96,9%, 100 %)| 90,4% |(80.,6 %, 97,1 %)

50 % 100% | (97,9%, 100 %)| 86,2% |(73,5 %, 95,7 %)

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Rendimiento clinico

Las caracteristicas de rendimiento clinico de la prueba BD MAX MDR-TB se determinaron en un estudio de investigacion
multicéntrico. El estudio utilizd muestras congeladas recogidas prospectivamente obtenidas de 761 pacientes de seis paises
conocidos por tener una alta incidencia de casos de TB y MDR-TB. Se inscribi6 a los participantes del estudio si se sospechaba
que tenian tuberculosis (TB), tenian al menos 18 afios y, o bien no habian recibido tratamiento antituberculoso, o bien habian
recibido menos de tres (3) dias de tratamiento en los Ultimos seis (6) meses. Las muestras congeladas se enviaron a BD, donde se
dividieron aleatoriamente y se enviaron a dos (2) centros en los que cada muestra de esputo de dividié en dos (2) partes: una parte
para procesar por el método digestivo NALC/NaOH? (procesada) y la otra parte para su consideracion como muestra sin tratar

(sin digestion). Un total de tres (3) centros aplicaron el método de referencia (RM) al esputo procesado, que fueron microscopia
fluorescente (exclusivamente con fines de estratificacion), cultivo liquido seguido de prueba de sensibilidad farmacoldgica (DST)

y un test de amplificacién de acidos nucleicos (NAAT) Cepheid® Xpert MTB/RIF. Para MTB y RIF, bien el cultivo/DST o el NAAT
debian ser positivos para obtener un RM positivo. Ambos métodos debian ser negativos para obtener un RM negativo. Para INH, el
RM fue solo el cultivo/DST. Dos (2) de los otros centros realizaron la prueba BD MAX MDR-TB en las partes procesadas y sin tratar
de las muestras. Un total de 761 pacientes proporcionaron muestras de su esputo. Se excluyeron del estudio muestras debido a

la incorrecta manipulacién y procesamiento de la muestra, la cantidad inadecuada de muestras recibida, la ausencia de resultados
BD MAX correspondientes y un volumen de esputo inferior a 1,5 ml. Un total de 643 muestras de esputo sin tratar y 678 muestras
de esputo procesadas de 686 pacientes cumplian con los niveles de BD MAX MDR-TB. De ellas, 596 esputos sin tratar y

635 esputos procesados de 645 pacientes también tenian un método de referencia adecuado y fueron incluidos en los calculos de
caracteristicas de rendimiento. En total, se incluyeron 384 varones, 256 mujeres y 5 individuos para los que no se registro el sexo
en las caracteristicas de rendimiento. Se retiraron de los calculos de datos clinicos las muestras que daban un resultado de RM

no apto o ausencia de dicho resultado, o la ausencia de un resultado de BD MAX. Se repitié cualquier resultado BD MAX inicial no
registrable.

La tabla 7 resume la sensibilidad y la especificidad por tipo de muestra y estado de frotis para MTB. Las tablas 8 y 9 resumen la
sensibilidad y la especificidad por tipo de muestra para resistencia a RIF e INH.

Tabla 7: Sensibilidad y especificidad frente a MTB congelada en comparacion con el RM compuesto (cultivo mas NAAT)

Esputo sin tratar Esputo procesado
e 98,3 % 99,2 %
Sensibilidad
(229/233) (245/247)
Frotis positivo
(95,7 %, 99,3 %) (97,1 %, 99,8 %)
e 88,5 % 90,3 %
Sensibilidad
(131/148) (139/154)
Frotis negativo
(82,4 %, 92,7 %) (84,6 %, 94,0 %)
94,5 % 95,8 %
Sensibilidad global (360/381) (384/401)
(91,7 %, 96,4 %) (93,3 %, 97,3 %)
94,9 % 97,0 %
Especificidad global (204/215) (227/234)
(91,1 %, 97,1 %) (94,0 %, 98,5 %)
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De los 360 resultados positivos verdaderos de MTB con esputos sin tratar, 106 tenian un método de referencia de RIF no evaluable.
De las 254 muestras MTB positivas verdaderas y con un RM de RIF evaluable, 15y 13 muestras tenian un resultado inicial de MTB
POS baja y Resistencia a RIF no registrable, respectivamente. Tras la repeticion valida, 7 y 4 muestras dieron otra vez un resultado
de MTB POS baja y Resistencia a RIF no registrable, respectivamente.

De los 384 resultados positivos verdaderos de MTB con esputos procesados, 118 tenian un método de referencia de RIF no
evaluable. De las 266 muestras MTB positivas verdaderas y con un RM de RIF evaluable, 24 y 11 muestras tenian un resultado
inicial de MTB POS baja y Resistencia a RIF no registrable, respectivamente. Tras la repeticion valida, 11 y 2 muestras dieron otra
vez un resultado de MTB POS baja y Resistencia a RIF no registrable, respectivamente.

Tabla 8: Rendimiento global de RIF congelada en comparaciéon con el RM compuesto (cultivo/DST mas NAAT)

Esputo sin tratar Esputo procesado
100 % 100 %
Sensibilidad global (26/26) (30/30)
(87,1 %, 100 %) (88,6 %, 100 %)
100 % 99,1 %
Especificidad global (206/206) (214/216)
(98,2 %, 100 %) (96,7 %, 99,7 %)

De los 360 resultados positivos verdaderos de MTB con esputos sin tratar, 107 tenian un método de referencia de INH no evaluable.
De las 253 muestras MTB positivas verdaderas y con un RM de INH evaluable, 14 y 2 muestras tenian un resultado inicial de MTB
POS baja y Resistencia a INH no registrable, respectivamente. Tras la repeticion valida, 7 y 0 muestras dieron otra vez un resultado
de MTB POS baja y Resistencia a INH no registrable, respectivamente.

De los 384 resultados positivos verdaderos de MTB con esputos procesados, 115 tenian un método de referencia de INH no
evaluable. De las 269 muestras MTB positivas verdaderas y con un RM de INH evaluable, 29 y 3 muestras tenian un resultado
inicial de MTB POS baja y Resistencia a INH no registrable, respectivamente. Tras la repeticion valida, 15 y 2 muestras dieron otra

vez un resultado de MTB POS baja y Resistencia a INH no registrable, respectivamente.

Tabla 9: Rendimiento global de INH congelada en comparacién con el RM (cultivo/DST)

Esputo sin tratar Esputo procesado
100 % 100 %
Sensibilidad global (43/43) (41/41)
(91,8 %, 100 %) (91,4 %, 100 %)
100 % 100 %
Especificidad global (199/199) (209/209)
(98,1 %, 100 %) (98,2 %, 100 %)

Un total de 643 muestras de esputo sin tratar y 678 muestras de esputo procesadas se basaron en muestras de esputo y
resultados de BD MAX MDR-TB aptos. Se repitié un resultado inicial de BD MAX MDR-TB no registrable. La tabla 10 resume las
tasas de resultados de MTB No resuelto, Indeterminado e Incompleto por tipo de muestra.

