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Xpert® BCR-ABL Ultra

N

Para uso diagndstico in vitro %
|B(only ;

Nombre patentado O

Xpert® BCR-ABL Ultra 6
Denominacién comun o habitual \\@

Xpert BCR-ABL Ultra

Indicaciones 3 i:

La prueba Xpert BCR-ABL Ultra es una prueba de diagnostico in vitro para la cuantifi e los transcritos de ARNm
BCR-ABL1 y ABL1 en muestras de sangre periférica de pacientes con diagnoéstico de feucemia mieloide cronica (LMC)
positiva para t(9;22) que expresen transcritos de fusion BCR-ABLI tipo e13a. La prueba utiliza la reaccién en cadena
de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real, cuantitativa y auto@‘ RT-qPCR). La prueba Xpert BCR-ABL
Ultra esta concebida para medir las relaciones porcentuales entre BCR-ABL1 1 en la escala internacional (ZS), y también
se expresa como el logaritmo de la reducciéon molecular (valor MR) res%a una linea base del 100 % (IS), en pacientes con

LMC positiva para t(9;22) durante el seguimiento del tratamiento in ores de la tirosina cinasa (ITC).
La prueba no distingue entre los transcritos de fusion e13a2/b2a2 /b332 ni realiza un seguimiento de otros transcritos de
fusion raros derivados de t(9;22). Esta prueba no esta indica diagnostico de LMC.

La prueba Xpert BCR-ABL Ultra esta concebida para utilizagse unicamente en el sistema GeneXpert® Dx y el sistema

GeneXpert Infinity de Cepheid.
oplasias hematologicas malignas mas frecuentes, y representa entre el

. ®a incidencia de LMC es de aproximadamente 1,8/100 000, lo que significa
que 1 de cada 55 555 varones y mujert a)diagnosticado con esta enfermedad en el transcurso de su vida.2 Mas del 95 %
de los pacientes con LMC tienen el dist 0 cromosoma de Filadelfia (Phl), que es el resultado de una traslocacion reciproca
entre los brazos largos de los crm@ms 9y 22.2 La traslocacion conlleva la transferencia del gen de Abelson o ABL1 (en

a

Resumen y explicaciéon

La leucemia mieldgena cronica (LMC) es ung
15 % y el 20 % de todos los casos de leyeen

lo sucesivo, ABL) del cromos region de agrupacion de los puntos de ruptura (BCR, breakpoint cluster region) del
cromosoma 22, lo cual d; 3@ultado el gen de fusion BCR-ABL1 (BCR-ABL en lo sucesivo). El gen de fusion produce
BCR-ABL, una tirosina & on actividad desregulada que tiene una funcion clave en el desarrollo de la LMC.3 Xpert BCR-
ABL Ultra detecta los 1tos de ARNm de la translocacion cromosomica de la forma p210 derivada de dos puntos de
ruptura principales; fr cacion el3a2/b2a2 y el4a2/b3a2.

La ut111dad ch el*’seguimiento de los niveles de ARNm de BCR-ABL mediante RT-PCR se establecio en el estudio IRIS
(Internatjo omized Study of Interferon and STI571), en el que los pacientes recibieron tratamiento con interferon y/o
un inhib a tirosina cinasa (ITC). Los resultados de BCR- ABL se normalizaron a partir de un valor inicial comun

no@ para los tres laboratorios que participaron en el ensayo. 4 Posteriormente, se propuso que los ensayos de
c

nto de BCR-ABL se adaptaran a una escala 1nterna010nal (1S) y se anclaran a dos valores definidos en el estudio IRIS,
uaPbpermitiria expresar los resultados en una escala comin.’ El primero de estos valores es el valor inicial normalizado,
e representa el 100 % (IS). El segundo es la respuesta molecular principal (MMR), que se define como una reduccion de

O unidades logaritmicas (3-log) en el valor inicial normalizado que representa el 0,10 % (ZS)/MR3. Una reduccion 3-log se

asocia a un resultado de supervivencia favorable.® De esta forma, las pruebas moleculares normalizadas a la IS pueden
proporcionar una ayuda esencial a los médicos para tratar la enfermedad de los pacientes con LMC.6

La prueba Xpert BCR-ABL Ultra cuantifica el nivel de ARNm de BCR-ABL como porcentaje (IS) mediante la calibracion del
ensayo segun el panel de referencia genética internacional de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la cuantificacion
de ARNm de BCR-ABL. Siguiendo el protocolo recomendado’, Cepheid ha desarrollado y validado patrones cuantitativos
secundarios, en linea con el panel de referencia primario de la OMS. Esto permite determinar un factor de conversion especifico
del lote, que incluye la eficiencia del ensayo (E) y un factor de escala (SF) para cada lote de kits Xpert BCR-ABL Ultra. Se
realiza un seguimiento continuo de la eficacia de la calibracion respecto a los patrones secundarios.
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6.

7

%O

Nota

Principio del procedimiento

Xpert BCR-ABL Ultra es una prueba automatizada para cuantificar la cantidad de transcrito de BCR-ABL como proporcion
BCR-ABL/ABL. La prueba utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa en tiempo real, cuantitativa
y automatica (RT-qPCR).

La prueba se lleva a cabo en los sistemas GeneXpert Dx y GeneXpert Infinity de Cepheid. Los sistemas GeneXpert automatizan
e integran la purificacion de muestras, la amplificacion de acidos nucleicos y la deteccion de secuencias diana en muestras
simples o complejas mediante ensayos de RT-PCR y PCR. Los sistemas constan de un instrumento, un ordenador y softy
precargado para realizar las pruebas y mostrar los resultados. Los sistemas requieren el uso de cartuchos GeneXpert dese
de un solo uso, que contienen los reactivos para la PCR y la RT-PCR, y alojan las reacciones. Si desea obtener una(d pgion
completa de los sistemas, consulte el Manual del operador del sistema GeneXpert Dx o el Manual del operador de ema
GeneXpert Infinity.