Tabla 10: Tasas de MTB UNR, IND, INC congelados y no registrables combinados por tipo de esputo

MTB No resuelto (UNR) Indeterminado (IND) Incompleto (INC) T‘;ﬁh;‘::&‘gf{;ﬂ;'e
Tipo de Inicial | REPRUCION | ypioig | Repeticion | gy | Repeticion | i | Repeticion

muestra | (IC del 95 %) | ;¢ yer o5 %) | (IC 96195 %) | 4 qor'gs oy | (IC del95.%) | 1o oi'ag ) | (IC del 95 %) | o o igrs,

2,5% 0.2 % 3.1% 0,0 % 0,0 % 0,0 % 56 % 0.2%

EsggttgrSi” (16/643) (1/636) (20/643) (0/636) (0/643) (0/636) (36/643) (1/636)
(1,5 %, 4,0 %) | (0,0 %, 0,9 %) | (2.0 %, 4,8 %)| (0,0 %, 0,6 %) (0,0 %, 0,6 %)| (0,0 %, 0,6 %)| (4.1 %, 7,7 %)| (0.0 %, 0,9 %)

07 % 0,0 % 12 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 1.9 % 0,0 %

priiggg‘éo (5/678) (0/674) (8/678) (0/674) (0/678) (0/674) (13/678) (0/674)
(0,3 %, 1,7 %) | (0,0 %, 0,6 %) | (0,6 %, 2,3 %)| (0,0 %, 0,6 %) (0,0 %, 0,6 %)| (0,0 %, 0,6 %)|(1.1 %, 3,3 %)| (0.0 %, 0,6 %)
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Las caracteristicas de rendimiento clinico de la prueba BD MAX MDR-TB se determinaron en un segundo estudio de
investigacion multicéntrico. El estudio utilizd muestras frescas recogidas prospectivamente de cuatro paises conocidos por

tener una alta incidencia de casos de TB y MDR-TB. Se inscribié a los participantes del estudio en el grupo de deteccion de
casos si se sospechaba que tenian tuberculosis (TB), tenian al menos 18 afios de edad y, o bien no habian recibido tratamiento
antituberculoso, o bien habian recibido menos de tres (3) dias de tratamiento en los ultimos seis (6) meses. Se inscribi6 a los
participantes del estudio en el grupo de TB farmacorresistente si se sospechaba que tenian tuberculosis (TB), tenian al menos
18 afios y cumplian al menos uno de los criterios siguientes: i) TB pulmonar conocida, con sospecha de fallo del tratamiento,

ii) antecedentes de TB farmacorresistente y de tratamiento anti-TB durante 3 meses o mas, iii) TB pulmonar confirmada mediante
microbiologia con resistencia a RIF documentada que habian recibido tratamiento anti-TB durante 31 dias o menos.

Las caracteristicas de rendimiento de MTB se determinaron unicamente para la poblacién del grupo de deteccion de casos. Para la
determinacioén de las caracteristicas de rendimiento de resistencia a RIF e INH se combinaron ambas poblaciones. Cada muestra
de esputo fresca se dividid en dos (2) partes: una parte para procesar por el método digestivo NALC/NaOH? (procesada) y la otra
parte para su consideracion como muestra sin tratar (sin digestion). Cada uno de los cuatro (4) centros aplicaron la prueba BD MAX
MDR-TB a las partes procesadas y sin tratar de las muestras y el método de referencia (RM) al esputo procesado, que consistié en
cultivo liquido seguido de una prueba de sensibilidad farmacolégica (DST) y un test de amplificacién de acidos nucleicos (NAAT)
Cepheid Xpert MTB/RIF. BD realizé una secuenciacion bidireccional de una region del gen rpoB para confirmar los resultados de
resistencia a RIF detectados en el NAAT. Para MTB, bien el cultivo o el NAAT debian ser positivos para obtener un RM positivo.
Ambos métodos debian ser negativos para obtener un RM negativo. Para la resistencia a RIF, bien el DST o el NAAT, seguido

por secuenciacion bidireccional, debian ser positivos para obtener un RM positivo. Ambos métodos debian ser negativos para
obtener un RM negativo. Para INH, el RM fue solo el cultivo/DST. Se realizaron tinciones de Ziehl-Neelsen y auramina O en partes
procesadas y sin tratar.
En total, se inscribieron 1091 y 11 sujetos en el estudio en el grupo de deteccion de casos y en el grupo de TB farmacorresistente,
respectivamente. Del total, 1076 y 10 sujetos cumplian los criterios del protocolo en el grupo de deteccion de casos y en el grupo
de TB farmacorresistente, respectivamente. Un total de 1053 y 10 pacientes del grupo de deteccion de casos y del grupo de

TB farmacorresistente, respectivamente, proporcionaron una muestra de esputo que cumplia los requisitos. Algunas muestras

se excluyeron del estudio debido a su manipulacion y procesamiento inadecuados, a una cantidad de muestra insuficiente y a

la ausencia de resultados de BD MAX correspondientes. Ademas, una muestra era demasiado vieja para el analisis. Un total

de 1033 muestras de esputo sin tratar y 1034 muestras de esputo procesadas cumplieron los requisitos de BD MAX MDR-TB.

De ellas, se incluyeron 889 esputos sin tratar y 899 esputos procesados de 911 pacientes en los célculos de caracteristicas de
rendimiento. Se incluyeron 489 varones y 422 mujeres en las caracteristicas de rendimiento. Se retiraron de los calculos de datos
clinicos las muestras que daban un resultado de RM no apto o ausencia de dicho resultado, o la ausencia de un resultado de

BD MAX. Se repitio cualquier resultado BD MAX inicial no registrable.

En la tabla 11 se resume la prevalencia obtenida para cada diana por pais.

Tabla 11: Prevalencia en fresco de resistencia a MTB, RIF e INH por pais

Prevalencia de RM
Pais de MTB RIF INH Solo resistente a RIF | Solo resistente a INH| Resistente a RIF y
recogida (sensible a INH)? (sensible a RIF)? resistente a INH?
India 43,6 % (58/133) | 4,9 % (2/41) 14,0 % (7/50) 0,0 % (0/41) 9,8 % (4/41) 4,9 % (2/141)
0,
Peru (15561’?2@) 11,5 % (15/130) | 15,6 % (22/141) 3,1 % (4/129) 7,8 % (10/129) 7,8 % (10/129)
Sudafrica | 10,6 % (34/320) | 3,8 % (1/26) 3,4 % (1/29) 0,0 % (0/26) 0,0 % (0/26) 3,8 % (1/26)
Uganda 33,7 % (88/261) | 2,9 % (2/68) 3,9 % (3/77) 2,9 % (2/68) 4,4 % (3/68) 0,0 % (0/68)
0,
Total (33;’1’/79;"1) 7,5 % (20/265) | 11,1 % (33/297) 2,3 % (6/264) 6,4 % (17/264) 4,9 % (13/264)

2 El denominador es todas las muestras que dan un resultado POS/NEG registrable para el RM de RIF compuesto (cultivo/DST mas NAAT y
secuenciacion bidireccional) y el RM de INH (cultivo/DST).

En las tablas 12 y 13 se resume el rendimiento de MTB estratificado mediante métodos de tincién de auramina O y Ziehl-Neelsen
cuando el método se aplica al esputo sin tratar y procesado, respectivamente.
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Tabla 12: Sensibilidad en fresco a MTB estratificada mediante métodos de tincion de auramina O y Ziehl-Neelsen cuando el

método de tincion se aplicé al esputo sin tratar

Métodos de
tincion aplicados
al esputo sin tratar

Método de auramina O?

Método de Ziehl-Neelsen®

Prueba BD MAX MDR-TB realizada en

Prueba BD MAX MDR-TB realizada en

Esputo sin tratar

Esputo procesado

Esputo sin tratar

Esputo procesado

Tanto por ciento
(IC del 95 %)

Tanto por ciento
(IC del 95 %)

Tanto por ciento
(IC del 95 %)

Tanto por ciento
(IC del 95 %)

neg.

(73,6 %, 87,5 %)

(64,5 %, 80,3 %)

(78,5 %, 90,0 %)

Sensibiidad frofi 100 % 100 % 100 % 100 %
ens ,')'o: rotis (178/178) (176/176) (149/149) (147/147)
: (97,9 %, 100 %) (97,9 %, 100 %) (97,5 %, 100 %) (97,5 %, 100 %)
Sensibilidad frofi 81,5 % 731 % 85,1 % 78,4 %
ensibiiidad frotis (97/119) (87/119) (126/148) (116/148)

(71,1 %, 84,2 %)

aNo se obtuvieron resultados de frotis para 3 muestras con un método de referencia negativo.
"No se obtuvieron resultados de frotis para 2 muestras con un método de referencia negativo.

Tabla 13: Sensibilidad en fresco a MTB estratificada mediante métodos de tincion de auramina O y Ziehl-Neelsen cuando el

método de tincion se aplicé al esputo procesado

Método de tincion
aplicado al esputo
procesado

Método de auramina O?

Método de Ziehl-Neelsen®

Prueba BD MAX MDR-TB realizada en

Prueba BD MAX MDR-TB realizada en

Esputo sin tratar

Esputo procesado

Esputo sin tratar

Esputo procesado

Tanto por ciento
(IC del 95 %)

Tanto por ciento
(IC del 95 %)

Tanto por ciento
(IC del 95 %)

Tanto por ciento
(IC del 95 %)

neg.

(64,9 %, 83,4 %)

(50,8 %, 71,6 %)

(70,8 %, 86,3 %)

Sensibilidad frofi 99,1 % 99,5 % 99,5 % 99,5 %
ens ;)'O Sa rotis (214/216) (213/214) (193/194) (191/192)
‘ (96,7 %, 99,7 %) (97,4 %, 99,9 %) (97.1 %, 99,9 %) (97,1 %, 99,9 %)
. _ 75,3 % 61,7 % 79,6 % 69,9 %
Sensibilidad frotis (61/81) (50/81) (82/103) (72/103)

(60,5 %, 77,9 %)

2No se obtuvieron resultados de frotis para 2 muestras con un método de referencia negativo.
°No se obtuvieron resultados de frotis para 3 muestras con un método de referencia negativo.

La tabla 14 resume la sensibilidad y la especificidad por tipo de muestra y centros de analisis de recogida para MTB. Las tablas 15
y 16 resumen la sensibilidad y la especificidad por tipo de muestra para resistencia a RIF e INH.

Tabla 14: La sensibilidad y la especificidad en fresco a MTB en comparacién con el RM compuesto (cultivo mas NAAT)

Esputo sin tratar Esputo procesado
Sensibilidad Especificidad Sensibilidad Especificidad
Tanto por ciento Tanto por ciento Tanto por ciento Tanto por ciento
Centro (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
91,2 % 99,3 % 84,8 % 95,9 %
Sudafrica (31/34) (265/267) (28/33) (260/271)
(77,0 %, 97,0 %) (97,3 %, 99,8 %) (69,1 %, 93,3 %) (92,9 %, 97,7 %)
92,2 % 98,7 % 87,0 % 98,7 %
Uganda (71/77) (148/150) (67/77) (153/155)
(84,0 %, 96,4 %) (95,3 %, 99,6 %) (77,7 %, 92,8 %) (95,4 %, 99,6 %)
98,0 % 95,6 % 92,0 % 91,3 %
India (49/50) (65/68) (46/50) (63/69)
(89,5 %, 99,6 %) (87,8 %, 98,5 %) (81,2 %, 96,8 %) (82,3 %, 96,0 %)
91,2 % 99,1 % 90,4 % 98,2 %
Peru (124/136) (106/107) (122/135) (107/109)
(85,2 %, 94,9 %) (94,9 %, 99,8 %) (84,2 %, 94,3 %) (93,6 %, 99,5 %)
92,6 % 98,6 % 89,2 % 96,5 %
General (275/297) (584/592) (263/295) (583/604)
(89,0 %, 95,1 %) (97,4 %, 99,3 %) (85,1 %, 92,2 %) (94,7 %, 97,7 %)
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De los 275 mas 3 resultados positivos verdaderos de MTB con esputos sin tratar del grupo de deteccién de casos y del grupo de
resistencia, 44 tenian un método de referencia de RIF compuesto no evaluable. De las 234 muestras con resultados positivos
verdaderos de MTB con un RM de RIF evaluable, 16 y 3 muestras tenian un resultado inicial de MTB POS baja y Resistencia a
RIF no registrable, respectivamente. Tras la repeticion valida, 9 y 2 muestras dieron otra vez un resultado de MTB POS baja y
Resistencia a RIF no registrable, respectivamente.

De los 263 mas 3 resultados positivos verdaderos de MTB con esputos procesados del grupo de deteccion de casos y el grupo
de resistencia, 36 tenian un método de referencia de RIF compuesto no evaluable. De las 230 muestras con resultados positivos
verdaderos de MTB con un RM de RIF evaluable, 28 y 4 muestras tenian un resultado inicial de MTB POS baja y Resistencia a
RIF no registrable, respectivamente. Tras la repeticion valida, 13 y 1 muestras dieron otra vez un resultado de MTB POS baja y
Resistencia a RIF no registrable, respectivamente.

Tabla 15: Rendimiento global de RIF en fresco en comparaciéon con el RM compuesto de cultivo/DST mas NAAT y
secuenciacion bidireccional

Esputo sin tratar

Esputo procesado

Sensibilidad global

94,1%
(16/17)7
(73 %, 99 %)

93,8 %
(15/16)°
(71,7 %, 98,9 %)

Especificidad global

98,5 %
(202/205)
(95,8 %, 99,5 %)

97,4 %
(191/196)
(94,2 %, 98,9 %)

2De las 17 muestras resistentes a RIF, 7 fueron sensibles a RIF DST o no evaluables, pero con Xpert MTB/RIF se detecto resistencia a RIF y la
secuenciacion bidireccional confirmé la resistencia. Las muestras con resistencia detectada fueron L511P, D516Y, D516F, H526N y L533P.

De las 16 muestras resistentes a RIF, 6 fueron sensibles a RIF DST, pero con Xpert MTB/RIF se detecto resistencia a RIF y la secuenciacion
bidireccional confirmé la resistencia. Las muestras con resistencia detectada fueron L511P, D516Y, D516F y L533P.

De los 275 mas 3 resultados positivos verdaderos de MTBC con esputos sin tratar del grupo de deteccién de casos y el grupo

de resistencia, 26 tenian un método de referencia de INH no evaluable. De las 252 muestras positivas verdaderas de MTBC

con un RM de INH evaluable, 22 y 8 muestras tenian un resultado inicial de MTBC POS baja y Resistencia a INH no registrable,
respectivamente. Tras la repeticion valida, 17 y 2 muestras dieron otra vez un resultado de MTBC POS baja y Resistencia a INH no

registrable, respectivamente.

De los 263 mas 3 resultados positivos verdaderos de MTB con esputos procesados del grupo de deteccion de casos y el grupo

de resistencia, 23 tenian un método de referencia de INH no evaluable. De las 243 muestras positivas verdaderas de MTB con

un RM de INH evaluable, 35 y 12 muestras tenian un resultado inicial de MTB POS baja y Resistencia a INH no registrable,
respectivamente. Tras la repeticion valida, 19 y 10 muestras dieron otra vez un resultado de MTB POS baja y Resistencia a INH no

registrable, respectivamente.