Xpert BCR-ABL Ultra incluye reactivos para detectar los genes de fusion BCR-ABL derivados de dos p@de ruptura
principales de p210, la traslocacion el3a2/b2a2 y el4a2/b3a2, y el transcrito de ABL como control e en muestras de
sangre periférica.7’8’9’10’11 La cantidad de transcrito de BCR-ABL presente en la muestra de paci x‘@iica como proporcion
porcentual de BCR-ABL/ABL, y también se expresa como el logaritmo de la reduccion molec % r MR) desde un valor
inicial del 100 % en la escala internacional (ZS), utilizando el software GeneXpert.

Cada prueba Xpert BCR-ABL Ultra incluye dos controles: el control endogeno ABL y el &)l de comprobacion de la sonda
(PCC). El control endogeno ABL normaliza la diana de BCR-ABL y garantiza que se dtilieg suficiente muestra en la prueba. El
PCC verifica la rehidratacion de los reactivos, el llenado del tubo de PCR, asi corr@: sencia y funcionalidad en el cartucho
de todos los componentes de la reaccion, lo que incluye las sondas y los colofantes

Reactivos e instrumentos

Materiales suministrados

El kit Xpert BCR-ABL Ultra (GXBCRABL-US-10) contiene reactwugcientes para procesar 10 muestras de paciente o de
control de calidad. El kit contiene lo siguiente:

Reactivos Xpert BCR-ABL Ultra E 10 de cada por kit

* Proteinasa K (PK) ’ 10 x 130 pl por vial
* Reactivo de lisis (LY) (cloruro de guanN 10 x 5,3 ml por vial
» Reactivo de lavado (1) Q 10 x 2,9 ml por ampolla
+ Etanol
+ Tiocianato de guanidjai
Cartuchos Xpert BCR-Al a con tubos de reaccién integrados 10 por kit
* Microesferas 1, 2, % ilizadas) 1 de cada por cartucho
+ Reactivo de enju@ 2,0 ml por cartucho
* Reactivo de glu 2,5 ml por cartucho
CD 1 por kit
* Ar 'v@gefinicién del ensayo (Assay Definition File, ADF)
| iones para importar ADF en el software GeneXpert
-\ ucciones de uso (prospecto)
Qertificado de analisis 1 por kit

Las fichas de datos de seguridad (SDS, Safety Data Sheets) estan disponibles en el apartado «ASISTENCIA»
(SUPPORT) de www.cepheid.com o www.cepheidinternational.com.

La albumina sérica bovina (BSA) del interior de las microesferas de este producto se obtuvo y se fabrico
exclusivamente a partir de plasma bovino originario de Estados Unidos. Los animales no fueron alimentados con
proteinas de rumiantes ni con otras proteinas animales; los animales superaron las pruebas ante y post mértem.
Durante el procesamiento, no hubo mezcla del material con otros materiales de origen animal.

Xpert® BCR-ABL Ultra
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6.2 Materiales requeridos pero no suministrados
. Instrumento GeneXpert Dx o sistemas GeneXpert Infinity (el nimero de catalogo varia segun la configuracion): Instrumento
GeneXpert, ordenador, lector de codigos de barras y manual del operador.

. Para el sistema GeneXpert Dx: Software GeneXpert Dx version 5.1 o posterior
. Para los sistemas GeneXpert Infinity-80 e Infinity-48s: Software Xpertise version 6.6 o posterior

. Impresora: Si se requiere una impresora, péngase en contacto con el servicio técnico de Cepheid para organizar la compra de
una impresora recomendada.

. Agitadora vorticial OQ

. Microcentrifugador (1000 x g minimo) O

. Pipetas y puntas de pipeta con filtro de aerosoles

. Tubos conicos de 50 ml 6
. Etanol absoluto para reactivos \\®

6.3 Materiales recomendados pero no suministrados
El Xpert BCR-ABL IS Panel C130, nimero de catalogo C130, es un conjunto de controles & ad de Maine Molecular

Quality Controls, Inc. \

~

Conservacién y manipulacion

zjﬂm . Conserve los cartuchos Xpert BCR-ABL Ultra a una temperatura de 2 °C C@a la fecha de caducidad indicada en la
2f e ;
etiqueta.

. No abra la tapa del cartucho hasta que esté listo para realizar el ens
. No utilice cartuchos cuya fecha de caducidad haya vencido. \jb

. El reactivo de lavado es un liquido transparente e incoloro. B e el reactivo de lavado si se ha vuelto turbio o ha

cambiado de color.

. Veinte minutos antes de iniciar el procedimiento, saqueNa muestra de sangre, el cartucho y los reactivos de preparacion de la
muestra de su lugar de conservacion y espere que a }ue s¢ equilibren a la temperatura ambiente (20 °C — 30 °C).

8. Advertencias y precauciones

8.1  Generales \*
Para uso diagnostico in vitro. Q
Para uso exclusivo con receta.

@ Trate todas las muestras biologicasgincluidos los cartuchos y los reactivos usados, como si pudieran transmitir agentes
infecciosos. Con frecuencia es impesible saber qué muestras podrian ser infecciosas, por lo que todas las muestras bioldgicas

deben tratarse tomando las iones habituales. Las directrices para la manipulacion de las muestras estan disponibles en

los Centros para el Contr& Prevencion de Enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention)'? y el Instituto de
Normas Clinicas y de @a rio (Clinical and Laboratory Standards Institute)'> de Estados Unidos.

Siga los procedimientos,de seguridad establecidos por su centro para trabajar con productos quimicos y manipular muestras

biologicas.
La efica; ia@stica de esta prueba solo se ha establecido para sangre recogida en tubos con EDTA. No se ha evaluado el
rendimi% sta prueba con otros tipos de muestra.

L 1@ de los resultados depende de la realizacion correcta de la recogida, el transporte, la conservacion y el
gox iento de las muestras. La prueba puede arrojar resultados incorrectos si las muestras no se recogen, manipulan y
%sewan correctamente, si hay errores técnicos, si se confunden las muestras o si los transcritos de la diana en la muestra
inferiores al limite de deteccion de la prueba. Para evitar resultados erroneos es necesario seguir cuidadosamente las
Q instrucciones del prospecto y el manual del operador de los sistemas GeneXpert Dx y GeneXpert Infinity.