Tabla 16: Rendimiento global de INH en fresco en comparacién con el RM (cultivo/DST)

Esputo sin tratar

Esputo procesado

(98,2 %, 100 %)

81,5% 84 %
Sensibilidad global (22/27) (21/25)
(63,3 %, 91,8 %) (65,3 %, 93,6 %)
100 % 100 %
Especificidad global (205/205) (188/188)

(98 %, 100 %)

Un total de 1033 muestras de esputo sin tratar y 1034 muestras de esputo procesadas se basaron en muestras de esputo y
resultados de BD MAX MDR-TB aptos. Se repitié un resultado inicial de BD MAX MDR-TB no registrable. La tabla 17 resume las
tasas de resultados de MTB No resuelto, Indeterminado e Incompleto por tipo de muestra.

Tabla 17: Tasa de MTB UNR, IND, INC y total de no registrables en fresco por tipo de esputo

. Total no notificable
MTB No resuelto (UNR) Indeterminado (IND) Incompleto (INC) (UNR+IND+INC)
Tipo de Inicial Re\’,’;‘if;“ Inicial Re\’,’;ti:;’am“ Inicial Re\';';ti':am“ Inicial Re";’;tif,"f“
muestra | (IC del 95%) | 1 o1 g5 o) | (IC 4195 %) | o oy g5 of) | (IC 4l 95.%) | 0 oy g op) | (IC 41 95.%) | (16 oy 95 )
3.8% 1,0 % 2,8% 0,6 % 0,6 % 0,6 % 72 % 2,2 %
Esfr:tt‘;rs'“ (39/1033) (10/1020) (29/1033) (6/1020) (6/1033) (6/1020) (74/1033) (22/1020)
(2,8 %, 5,1 %)[(0,5 %, 1,8 %) (2,0 %, 4,0 %)| (0,3 %, 1,3 %) | (0,3 %, 1,3 %) | (0,3 %, 1,3 %)| (5,7 %, 8,9 %)| (1,4 %, 3,2 %)
2,7 % 0,3 % 1,3% 0,1% 0,7 % 0,4 % 4,6 % 0,8 %
pszg:;‘zo (28/1034) (3/1022) (13/1034) (1/1022) (7/1034) (4/1022) (48/1034) (8/1022)
(1,9 %, 3,9 %) [ (0,1 %, 0,9 %) (0,7 %, 2,1 %)| (0,0 %, 0,6 %) |(0,3 %, 1,4 %)|(0,2 %, 1,0 %) (3,5 %, 6,1 %)| (0,4 %, 1,5 %)
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Inclusividad analitica

En este estudio se incluyeron diversas cepas de las dianas de la prueba BD MAX TB-MDR. Como criterios de seleccion de

las cepas se tuvieron en cuenta aislados de resistencia y susceptibles a rifampicina e isoniazida de diferentes ubicaciones
geograficas. En este estudio se incluyeron una combinacién de organismos cuantificados, lisados térmicos de células (adquiridos
mediante recogida publica de Belgian Coordinated Collections of Microorganisms/Instituto de Medicina Tropical (BCCM/ITM))

y ADN gendémico. Se analizaron 44 cepas bien caracterizadas de M. tuberculosis para la deteccién de RIF/INH con la prueba

BD MAX MDR-TB (tablas 18 y 19). Las cepas analizadas para la inclusividad de especies del complejo de M. tuberculosis fueron:
M. africanum, M. bovis, M. caprae, M. cannetti, M. microti, M. pinnipedii (tabla 20).

Tabla 18: Analisis de resistencia con la prueba BD MAX MDR-TB con lisados térmicos de células

Resistencia a la

rifampicina? Resistencia a la isoniacida®

inhApr

o Resultado de BD MAX MDR-TB
nucleétido

ID de cepa Origen R/S | Codon RRDR | R/S Codon katG

Resistencia a RIF e INH detectada

041679 Nepal R gg;g;f?r'g R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada
971524 | Bangladés | R NN s wWT wWT Resistencia a RIF detectada
Asp516Tyr
980166 | Bangladés | R Ser509Arg S WT WT Resistencia a RIF detectada
His526Arg

Resistencia a INH detectada
970472 Bangladés S WT R Ser315lle WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada

Resistencia a RIF e INH detectada
041204 | Coreadel Sur| R Asp516Val R WT C-15T Mut. katG NO detectada
Mut. inhApr detectada

Resistencia a RIF e INH detectada
041207 Coreadel Sur| R Ser531Leu R WT G-9A Mut. katG NO detectada
Mut. inhApr detectada

Resistencia a RIF e INH detectada

041226 Coreadel Sur| R Leu511 Pro R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
inhApr NO detectada
Resistencia a INH detectada
041203 Coreadel Sur| S WT R Ser315Thr WT Mut. katG detectada

inhApr NO detectada

Resistencia a RIF e INH detectada
042763 Filipinas R Ser531Leu R WT C-15T Mut. katG NO detectada
Mut. inhApr detectada

Resistencia a RIF e INH detectada
000440 Kazajistan R Ser531Trp R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
inhApr NO detectada

Resistencia a INH detectada
020115 Georgia S WT R WT C-15T Mut. katG NO detectada
Mut. inhApr detectada

Resistencia a INH detectada
042928 Espafa S WT R Ser315Asn WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada

Resistencia a INH detectada
041668 Alemania S WT R Ser315Thr C-15T Mut. katG detectada
Mut. inhApr detectada

Resistencia a RIF e INH detectada
992092 Francia R Ser531Leu R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada

Resistencia a RIF e INH detectada
041655 Bolivia R Ser531Leu R Ser315Asn WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada

Resistencia a INH detectada
041290 Brasil S WT R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada
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Resistencia a la N n . A0
rifampicina? Resistencia a la isoniacida
. . ; inhApr
ID de cepa Origen R/S | Codon RRDR | R/S Codon katG et Resultado de BD MAX MDR-TB
nucleétido
Resistencia a RIF E INH detectada®
041281 Brasil R Asp516Val S Ser315Ser Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada
Resistencia a RIF e INH detectada
041289 Brasil R His526Arg R Ser315Thr C-15T Mut. katG detectada
Mut. inhApr detectada
Resistencia a RIF e INH detectada
042611 Peru R His526Arg R Ser315Asn Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada
Resistencia a RIF e INH detectada
040850 Sudafrica R Leu533Pro R Ser315Thr T-8G Mut. katG detectada
Mut. inhApr detectada
Resistencia a RIF e INH detectada
041086 Ruanda R Ser531Leu R Ser315Thr C-15T Mut. katG detectada
Mut. inhApr detectada
Resistencia a RIF e INH detectada
991451 Congo R Asp516Tyr R Ser315Thr Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada
Resistencia a INH detectada
021555 Burundi S WT R Ser315Thr Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada

2R = resistente a rifampicina, S = sensible a rifampicina, WT = tipo silvestre, sin cambio de nucleétido o codén
"R = resistente a isoniacida, S = sensible a isoniacida, WT = tipo silvestre, sin cambio de nucleoétido o codén
¢ Fenotipicamente susceptible a INH pero resistente a INH por secuencia de ADN y BD MAX MDR-TB

Tabla 19: Analisis de resistencia con prueba BD MAXTM MDR-TB con BD Mycobacterium aislados de almacén

Res_isten_ci_a o= Resistencia a la isoniacida
rifampicina
. . inhApr
ID de cepa | R/S Codén RRDR R/S Codon katG et Resultado de BD MAX MDR-TB
nucleétido
Resistencia a RIF e INH detectada
TBO006 R GIn513Lys R WT C-15T Mut. katG NO detectada
Mut. inhApr detectada
Resistencia a RIF e INH detectada
TB007 R GIn513Lys R WT C-15T Mut. katG NO detectada
Mut. inhApr detectada
TB009 R GIn513Lys S WT WT Resistencia a RIF detectada
Resistencia a RIF® e INH detectada
TB010 R Ser531Leu R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada
Resistencia a RIF e INH detectada
TBO122 R His526Tyr R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada
TB022 R His526Tyr S WT WT Resistencia a RIF detectada
Resistencia a RIF e INH detectada
TB023 R Asp516Tyr R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada
Resistencia a RIF e INH detectada
TB028 R His526Tyr R Ser315Thr C-15T Mut. katG detectada
Mut. inhApr detectada
Resistencia a RIF e INH detectada
TB037 R Asp516Val R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada
TB041 R His526Asp S WT WT Resistencia a RIF detectada
delecion de codén . .
TB047 R 519 (AAC) S WT WT Resistencia a RIF detectada
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Resistenci | . . . ..
CBEIE 0 Resistencia a la isoniacida

rifampicina
. . inhApr
ID de cepa | R/S Codén RRDR R/S Codon katG et Resultado de BD MAX MDR-TB
nucleétido
TB049 R Asp516Val s WT WT Resistencia a RIF detectada, resistencia a

INH no registrable®

Resistencia a RIF e INH detectada
TB053 R Ser531Leu R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada

Resistencia a RIF e INH detectada
TB058 R Asp516Val R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada

Resistencia a RIF e INH detectada

TB059 R His526Asp R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada
TB062 R His526Arg S WT WT Resistencia a RIF detectada
Resistencia a RIF e INH detectada
TB063 R GIn513Glu R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada
Leu511Pro . .
TB094 R Ser512Thr S WT WT Resistencia a RIF detectada

Resistencia a RIF detectada
TB112 R His526Leu R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada

Resistencia a INH detectada
TB121 S WT R Ser315Asn C-15T Mut. katG detectada
Mut. inhApr detectada

Resistencia a INH detectada
TB123 S WT R Ser315Thr WT Mut. katG detectada
Mut. inhApr NO detectada

aADN gendmico
b Fenotipicamente susceptible a INH pero INH no registrable por secuencia de ADN y BD MAX MDR-TB

¢El 20 % de las réplicas de analisis dieron un resultado de RIF no registrable para el aislado TB010 en la concentracion analizada. La mutacién
Ser531Leu se detectd correctamente en el aislado TB053; por tanto, el TB010 no se analizé en mayores concentraciones.

Tabla 20: Inclusividad de M. tuberculosis

Microorganismo del complejo MTB ID de cepa
Mpycobacterium africanum ATCC® 25420
Mycobacterium bovis ATCC TMC 407
Mycobacterium canettiia BCCM/ITM C02321
Mycobacterium caprae® ATCC BAA-824D-2
Mycobacterium microti ATCC 35782
Mycobacterium pinnipedii® BCCM/ITM 2015-00021

aLisado térmico de células
> ADN gendémico

Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica (limite de deteccién o LdD) de la prueba BD MAX MDR-TB se determind del modo siguiente: Se
prepararon y cuantificaron aislados de M. tuberculosis y del microorganismo M. bovis BCG (bacilo de Calmette-Guérin) antes de
su inclusion en este estudio. Los microorganismos se transfirieron a un tubo de muestra que ya contenia esputo tratado con STR
0 una pastilla de esputo con un resultado negativo predeterminado para todas las dianas detectadas por la prueba BD MAX MDR-
TB. Se analiz6 un LdD putativo para cada microorganismo con un minimo de 36 réplicas por tipo de muestra (esputo o pastilla
de esputo), utilizando 3 lotes de produccion distintos de la prueba BD MAX MDR-TB. EI LdD de un microorganismo especifico
se confirmd analizando al menos 20 réplicas adicionales con la concentraciéon LdD determinada. La sensibilidad analitica (LdD)
se definié como la menor concentracion a la que se espera que el 95 % o mas de todas las réplicas arrojen un resultado positivo
(consulte la tabla 21).
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Tabla 21: Limite de deteccién de la prueba BD MAX MDR-TB

Microorganismo (cepa) LdD reclamado Esputo (UFC/ml) Pastilla de esputo (UFC/ml)
) MTBC 0,5
M. bovis (BCG) - -
Resistencia 3,75 20
) MTBC 0,25
M. tuberculosis (H37Rv) - -
Resistencia 6,0

Especificidad analitica (reacciones cruzadas y exclusividad)

La prueba BD MAX MDR-TB se realizé en muestras con especies relacionadas filogenéticamente y otros microorganismos
(bacterias, virus y levaduras) que pueden aparecer en las muestras de esputo. Las células bacterianas y levaduras se analizaron
en tubos de tampdn de muestras a 21 x 10° células/ml o UFC/ml y Chlamydia a >1 x 10 CE/ml, en esputos humanos tratados con
STR. Las especies de virus, bacterias y levaduras no adquiridos facilmente se sometieron a analisis in silico con cada diana de la
prueba MDR-TB. En total, se analizaron 114 microorganismos que se enumeran en la tabla 22. Los microorganismos sometidos a
analisis in silico se enumeran en la tabla 23. Todas las cepas bacterianas y levaduras analizadas produjeron resultados negativos

con la prueba BD MAX MDR-TB.

Tabla 22: Resultados de especificidad de la prueba BD MAX MDR-TB (bacterias, levaduras y virus)