Si la prueba Xpert BCR-ABL Ultra se realiza fuera del tiempo o de los intervalos de temperatura de almacenamiento
recomendados, es posible que se obtengan resultados erroneos o no validos.
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8.2

8.3

¥

Las muestras bioldgicas, los dispositivos de transferencia y los cartuchos usados deben ser considerados capaces de
transmitir agentes infecciosos, y requieren las precauciones habituales. Siga los procedimientos de eliminacion de residuos
medioambientales de su centro para la eliminacion adecuada de los cartuchos usados y los reactivos no utilizados. Estos
materiales pueden presentar caracteristicas propias de los residuos quimicos peligrosos, que requieren procedimientos
especificos de eliminacion de caracter nacional o regional. Si las normativas nacionales o regionales no proporcionan
instrucciones claras en cuanto a los procedimientos de eliminacion adecuados, las muestras biologicas y los cartuchos usados
deben desecharse de conformidad con las directrices de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) relativas a la manipulaci
y eliminacion de desechos médicos.'#

mismas (consulte el Apartado 10. Recogida, transporte y conservacion de las muestras). No se ha evaluado la'estabglidad de las

Muestra Q
Mantenga las condiciones de conservacion adecuadas durante el transporte de las muestras para garantizar la @@ie as
muestras en condiciones de transporte distintas a las recomendadas.

No congele las muestras de sangre completa.

La recogida, conservacion y transporte adecuados de las muestras son esenciales para obtener re\\ orrectos.

Pruebalreactivo O

No sustituya los reactivos del Xpert BCR-ABL Ultra por otros reactivos.

No abra la tapa del cartucho del Xpert BCR-ABL Ultra salvo para anadir la muestra y &wo de lavado.
No utilice cartuchos que se hayan caido después de extraerlos del empaquetado. Q

No agite el cartucho. Si el cartucho se agita o se deja caer después de haber gbiert tapa, es posible que se obtengan

resultados no validos.

No coloque la etiqueta de identificacion de la muestra sobre la tapa del @ho ni sobre la etiqueta del codigo de barras del

cartucho. \
No utilice cartuchos con etiquetas de codigo de barras dafiadas. O

No utilice cartuchos con tubos de reaccion danados.
Se recomienda que los cartuchos de Xpert BCR-ABL Ultra €8¢én a temperatura ambiente (20 °C — 30 °C) cuando se vayan a

utilizar en la prueba.
Cada cartucho de un solo uso de Xpert BCR-A@a se utiliza para procesar una sola prueba. No reutilice los cartuchos

procesados.
No reutilice las puntas de pipeta. Q
No utilice cartuchos que parezcan moj@que tengan el precinto roto.
No utilice el cartucho de Xpert B BL Ultra si ha afiadido un reactivo en la abertura equivocada.
No abra los cartuchos de )@e@ ABL Ultra una vez finalizada la prueba.

a

Un recuento de leucocitO& mente alto podria provocar la acumulacion de presion en el cartucho y hacer que se anule
el andlisis.

Dedique un juego s y reactivos exclusivamente a la preparacion de las muestras.

Use guantes yﬂ e’laboratorio limpios. Cambiese los guantes entre la manipulaciéon de una muestra y la de la siguiente.

En casogde ame de muestras o controles, pongase guantes y utilice toallitas de papel para absorber el derrame. A
contin gnyimpie a fondo la zona contaminada con una dilucién 1:10 de lejia de uso doméstico recién preparada. La
¢ c@on de cloro activo final debera ser del 0,5 %, independientemente de la concentracion de la lejia de uso doméstico
ens s. Deje un minimo de dos minutos de tiempo de contacto. Aseglrese de que el area de trabajo esté seca antes de usar
%101 desnaturalizado al 70 % para eliminar los residuos de lejia. Espere a que la superficie esté completamente seca antes de

tinuar. O bien, siga los procedimientos habituales del centro en caso de contaminacion o derrame. Siga las recomendaciones

Qel fabricante para la descontaminacion de los equipos.

Nota

Peligros quimicos'5 16

La informacion siguiente se refiere a todo el producto, que contiene reactivos de proteinasa K, lisis, lavado y enjuague.

+  Pictograma de peligro CLP/SGA: <> @.

. Palabra de advertencia: PELIGRO

Xpert® BCR-ABL Ultra
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Declaraciones de peligro del SGA de la ONU

Liquido y vapores muy inflamables
Provoca irritacion cutanea.
Provoca irritacion ocular grave.

Puede provocar somnolencia o vértigo.

Se sospecha que provoca defectos genéticos. %
Declaraciones de precaucion del SGA de la ONU Q

. Pedir instrucciones especiales antes del uso.

Prevencion OO

. No manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas las instrucciones de segur@
. Mantener alejado de fuentes de calor, chispas, llama abierta o superficies calientes. No fum@

. Mantener el recipiente herméticamente cerrado. \\

. Evitar respirar las nieblas, los vapores y el aerosol.

. Lavarse concienzudamente tras la manipulacion. \g
. Utilizar inicamente en exteriores o en un lugar bien ventilado. Q

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

. Utilizar el equipo de proteccion individual obligatorio. Q

Respuesta
. En caso de incendio: Utilizar los medios adecuados par@

. EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victi
para respirar.

rior y mantenerla en reposo en una posicion confortable

. Llamar a un CENTRO DE INFORMACION T OGICA o a un médico en caso de malestar.

. EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (’el pelo): Quitarse inmediatamente las prendas contaminadas. Aclararse
la piel con agua o ducharse.

. Se necesita un tratamiento especifi %formacién adicional de medidas de primeros auxilios).

. Quitarse las prendas contaminad arlas antes de volver a usarlas.

. En caso de irritacion cuténsultar a un médico.

. EN CASO DE CONT. O CON LOS OJOS: Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las
lentes de contacto, si a y resulta facil. Seguir aclarando.

. Si persiste la x cular: Consultar a un médico.

. EN CASO sicion manifiesta o presunta: Consultar a un médico.

. Manten

. Al at en un lugar bien ventilado. Mantener el recipiente herméticamente cerrado.
. Kr bajo llave.

. iminar el contenido/el recipiente en conformidad con los reglamentos locales, regionales, nacionales e
Q internacionales.

10. &gida, transporte y conservacion de las muestras

(<O

Las muestras de sangre completa deben recogerse en tubos con EDTA, siguiendo las directrices del centro. Las muestras
deben conservarse a una temperatura de 4 °C durante un méaximo de 3 dias (72 horas) antes de realizar la prueba. No debe
separarse el plasma de las células.

La recogida, conservacion y transporte correctos de las muestras son fundamentales para el rendimiento de esta prueba. La
estabilidad de las muestras en condiciones de transporte y conservacion distintas a las indicadas a continuacién no se han
evaluado con la prueba Xpert BCR-ABL Ultra.

Xpert® BCR-ABL Ultra 5
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1.
1.1

Importante

Importante

1.2

Nota

Nota

&

Procedimiento

Antes de empezar

Veinte (20) minutos antes de empezar el procedimiento, saque la muestra de sangre y los reactivos de preparacion de la muestra
(incluidos los cartuchos) del lugar de conservacion refrigerado y espere a que se equilibren a temperatura ambiente; centrifugue
brevemente la proteinasa K (PK) en una microcentrifuga.

A\
Si esta utilizando un instrumento GeneXpert Dx, inicie la prueba antes de que haya transcurrido 1 hora
la adicion de la muestra tratada con el reactivo para muestras al cartucho. Si esta utilizando un siste
GeneXpert Infinity, asegurese de iniciar la prueba y poner el cartucho en la cinta transportadora en
15 minutos siguientes a la adicion de la muestra tratada con el reactivo para muestras al cartu tware

procesen antes de que transcurra el tiempo de caducidad de una hora en el instrumento.

Xpertise del sistema realiza un seguimiento de la vida util restante, lo que permite que las Eru

Saque el cartucho del empaquetado de carton antes de preparar la muestra. (Cons partado 11.3,
Preparacion del cartucho)

Preparacion de la muestra \s
1. Anada 100 pl de proteinasa K (PK) al fondo de un tubo cénico nuevo de 50 ml. Q

2. Asegurese de que la muestra de sangre esté bien mezclada, invirtiendo el tubo

Afada 4 ml de la muestra de sangre al tubo que ya contiene proteinasa K-
Agite la muestra continuamente en un mezclador vortex a la Veloci@éxima durante 3 segundos.

Incube a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Afiada al mismo tubo 2,5 ml de reactivo de lisis (LY). : O

Conserve el reactivo de lisis sobrante para utilizarlo de nuevo&el Paso 13.

AN

7. Agite la muestra continuamente en un mezcladgr VOI‘teX a la velocidad maxima durante 10 segundos.
8. Incube a temperatura ambiente durante 5

9.  Agite la muestra continuamente e gZC

dor vortex a la velocidad maxima durante 10 segundos.
10.  Incube a temperatura ambiente d 5 minutos.
11.  Mezcle la muestra, golpeandg=el fondo del tubo 10 veces.

12.  Transfiera 1 ml del liiad ado a un nuevo tubo conico de 50 ml.

N\
El lisado sobrante pued Marse a una temperatura de 4 °C durante 4 horas como maximo, o a -20 °C o menos durante
24 horas como maxi o%

13.  Afadal reacnvo de lisis (LY) conservado del Paso 6 al nuevo tubo cénico que contiene el lisado.
Agite kstra continuamente en un mezclador vértex a la velocidad méxima durante 10 segundos.
15. Qemperatura ambiente durante 10 minutos.
16. fiada al mismo tubo conico 2 ml de etanol absoluto para reactivos (suministrado por el usuario).
\gite la muestra continuamente en un mezclador vortex a la velocidad maxima durante 10 segundos. Déjelo a un lado.
Deseche los reactivos PK o LY sobrantes.

Preparacion del cartucho
Para afadir la muestra al cartucho Xpert BCR-ABL Ultra:

1. Saque el cartucho del empaquetado.
2. Inspeccione el cartucho para comprobar que no esté dafiado. Si esta dafiado, no lo utilice.

3. Levante la tapa del cartucho para abrirlo y transfiera el contenido completo de una (1) ampolla de reactivo de lavado a la
camara correspondiente (que tiene la abertura pequefia). Consulte la Figura 1.

Xpert® BCR-ABL Ultra
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4.  Pipetee todo el contenido de la muestra preparada en la cdmara de muestras (abertura grande). Consulte la Figura 1.

Reactivo de lavado
(abertura pequena)

Camara de muestra ®
(abertura grandc)b

Figura 1. Cartucho Xpert BCR-ABL Ultra (vista superior) :
5. Cierre la tapa del cartucho. Aseglirese de que la tapa encaje firmemente en su sitio. Inicie la\f (consulte el

Apartado 11.5, Inicio de la prueba). K

11.4  Controles externos
Los controles externos descritos en el Apartado 6.3, Materiales recomendados pero Qﬂistrados estan disponibles, pero no
se suministran y pueden utilizarse de acuerdo con las organizaciones de acredi ' es, provinciales/estatales y nacionales,
segun corresponda.

Para analizar un control utilizando la prueba Xpert BCR-ABL Ultra, lleve a cab®®los pasos siguientes:

1. Deje que los controles del Xpert BCR-ABL IS Panel C130 lleguen mperatura ambiente (20 °C — 30 °C), unos
30 minutos.

2. Inmediatamente antes del uso, homogeneice el contenideyt @ e control externo invirtiendo el tubo entre 5y 10 veces y, a
continuacion, agitandolo en un mezclador vortex de %gundos a velocidad media.

Afada 100 pl de PK (proteinasa K) al fondo de un tubo @énico nuevo de 50 ml.
Afada 4 ml del control externo al tubo que ya onﬁéle proteinasa K.
Agite el control externo continuamente el\%clador vortex a la velocidad maxima durante 3 segundos.

Incube a temperatura ambiente duran
e
Nota Conserve el reactivo de lisis sobra@ra utilizarlo de nuevo en el Paso 14.

N\
8. Agite el control ext% uamente en un mezclador vortex a la velocidad méaxima durante 10 segundos.
1

to.

N » kW

Afada al mismo tubo 2,5 ml de r¢ de lisis (LY).

9. Incubea tempera?& ente durante 5 minutos.
10.  Agite el contr o continuamente en un mezclador vortex a la velocidad maxima durante 10 segundos.
11.  Incubea & eratura ambiente durante 5 minutos.