Microorganismo

Acinetobacter baumannii

Legionella micdadei

Propionibacterium acnes

Acinetobacter calcoaceticus

Leuconostoc mesenteroides

Providencia stuartii

Actinomyces israelii

Listeria monocytogenes

Rhodococcus equi

Actinomyces odontolyticus

Morganella morganii

Salmonella enterica

Bacillus cereus

Mycobacterium asiaticum

Serratia marcescens

Bacillus subtilis

Mycobacterium avium

Shigella flexneri

Bacteroides fragilis

Mycobacterium celatum

Shigella sonnei

Bordetella parapertussi

Mycobacterium chelonae

Staphylococcus aureus

Burkholderia cepacia

Mycobacterium fortuitum

Staphylococcus capitis

Campylobacter jejuni

Mycobacterium gastri

Staphylococcus epidermidis

Candida albicans

Mycobacterium gordonae

Staphylococcus haemolyticus

Candida glabrata

Mycobacterium intracellulare

Staphylococcus hominis

Candida krusei

Mycobacterium kansasii

Staphylococcus lugdunensis

Candida parapsilosis

Mycobacterium phlei

Stenotrophomonas maltophilia

Candida tropicalis

Mycobacterium genavense

Streptococcus agalactiae

Chlamydia trachomatis Serovar H

Mycobacterium malmoense

Streptococcus criceti

Citrobacter freundii

Mycobacterium marinum

Streptococcus constellatus

Clostridium perfringens

Mycobacterium mucogenicum

Streptococcus equi

Corynebacterium diptheriae

Mycobacterium scrofulaceum

Streptococcus equinus

Corynebacterium jeikeium

Mycobacterium simiae

Streptococcus gallolyticus

Corynebacterium pseudodiphtheriticum

Mycobacterium smegmatis

Streptococcus gordonii

Corynebacterium xerosis

Mycobacterium szulgai

Streptococcus mitis

Cryptococcus neoformans

Mycobacterium terrae

Streptococcus mutans

Eikenella corrodens

Mycobacterium thermoresistibile

Streptococcus oralis

Enterobacter aerogenes

Mycobacterium triviale

Streptococcus parasanguinis

Enterobacter cloacae

Mycobacterium xenopi

Streptococcus pneumoniae

Enterococcus avium

Mycobacterium ulcerans

Streptococcus pyogenes

Enterococcus faecalis

Neisseria gonorrheae

Streptococcus salivarius

Enterococcus faecium

Neisseria mucosa

Streptococcus sanguinis

Escherichia coli

Neisseria meningitidis

Streptococcus uberis

Escherichia coli productora de
CTX-M-15 ESBL

Neisseria lactamica

Streptococcus vestibularis

Fuseobacterium nucleatum

Neisseria sicca

Veillonella parvula

Haemophilus influenzae

Pasteurella multocida

Weissella paramesenteroides

Haemophilus parainfluenzae

Pediococcus pentosaceus

Yersinia enterocolitica
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Microorganismo

Haemophilus parahaemolyticus

Peptostreptococcus anaerobius

Kingella kingae

Proteus mirabilis

Klebsiella pneumoniae

Proteus vulgaris

Klebsiella oxytoca

Pseudomonas aeruginosa

Lactobacillus acidophilus

Porphyromonas asaccharolytica

Legionella pneumophilia

Prevotella melaninogenica

Tabla 23: Analisis in silico de BD MAX MDR-TB

Microorganismo

Adenovirus

Moraxella catarrhalis

Virus de inmunodeficiencia humana

Mycoplasma pneumoniae

Virus de la influenza humano (Tipo A)

Mycobacterium abscessus

Virus de la influenza humano (Tipo B)

Mycobacterium flavescens

Metapneumovirus humano

Mycobacterium kumamotonense

Virus de la parainfluenza humano Tipo 1

Mycobacterium leprae

Virus de la parainfluenza humano Tipo 2

Mycobacterium obuense?®

Virus de la parainfluenza humano Tipo 3

M. shimoidei?®

Virus de la parainfluenza humano Tipo 4

Nocardia farcinica

Virus de las paperas

Nocardia brasiliensis

Virus respiratorio sincitial

Nocardia oftitidiscaviarum

Rinovirus

Penicillium spp.

Virus de la rubéola

Rhizopus spp.

Virus del sarampién

Scedosporium spp.

Virus de la varicela-zéster

Stenotrophomonas maltophilia

Aspergillus fumigatus

Streptomyces anulatus

Blastomyces dermatitidis

Tsukamurella spp.

Histoplasma capsulatum

2 Los cebadores necesarios para la amplificacion del ADN diana en M. obuense y M. shimoidei también tienen varias discrepancias de emparejamiento
de base, reduciendo asi la eficiencia de la amplificacion de estas dianas.

Sustancias causantes de interferencias

Se evaluaron treinta y cuatro (34) sustancias bioldgicas y quimicas que ocasionalmente pueden estar presentes en esputo humano
para determinar su posible interferencia con la prueba BD MAX MDR-TB. Se analizaron sustancias a los niveles descritos en la
tabla 24 mas abajo, tanto en presencia como en ausencia de M. bovis BCG a 2x el LdD de MTBC. De las 34 sustancias analizadas,
solo una sustancia, mucina al 5 %, demostro inhibicion en la prueba. Cuando la mucina se diluyé al 1,5 %, ya no se apreciaba
inhibicién. No se observaron otras interferencias notificables con las otras sustancias analizadas (consulte la tabla 24).

Tabla 24: Sustancias endoégenas y exégenas analizadas con BD MAX MDR-TB

Sustancia Resultado Sustancia Resultado
Lidocaina (12 ug/ml) NI Fenilefrina (50 % v/v) NI
Mupirocina (5 % p/v) NI Oximetazolina (20 % v/v) NI
Estreptomicina (25 pg/ml) NI Spray nasal de cloruro sédico (100 %) NI
Zanamivir (10 mg/ml) NI NaCl (5 % p/v) NI
Sangre humana (40 % v/v) NI Benzocaina (5 % p/v) NI
Acido gastrico (100 %) NI Guaifenesina (5 mg/ml) NI
ADN humano (1,0E+6 células/ml) NI Cloruro de cetilpiridinio (0,5 %) NI
Leucocitos humanos (100 % capa leucocitica) NI Nicotina (4 pg/ml) NI
Mucina (5 %) 12 Tobramicina (24 pg/ml) NI
Listerina (20 % v/v) NI Amoxicilina (75,2 pg/ml) NI
Epinefrina (1 mg/ml) NI Levofloxacino (5 mg/ml) NI
Aceite del arbol del té (1 % v/v) NI Pentamidina (300 ng/ml) NI
Hidrastis (100 %) NI Isoniazida (50 pg/ml) NI
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Sustancia Resultado Sustancia Resultado
Sulfato de albuterol (100 pg/ml) NI Rifampicina (120 pg/ml) NI
Budesonida (12,8 pg/ml) NI Pirazinamida (500 pg/ml) NI
Fluticasona (5 pg/ml) NI Etambutol (60 ug/ml) NI
Zicam (1 torunda/1,67 ml de muestra de esputo) NI Estreptomicina (25 pg/ml) NI

NI: No se produjo interferencia destacable con la prueba BD MAX MDR-TB.

I: Se produjo interferencia destacable con la prueba BD MAX MDR-TB.
aConcentracién maxima a la que no se observé interferencia de 1,5 % p/v.
Infeccion mixtal/interferencia competitiva
El estudio de infeccion mixta/interferencia competitiva se disefié para evaluar la capacidad de la prueba BD MAX MDR-TB para
detectar resultados positivos bajos en presencia de microorganismos de tuberculosis no micobacteriana (NTM) que pueden estar
presentes en esputo humano. Se analizaron cuatro (4) organismos a alta concentracion (1 x 10° células/ml de esputo) mezclados
con M. bovis BCG at 2x el LdD de MTBC. Los microorganismos analizados fueron M. avium, M. intracellular, M. kansasii y
M. malmoense. MTBC fue detectado correctamente por la prueba BD MAX MDR-TB cuando se combind con las preparaciones
simuladas de infeccién mixta a concentracion de diana alta.
Precisién
La precision en el propio laboratorio se evalué para la prueba BD MAX MDR-TB en un (1) centro. La prueba se realiz6 a lo largo
de 12 dias, con 2 series por dia (realizadas cada una por 2 operadores) para un total de 24 series. Cada panel contenia un tipo
silvestre de cepa de M. tuberculosis (sensible a RIF e INH) y se prepard en una matriz de esputo sin tratar. Se utilizaron las
concentraciones siguientes como niveles de inoculacion del microorganismo diana en cada miembro del panel:
* Resistencia positivo moderado (PM): 22 y <3x LdD
*  MTB positivo moderado (PM): 22 y <3x LdD
» Resistencia positivo bajo (PB): 21 y <2x LdD
*  MTB positivo bajo (PB): 21 y <2x LdD
*  Negativo verdadero (NV): muestra negativa (sin diana)
Los resultados del estudio de precision para muestras NV, de resistencia PM, MTB PM y de resistencia PM mostraron una
concordancia del 100 % (tabla 25). Los resultados del estudio de precision para muestras de resistencia PB mostraron un 98,6 %
de concordancia. Todos los resultados iniciales no registrables, excepto uno, se repitieron de acuerdo con las instrucciones del

prospecto del paquete. Las muestras que inicialmente dieron un resultado <MTB POS baja> dieron el resultado esperado tras la
repeticion.