12. ntrol externo, golpeando el fondo del tubo 10 veces.

13. 1€fa 1 ml de la muestra de control externo preparada a un nuevo tubo coénico de 50 ml.

14.\~a a 1,5 ml del reactivo de lisis (LY) conservado del Paso 7 al nuevo tubo cénico que contiene la muestra de control
terno.

% Agite el control externo continuamente en un mezclador vortex a la velocidad méaxima durante 10 segundos.
Q 6.  Incube a temperatura ambiente durante 10 minutos.
17.  Afada al mismo tubo conico 2 ml de etanol absoluto para reactivos (no suministrado).
18.  Agite el control externo continuamente en un mezclador vortex a la velocidad maxima durante 10 segundos.

19.  Levante la tapa del cartucho para abrirlo y transfiera el contenido completo de una (1) ampolla de reactivo de lavado a la
camara correspondiente (que tiene la abertura pequeiia). Consulte la Figura 1.

20.  Pipetee todo el contenido del control externo preparado en la camara de muestras (abertura grande). Consulte la Figura 1.

Xpert® BCR-ABL Ultra 7
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Importante

Importante

Nota

Nota

21.  Cierre la tapa del cartucho. Inicie la prueba (consulte el Apartado 11.5, Inicio de la prueba).

Inicio de la prueba

Si esta utilizando un instrumento GeneXpert DX, inicie la prueba en la hora siguiente a la adicién de la
muestra al cartucho. Si esta utilizando un sistema GeneXpert Infinity, asegurese de iniciar la prueba y poner
el cartucho en la cinta transportadora en los 15 minutos siguientes a la adicidon de la muestra al cartucho.

El software Xpertise del sistema realiza un seguimiento de la vida util restante, lo que permite que las prueb.
se procesen antes de que transcurra el tiempo de caducidad de una hora en el instrumento.

y_ N

Antes de iniciar la prueba, asegurese de que el sistema esté ejecutando el software GeneXpeW A
d
re

o posterior, o el software Infinity Xpertise 6.6 o posterior, y de que se haya importado el archi e tlefinicion
del ensayo (ADF) Xpert BCR-ABL Ultra al software. En este apartado se enumeran los paso& rminados
| , consulte el

rt Infinity,

para utilizar los sistemas GeneXpert Dx y GeneXpert Infinity. Para ver instrucciones detal
Manual del operador del sistema GeneXpert Dx o el Manual del operador del sistema G
segun el modelo que se esté utilizando. \ @

fa\X

Los pasos que debe seguir pueden variar si el administrador del sistema ha cambiado el qujr*&M predeterminado del sistema.

N

encienda el ordenador. El software GeneXpert Dx se iniciara automati nte o podria ser necesario hacer doble clic
en el icono de acceso directo del software GeneXpert Dx en el escritegid de Windows®.

1. Encienda el sistema GeneXpert: ?
. Si esta utilizando el sistema GeneXpert Dx, encienda primero el irﬁ}@ eneXpert Dx y, a continuacion,
c

0 ( p
. Si esta utilizando el sistema GeneXpert Infinity, ponga e@c a el instrumento. El software Xpertise se ejecutara
automaticamente o puede requerir que se haga doble icono del acceso directo del software Xpertise en el
escritorio de Windows.

2. Inicie sesion en el software GeneXpert con su nombre dg usuario y su contrasefia.

3. Enla ventana GeneXpert, haga clic en Crear prueba(Create Test) (GeneXpert Dx) o en Solicitudes (Orders) y Solicitar
prueba (Order Test) (Infinity). Se abriré la ventana Crear prueba (Create Test).

4.  Escanee o escriba la Id. paciente (Patie opgional). Si escribe la Id. paciente (Patient ID), asegurese de escribirla
correctamente. La Id. paciente (Pati muestra en el lado izquierdo de la ventana Ver resultados (View Results) y
esta asociada a los resultados de

5. Escanee o escriba la Id. muestga (Sample ID). Si escribe la Id. muestra (Sample ID), asegurese de escribirla correctamente.
La Id. muestra (Sample ID) @estra en el lado izquierdo de la ventana Ver resultados (View Results) y esta asociada con

los resultados de la pwe‘@

6.  Escanee el codigo de¥paruas del cartucho Xpert BCR-ABL Ultra. El software utiliza la informacion del codigo de barras para
rellenar autométi% los cuadros de los campos siguientes: Id. del lote (Reagent Lot ID), N° de serie del cartucho
a

(Cartridge % de caducidad (Expiration Date).

y X
Si el cc’)digomas del cartucho Xpert BCR-ABL Ultra no se escanea, repita la prueba con un cartucho nuevo.
VS

7. C\Jen Iniciar prueba (Start Test) (GeneXpert Dx) o Enviar (Submit) (Infinity). Escriba su contrasefia en el cuadro de

\ié 0 que aparece.
. n el sistema GeneXpert Infinity, coloque el cartucho en la cinta transportadora. El cartucho se cargara automaticamente,
se realizara la prueba y el cartucho usado se colocara en el recipiente de residuos.

O :
Q En el instrumento GeneXpert Dx:

A.  Abra la puerta del modulo del instrumento que tiene la luz verde intermitente y cargue el cartucho.
B.  Cierre la puerta. La prueba se inicia y la luz verde deja de parpadear. Una vez finalizada la prueba, la luz se apaga.

C.  Espere hasta que el sistema desbloquee la puerta del modulo antes de abrirla y retirar el cartucho.

Xpert® BCR-ABL Ultra
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9.  Elimine los cartuchos usados en los recipientes de residuos de muestras adecuados, de acuerdo con las practicas habituales
de su centro.

Nota El resultado se obtiene en unas 2 horas.

12

13.

14.

S

Visualizacion e impresion de los resultados

Este apartado describe los pasos basicos para ver e imprimir los resultados. Para obtener instrucciones detalladas sobre c6
e imprimir los resultados, consulte el Manual del operador del sistema GeneXpert Dx o el Manual del operador del si.
GeneXpert Infinity.

. Haga clic en el icono Ver resultados (View Results) para ver los resultados. < BO
. Una vez finalizada la prueba, haga clic en el boton Informe (Report) de la pantalla Ver resultados (View Re para ver o
generar un archivo de informe en formato PDF. 6

Control de calidad

Cada cartucho contiene un control endégeno ABL y un control de comprobacion de la sonda (P,

Control endégeno ABL: El control endégeno ABL verifica que se haya utilizado suficiente en la prueba. Ademas, este
control también detecta la inhibicion asociada a la muestra del ensayo de PCR en tiempo&
cumple los criterios de aceptacion asignados.

1 ABL se considera superado si

Control de comprobacién de la sonda (PCC): Antes de iniciar la reaccion d
fluorescencia de las sondas para supervisar la rehidratacion de las microesfergs, el
funcionalidad de todos los componentes de la reaccion en el cartucho. E1 PC

de aceptacion asignados.

sistema GeneXpert mide la sefial de
ado del tubo de reaccion y la
nsidera superado si cumple los criterios

Controles externos: Se pueden utilizar controles externos de acue cc@. organizaciones de acreditacion locales, regionales
y nacionales, segun corresponda. O

Interpretacion de los resultados

El sistema GeneXpert interpreta automaticamente los resultades a partir de las sefiales fluorescentes medidas y los algoritmos de

calculo incorporados, y los muestra en la ventana Ver resyttados (View Results). Los resultados y las interpretaciones posibles se
muestran en la Tabla 1.

@s de Xpert BCR-ABL Ultra e interpretacion
cien’

Tabla 1.
Resultado Interpretacié
POSITIVO Se ha@ctado transcrito de BCR-ABL.
(POSITIVE) . @ BL POSITIVO (POSITIVE): Se ha detectado transcrito de BCR-ABL; su
Consulte | ral del ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su valor extremo esta por
onsufte fa ncima del umbral configurado.
Figura 2,

Figura 3, @ » Posibles resultados positivos:
Figura 4K *  POSITIVO [#,## % (IS) y MR#,##] (POSITIVE [#.##% (IS) and MR#.##]);
figura 2.
&O *  POSITIVO [Por encima del LC superior] (POSITIVE [Above upper LoQ]);
figura 3.
\\Q +  POSITIVO [Por debajo del LD; >MR4,52/<0,0030 % (/S)] (POSITIVE
[Below LoD; >MR4.52/<0.0030% (/S)]); figura 4.
ABL — SUPERADO (PASS): Se ha detectado transcrito de ABL; su umbral del ciclo
(Ct) esta dentro del intervalo valido y su valor extremo esta por encima del umbral
configurado.
» Si el valor de Ct del ABL esta por debajo de 18, significa que en la reaccion habia
como minimo 32 000 copias de ABL.'7:18
» Comprobacion de la sonda SUPERADO (PASS): Todos los resultados de
comprobacion de la sonda son correctos.

Xpert® BCR-ABL Ultra 9
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%

N

Tabla 1. Resultados de Xpert BCR-ABL Ultra e interpretacion (continuacion)
Resultado Interpretacion
NEGATIVO No se ha detectado transcrito de BCR-ABL.
(NEGATIVE) « BCR-ABL NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente] (NEGATIVE [Sufficient ABL
transcript]): No se ha detectado transcrito de BCR-ABL y el umbral del ciclo (Ct) es
Consulte la . . .
Figura 5 superior al ciclo valido. ~
* ABL — SUPERADO (PASS): Se ha detectado transcrito de ABL; su umbral del ci
(Ct) esta dentro del intervalo valido y su valor extremo esta por encima del u
configurado.
» Si el valor de Ct del ABL esta por debajo de 18, significa que en la reacc bia
como minimo 32 000 copias de ABL.'":18
» Comprobacion de la sonda SUPERADO (PASS): Todos los resul
comprobacion de la sonda son correctos. \\
NO VALIDO No se puede determinar el nivel de transcrito de BCR-ABL. \‘
(INVALID) + NO VALIDO (INVALID): No se puede determinar el ni Qnscrito de BCR-ABL
Consulte Ia debido a que la muestra contiene un exceso de BCR; de tr.anscrito's de ABL.
Figura 6 Consulte en el Apartado 17., Guia de solucién de bfemas las instrucciones
adicionales para volver a analizar la muestra.
* ABL NO SUPERADO (FAIL): El umbral de(ciclo de ABL no estaba dentro del
intervalo valido o el valor extremo estaba p ajo del umbral configurado.
Figura 6. Consulte en el Apartado 17.,/8uia de solucién de problemas las
instrucciones adicionales para volver %izar la muestra.
» Comprobacién de la sonda — SUEERADO (PASS); todos los resultados de
comprobacién de la sonda sp @| ectos.
ERROR No se puede determinar el @transcrito de BCR-ABL. Consulte el Apartado 17.,
(ERROR) Guia de soluciéon de problemas®para obtener instrucciones adicionales para volver a
analizar la muestra.
gi‘;’;f;';e la . BCR-ABL-SI LTADO (NO RESULT)
* ABL - SIN RES O (NO RESULT)
« Compro, dmde la sonda NO SUPERADO (FAIL): Todos o alguno de los resultados
de comf ion de la sonda no han sido correctos.
» Comgprobacién de la sonda SUPERADO (PASS) o N/A (no aplicable) e interrupcion
pofipresion.
* S @ superd la comprobacion de la sonda o se muestra /S, el error se debid a que el
Ne maximo de presion excedid el rango aceptable o a que fallé un componente del
ema.
SIN “No se puede determinar el nivel de transcrito de BCR-ABL. No se obtuvieron suficientes
RESULT, datos para producir un resultado de la prueba. Por ejemplo, esto puede ocurrir si el
(NO usuario paro una prueba que estaba en curso. Consulte el Apartado 17., Guia de

N

solucion de problemas, para obtener instrucciones adicionales para volver a analizar la
muestra.