Tabla 25: Resultados del estudio de precision utilizando un lote de la prueba BD MAX MDR-TB

) Concordancia con los resultados previstos
Categoria
M. tuberculosis (IC del 95 %) Resistencia (IC del 95 %)

100 % 100 %

PM 72/72 72[72
(94,9-100,0) (94,9-100,0)

100 % 98,6 %

PB 72/72 70/71
(94,9-100,0) (92,4-99,8)

100 % 100 %

NV 72/72 72/72
(94,9-100,0) (94,9-100,0)

aPara la categoria de negativo verdadero (NV), la concordancia obtenida indica el porcentaje de resultados negativos.

Reproducibilidad

El estudio de reproducibilidad entre instrumentos se realiz6 utilizando los mismas paneles descritos arriba para el estudio de
precision.

Se analizaron por triplicado muestras de cada categoria, en cinco (5) dias diferentes, por dos (2) técnicos distintos, en tres (3)
instrumentos diferentes utilizando un (1) lote de reactivos.

Para el estudio de reproducibilidad entre instrumentos, la concordancia porcentual global fue del 100 % para MTB PM, MTB
PB, resistencia PM y NV. La concordancia porcentual global fue del 97,8 % para resistencia PB (tabla 26). La reproducibilidad
cuantitativa entre centros y por categoria de muestra se presenta a continuacioén en la tabla 27.
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Tabla 26: Resultados del estudio de reproducibilidad entre instrumentos utilizando un lote de la prueba BD MAX MDR-TB

General

Categoria Instrumento 1 Instrumento 2 Instrumento 3
Concordancia IC del 95%
NV 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (90/90) (95,9-100,0)
MTB PB 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (90/90) (95,9-100,0)
Resistencia PB 100 % (30/30) 96,6 % (28/29) 96,7 % (29/30) 97,8 % (87/89) (92,2-99,4)
MTB PM 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (90/90) (95,9-100,0)
Resistencia PM 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (30/30) 100 % (90/90) (95,9-100,0)

Tabla 27: Resultados numéricos subyacentes generales de puntuacion CT del estudio de reproducibilidad entre

instrumentos
Variable | Categoria dgﬂzﬁ‘;’,}. Media Intraserie En:rrl?ssn?gilsiadel Entre dias instElrr‘rtlI:ntos General
DE | %CV | DE | %CV | DE | %CV | DE | %CV | DE |%CV
Puntuacion | PM 59/90 | 386 | 081 | 21 000 | 00 | 021 [ 06 | 000 | 00 | 084 | 22
MTB1deCt| pg 52/90 | 385 | 08 | 23 | 038 | 10 | 000 | 00 [ 018 | 05 | 098 | 25
Puntuacion | PM 90/90 | 358 | 070 | 19 | 000 | 00 [ 000 | 00 | 012 | 03 [ 071 | 20
MTB2de Ct.|  pB 90/90 361 | 074 | 21 000 | 00 006 | 02 | 029 | 08 | 080 | 22

NOTA: los valores mostrados son los obtenidos para la diana en las muestras que dieron un resultado MTB detectada.

Para el estudio de reproducibilidad entre lotes, se analizaron tres réplicas de muestras de cada categoria con tres lotes de reactivos
en un solo instrumento, con 2 series al dia durante cinco dias. Los paneles utilizados fueron los mismos que se describen en la

seccion

“Precision” anterior. Los resultados de 5 dias del estudio entre instrumentos se utilizaron para componer los datos de un lote de
reactivos para el estudio entre lotes. Para la reproducibilidad entre lotes, la concordancia porcentual general fue del 98,9 % para las
categorias MTB PM, MTB PB y resistencia PM, 96,6 % para resistencia PB y 100 % para NV, respectivamente (tabla 28).

Tabla 28: Resultados del estudio de reproducibilidad entre lotes utilizando tres lotes de la prueba BD MAX MDR-TB

General
Categoria Lote 1 Lote 2 Lote 3
Concordancia IC del 95 %
NV (13%(/’32/)“) (13%(/’32/)“) (13%(/’32/)“) 100 % (90/90) (95,9 %, 100 %)
0, 0, 0,
MTB PB (13%93{;’) (13%93{;’) ?fé/gcﬁ 98,9 % (89/90) (94,0 %, 99,8 %)
Resistencia PB ?265?2(’9/") ?fé/?;o/; ?fé/?;o/; 96,6 % (86/89) (90,6 %, 98,8 %)
0, 0, 0,
MTE PM (13%(/)33) (13%(/)33) ?2%/73$ 98,9 % (89/90) (94,0 %, 99,8 %)
Resistencia PM (13%(/’3"{;) ?fé%‘; (13%(/’3"{;) 98,9 % (89/90) (94,0 %, 99,8 %)

Contaminacién por arrastre y contaminacion cruzada

Se realiz6 un estudio para investigar la contaminacién por arrastre intraserial y entre series al mismo tiempo que se procesaron
muestras con cargas bacterianas altas de MTBC en la prueba BD MAX MDR-TB. El panel positivo consistio en organismos MTBC
afadidos a esputo tratado con STR a una concentracién de 1 x 108 UFC/ml. Los miembros negativos del panel no contenian ningin
organismo MTBC. Se analizaron doce (12) réplicas del miembro positivo alto del panel y 12 del miembro negativo en cada serie,
alternando las muestras positivas y negativas. Se analizaron un total de 9 series, cada una de ellas con 24 muestras, con varios
instrumentos. De las 108 muestras negativas analizadas en el estudio, una muestra produjo un resultado positivo.
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Historial de modificaciones

Revision ‘ Fecha ‘ Resumen de modificaciones

(08) 2019-06 Se ha actualizado la columna R/S del ID de cepa TB112 en la tabla 19.
Se ha actualizado el limite de deteccién en esputo (UFC/ml) del

complejo MTBC del microorganismo M. tuberculosis (H37Rv) en la
tabla 21.

(09) 2020-05 Las instrucciones de uso impresas se han convertido a formato
electrénico y se ha afiadido la informacion de acceso para obtener el
documento desde bd.com/e-labeling.

Se ha clarificado el uso previsto.

Se ha afiadido informacion adicional a la seccién Reactivos y materiales.
Se han actualizado las figuras 1, 2 y 3.

Se ha afadido una limitacion sobre pacientes pediatricos.

Se ha actualizado y clarificado la seccién Caracteristicas de
rendimiento.

Se han actualizado las direcciones de los patrocinadores de Australia y
Nueva Zelanda.

(10) 2020-11 Se ha actualizado la informacién de GHS en la seccion «Advertencias
y precauciones».