» BCR-ABL SIN RESULTADO (NO RESULT)
» ABL SIN RESULTADO (NO RESULT)

» Comprobacién de la sonda N/A (no aplicable)

o)

Resultados cuantitativos

Con cada kit de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra se suministra un certificado de analisis que contiene una curva estandar
especifica del lote para el kit Xpert BCR-ABL Ultra y un valor de eficiencia (E,¢). El valor de eficiencia estd incorporado en el
codigo de barras del cartucho Xpert BCR-ABL Ultra. Consulte el certificado de analisis para ver los célculos detallados del
valor de eficiencia. Cada lote del kit contiene también un factor de escala especifico del lote (SF) incorporado en el codigo de
barras, que asocia el resultado cuantitativo de la prueba a la escala internacional (]S).7 Los resultados de la prueba se muestran
con los resultados cuantitativos tanto en % (IS) como en la escala de respuesta molecular and molecular (MR) (consulte la

10
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Tabla 2 y la Tabla 3). Estos valores cuantitativos deben interpretarse en el contexto de la precision de la prueba Xpert BCR-ABL
(consulte el Apartado 22., Precision y reproducibilidad).

Tabla 2. Correlacion entre la reduccion logaritmica, la escala internacional (/S) y la respuesta molecular (MR)

MRxx,x = log1[100/% determinado (1S)]=log((100)—log([% determinado (IS)]=2—log

Reduccion logaritmica en

o . a
% BCR-ABL/ABL (IS) MR % BCR-ABL/ABL (IS)

0 0 100
1 1 10
2 2 1
3 3 0,1
4 4

5 5 0,001 @

a. % BCR-ABL/ABL (IS) = % (IS).

Tabla 3. Ejemplos de resultados de la prueba ng;@ABL Ultra

OOQ*

0,01
45 45 0,0032 6
K’SQnmado 19)]

(<O

BCR-ABL ABL Resultad6s deud prueba
Prueba Notas
Ct | Resultado | Ct | Resultado Xpert BL Ultra
; NO NO VALIDO scritos BCR-ABL y ABL o _
1|74 N(ﬁ\l\\;ﬁb'gf 7,3 | SUPERADO |demasiago amNVAUD [Too high Va'o'; fgcg'zct‘/'ado'
(FAIL) BCR-A?k d ABL transcripts]) ’ ?
9 g1 | NO VALIDO 79 SUP'I;II('«?ADO 0 &D‘) [Transcrito ABL demasiado alto] |Valor % calculado:
00 hi transcript , o
’ INVALID ’ (FAIL) [Too high ABL ipt] 121,05 %
3 29| NO VALIDO g1 | SUPERADO 4RO VALIDO [Transcrito BCR-ABL demasiado |Valor % calculado:
: (INVALID) ' (PQQ alto] (INVALID [Too high BCR-ABL transcript]) 149,92 %
4 1.4 POS 10 9 su O® |POSITIVO [Por encima del LC superior] Valor % calculado:
ove upper Lo 78,92 %
’ ’ ) |(POSITIVE [Ab LoQ]) ,
5 |18.2 POS 13 MERADO POSITIVO [33,93 % (IS) y MRO,47] Valor % calculado:
’ ’ (PASS)  [(POSITIVE [33.93% (/S) and MR0.47]) 33,93 %
SUPERADO |POSITIVO [4,68 % (IS) y MR1,33] Valor % calculado:
6 (214 POS 4
: C’ : (PASS)  |(POSITIVE [4.68% (/S) and MR1.33]) 4,68 %
7 l2se 15.2| SUPERADO |POSITIVO [0,012 % (/S) y MR3,92] Valor % calculado:
: .(\ : (PASS)  |(POSITIVE [0.012% (/S) and MR3.92]) 0,012 %
POSITIVO [Por debajo del LD; o .
8 30{Q POs  |12,7 Su(iigg)t’o >MR4,52/<0,0030 % (IS)] (POSITIVE Va'°z)/(‘;ggg°ﬂ/'ad°'
xO b [Below LoD; >MR4.52/<0.0030% (/S)]) ' °
N NEG 13.3| SUPERADO [NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente] 0 %
\Q ’ (PASS)  |(NEGATIVE [Sufficient ABL transcript]) °
N . NO . . o
NO VALIDO NO VALIDO [Transcrito ABL insuficiente]
N 10 316 (INVALID) 18,2 SUl(DFiITSDO (INVALID [Insufficient ABL transcript]) N/A
] NO . . o
NO VALIDO NO VALIDO [Transcrito ABL insuficiente]
1 0 (INVALID) 18,6 SUl(DFEAITSDO (INVALID [Insufficient ABL transcript]) N/A
] NO : .
NO VALIDO NO VALIDO [No hay transcrito ABL]
12 0 (INVALID) 0 SUfFi'TSDO (INVALID [No ABL transcript]) N/A

Xpert® BCR-ABL Ultra
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15.1

Nota

Tabla 3. Ejemplos de resultados de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra (continuacion)

Prueba BCR-ABL ABL Resultados de la prueba Notas
Ct | Resultado | Ct | Resultado Xpert BCR-ABL Ultra
Por ejemplo,
SIN SIN
Error 5017: [ABL]
13 0 REStJ,\II_gADO 0 RES?NLSADO ERROR (ERROR) Comprobacion §e
RESULT) RESULT) la son
supe 5 .

POSITIVO [#,## % (IS) y MR# ##] (POSITIVE [#.##% (IS) and MR#.##])

Se ha detectado BCR-ABL a una concentracion de #,## % (IS) y MR#,##.

Para un resultado POSITIVO [#,## % (IS) y MR# ##] (POSITIVE [#.##% (IS) and MR#.##]), puede detectars R ABL con un
valor de Ct de BCR-ABL mayor o igual a «8» y menor o igual al valor de corte de «32», y un valor ABL mayor o

igual a «8» y menor o igual a «18». El software GeneXpert calcula el % (IS) usando la siguient ofl, donde el valor de
delta Ct (ACt) se obtiene del Ct de ABL menos el Ct de BCR-ABL: \

% (IS) = Exc®Y x 100 x Factor de escala (SF) O

El factor de escala (SF) es un parametro especifico del lote incorporado en el codigo de bar s Wel cartucho de la prueba. El valor
de este valor y la eficiencia del ensayo especifica del lote (Epct) se determinan en pri e control de calidad de cada lote del
ensayo, utilizando patrones secundarios calibrados segun el panel de referenci nternacional de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) para la cuantificacién de transcritos de BCR-ABL.” En conjuito, Io’ patrones secundarios y los valores de Epct
especifico del lote y SF alinean el resultado cuantitativo de la prueba con el /S. L

1,22, con el fin de utilizarlos en el ejemplo que se muestra aqui.