Se han revisado las tablas de rendimiento de acuerdo con una mejora
de la deteccién de la resistencia a RIF aplicada en el software. Este
cambio ha provocado la actualizacion de los nimeros de deteccion de
RIF en las tablas 2, 3, 5, 8, 9, 15, 16, 19, 25, 26 y 28 (y en relacién con
estas).
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I Negative control / OtpuuareneH koHTpon / Negativni kontrola / Negativ kontrol / Negative Kontrolle / ApvnTikdg paptupag / Control negativo / Negatiivne kontroll / Contréle négatif
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Method of sterilization: ethylene oxide / MeTop Ha cTepunusaums: eTuneHoB okeua / Zpusob sterilizace: etylenoxid / Steriliseringsmetode: ethylenoxid / Sterilisationsmethode:
Ethylenoxid / MéBodog atooTeipwong: aiBuhevoteidio / Método de esterilizacion: dxido de etileno / Steriliseerimismeetod: etlileenoksiid / Méthode de stérilisation : oxyde
d’éthylene / Metoda sterilizacije: etilen oksid / Sterilizalas modszere: etilén-oxid / Metodo di sterilizzazione: ossido di etilene / Ctepunusauus sgici — aTUneH ToTbifbl / 25 Wi
o &l gl % A}o] = / Sterilizavimo budas: etileno oksidas / Sterilizé§anas metode: etilenoksids / Gesteriliseerd met behulp van ethyleenoxide / Steriliseringsmetode: etylenoksid

/ Metoda sterylizacji: tlenek etylu / Método de esterilizag&o: éxido de etileno / Metoda de sterilizare: oxid de etilend / MeTtog ctepunusauum: atuneHokeus / Metdda sterilizacie:
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Method of sterilization: irradiation / Metoa Ha ctepunuaauus: npaguauus / Zplsob sterilizace: zateni / Steriliseringsmetode: bestraling / Sterilisationsmethode: Bestrahlung /
MéBodog amooTeipwong: akTivoBoAia / Método de esterilizacion: irradiacion / Steriliseerimismeetod: kiirgus / Méthode de stérilisation : irradiation / Metoda sterilizacije: zracenje /
Sterilizalas modszere: besugarzas / Metodo di sterilizzazione: irradiazione / Ctepunusauus agici — cayne Tycipy / 225 84 WA} / Sterilizavimo bidas: radiacija / Sterilizésanas
metode: apstaro$ana / Gesteriliseerd met behulp van bestraling / Steriliseringsmetode: bestraling / Metoda sterylizacji: napromienianie / Método de esterilizagao: irradiagéo /
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Biological Risks / Buuonoruunu puckose / Biologicka rizika / Biologisk fare / Biogefahrdung / BioAoyikoi kivduvol / Riesgos biolégicos / Bioloogilised riskid / Risques biologiques /
Biolo3ki rizik / Bioldgiailag veszélyes / Rischio biologico / Buonorusineik Tayekenaep / A+ 34 9131 / Biologinis pavojus / Biologiskie riski / Biologisch risico / Biologisk risiko /
Zagrozenia biologiczne / Perigo biolégico / Riscuri biologice / Buonoruyeckas onacHocTb / Biologické riziko / Bioloski rizici / Biologisk risk / Biyolojik Riskler / Bionoriyna HeGe3neka
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Caution, consult accompanying documents / BHumaHue, HanpaseTe cnpaBka B npuapykasalyuTe aokymeHTun / Pozor! Prostuduijte si pfilozenou dokumentaci! / Forsigtig,

se ledsagende dokumenter / Achtung, Begleitdokumente beachten / Mpoooxr, cupBouleuteite Ta cuvodeuTIKA £yypaga / Precaucion, consultar la documentacion adjunta /
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Upper limit of temperature / Fopen numnT Ha Temnepatypata / Horni hranice teploty / @vre temperaturgreense / Temperaturobergrenze / Avwtepo dplo Beppokpaaiag / Limite
superior de temperatura / Ulemine temperatuuripiir / Limite supérieure de température / Gornja dozvoljena temperatura / Felsé hémérsékleti hatar / Limite superiore di
temperatura / TemneparypaHbiH pykcaT eTinreH xoraprbl weri / 4 ¢+ 2= / Auk$ciausia laikymo temperatira / Aug$éja temperatiiras robeza / Hoogste temperatuurlimiet / @vre
temperaturgrense / Gérna granica temperatury / Limite maximo de temperatura / Limita maxima de temperatura / Bepxxwit npenen Temnepatypsl / Horna hranica teploty / Gornja
granica temperature / Ovre temperaturgréns / Sicaklik Ust siniri / MakcumansHa Temnepatypa / i % 1R
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‘ Keep dry / MNaseTe cyxo / Skladujte v suchém prostfedi / Opbevares tort / Trocklagern / ®uA&gre 1o oTeyvé / Mantener seco / Hoida kuivas / Conserver au sec / Drzati na suhom
= | Széraz helyen tartandé / Tenere all'asciutto / Kyprak kyiiHae ycta / 713 8l 14| / Laikykite sausai / Uzglabat sausu / Droog houden / Holdes tert / Przechowywac w stanie
suchym / Manter seco / A se feri de umezeala / He gonyckats nonaganus snaru / Uchovavaijte v suchu / Drzite na suvom mestu / Forvaras torrt / Kuru bir sekilde muhafaza edin /
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Peel / O6enere / Oteviete zde / Abn / Abziehen / ATtokoAAfoTe / Desprender / Koorida / Décoller / Otvoriti skini / Huzza le / Staccare / ¥cTiHri kabaTbiH ansin Tacta / H17] 7] / Plésti
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Do not use if package damaged / He usnonsBaiite, ako onakoBkata e nospeaeHa / NepouZivejte, je-li obal poskozeny / Ma ikke anvendes hvis emballagen er beskadiget / Inhal
beschadigter Packungnicht verwenden / Mn xpnoipotroieite edv n ouokeuaoia €xel utrooTei {nuid. / No usar si el paquete esta dafado / Mitte kasutada, kui pakend on kahjustatud
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Keep away from light / MaseTe ot cBetnunHa / Nevystavujte svétlu / Ma ikke udsaettes for lys / Vor Licht schiitzen / KpatioTe 1o pakpia améd 1o ewg / Mantener alejado de la luz /
Hoida eemal valgusest / Conserver a I'abri de la lumiére / Drzati dalje od svjetla / Fény nem érheti / Tenere al riparo dalla luce / KapaHfbinanFaH xepae ycra / 2-& 3 &l of 3/
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Hydrogen gas generated / O6pasysaH e Bogopoa ras / Moznost tniku plynného vodiku / Frembringer hydrogengas / Wasserstoffgas erzeugt / Anpioupyia agpiou udpoydvou /
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Patient ID number / ] Homep Ha naumenTa / ID pacienta / Patientens ID-nummer / Patienten-ID / ApiBuég avayvwpiong acBevous / Nimero de ID del paciente / Patsiendi ID

/ No d'identification du patient / Identifikacijski broj pacijenta / Beteg azonositd szama / Numero ID paziente / MauneHTTiH naeHTudmkaumusansik Hemipi / ¥4 ID ¥ 3 / Paciento
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Fragile, Handle with Care / Yynnueo, PaGoTeTe ¢ HeobxoaumoTo BHUMaHue. / Kiehké. Pii manipulaci postupujte opatrné. / Forsigtig, kan ga i stykker. / Zerbrechlich, vorsichtig
handhaben. / EU8pauaTo. XeipioTeiTe To pe TTpocoxn. / Fragil. Manipular con cuidado. / Orn, kasitsege ettevaatlikult. / Fragile. Manipuler avec précaution. / Lomljivo, rukujte
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Servicio técnico: pongase en contacto con el representante local de BD o visite bd.com.
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