Ct Se establece para 1,92 y el valor de SF para

Ejemplo: E ¢y especifico del lote = 1,92; SF = 1,22
Ct de ABL del ensayo = 11,3; Ct de BCR-A . ACt =-6,7
% (IS) = 1,92007) x 100 x 1,22 = 1,54 % (
MRx,xx=log,o[100/% determinado (S)] logl 00)~logo(1,54)=2—log,o(1,54)=MR1,81.

Resultado: POSITIVO [1,54 % (IS) y MR1,81] (POSITIVE #.54% (IS) and MR1.81]). Consulte la Figura 2.

Nombre de ensayo Xpert BCR-ABL Urtra G2 o~
GESTEN D0 STV [1,54% (1S) y NR1,81)) T
A
For In Vitro Diagnostic Use ﬁ&\

Leyenda
[v! /| BCR-ABL; Principal

& vl || ABL; Principal

[»]

@
=
=
@
b
feil
5 400
ES
(T8
200
| 3
e 0
) 10 20 30
Ciclos

| 7 7 TR T 7 I’.a.'-.".‘J:.".‘:-.".-:A_".a:‘V.‘:-."!‘:-.'v:’.A.".-!‘!v:l.-::!/;:-1-5‘:::-!‘:-:’.-.:-.'vfa:-.‘i.f.t."/.‘.'viél’/.‘.’-!'!l:a

Figura 2. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx: POSITIVO [1,54 % (IS) y MR1,81]
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15.2 POSITIVO [Por encima del LC superior] (POSITIVE [Above upper LoQ])
Se ha detectado un nivel de BCR-ABL del >55 % (IS) y <MRO,26.
Para un resultado POSITIVO [Por encima del LC superior] (POSITIVE [Above upper LoQ]), puede detectarse BCR-ABL con un
valor de Ct de BCR-ABL mayor o igual a «8» y menor o igual al valor de corte de «32», y un valor de Ct de ABL mayor o
igual a «8» y menor o igual a «18». El software GeneXpert calcula el % (IS) usando la siguiente ecuacion, donde el valor de
delta Ct (ACt) se obtiene del Ct de ABL menos el Ct de BCR-ABL: %

% (IS) = Excd®Y x 100 x Factor de escala (SF)

El factor de escala (SF) es un parametro especifico del lote incorporado en el codigo de barras del cartucho de la pr
este factor y el de eficiencia del ensayo (Epcy) especifico del lote se determinan en pruebas de control de calidadfde c
ensayo mediante patrones secundarios calibrados segun el panel de referencia genética internacional de la Organizacion Mundial

Nota de la Salud (OMS) para la cuantificacion del transcrito de BCR-ABL. Juntos, los patrones secundarios y los valgres de Epct
especifico del lote y SF alinean el resultado cuantitativo de la prueba con el IS. La Epc; se establece para 1, valor de SF para
1,10, con el fin de utilizarlos en el ejemplo que se muestra aqui. ~ ()
Ejemplo: E ¢t especifico del lote = 1,92; SF = 1,10 \\

Ct de ABL del ensayo = 13,4; Ct de BCR-ABL = 14,2; ACt =-0,8
% (1S) = 1,92 %8 x 100 x 1,10 = 65 % es mayor que el limite superior de&%ﬁcacién definido para el ensayo,
del 55 % (IS)
MRx,xx=log0[100/% determinado (IS)]=log(100)—logy((65)=2—I )=MRO,19 es menor que el limite
superior de cuantificacion definido para el ensayo, de MRO,26@

. Consulte la Figura 3.

Resultado: POSITIVO [Por encima del LC superior] (POSITIVE [Above uppe

Resultado | R | Detalle
Nombre de ensayo  Xpert BCR-ABL Ultra G2
LCUTTE B0 SITIVO [Por encima del LC superior] U

Version 1

For In Vitro Diagnostic Use Only Qﬁ s

B ° 6‘ | Leyenda _ |

200 \\ vi[/] BCR-ABL; Principal |~ |

: @ vl || ABL; Principal
600

escencia
s
=

%0

10 20 30
Ciclos

ﬁ 7 7 7 r.ﬁ =
Q Figura 3. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx: POSITIVO [Por encima del LC superior]
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15.3

Nota

POSITIVO [Por debajo del LD; >MR4,52/<0,0030 % (/S)] (POSITIVE [Below LoD; >MR4.52/<0.0030% (/S)])

Se ha detectado un nivel de BCR-ABL del <0,0030 % (IS) y >MR4,52.

Para un resultado POSITIVO [Por debajo del LD; >MR4,52/<0,0030 % (/S)] (POSITIVE [Below LoD; >MR4.52/<0.0030% (/S)]),
puede detectarse BCR-ABL con un valor de Ct de BCR-ABL mayor o igual a «8» y menor o igual al valor de corte de «32», y
un valor de Ct de ABL mayor o igual a «8» y menor o igual a «18». El software GeneXpert calcula el % (IS) usando la siguiente
ecuacion, donde el valor de delta Ct (ACt) se obtiene del Ct de ABL menos el Ct de BCR-ABL: %

% (IS) = Exc®“Y x 100 x Factor de escala (SF)

El factor de escala (SF) es un parametro especifico del lote incorporado en el cédigo de barras del cartucho de la pr
este factor y el de eficiencia del ensayo (Epcy) especifico del lote se determinan en pruebas de control de calidad(de c
ensayo mediante patrones secundarios calibrados segun el panel de referencia genética internacional de la Orga i
de la Salud (OMS) para la cuantificacion del transcrito de BCR-ABL. Juntos, los patrones secundarios y los valeres de Epct
especifico del lote y SF alinean el resultado cuantitativo de la prueba con el IS. La Exc; se establece para 1, valor de SF para
1,14, con el fin de utilizarlos en el ejemplo que se muestra aqui. N\ )

Ejemplo: E ¢y especifico del lote = 1,91; SF = 1,14 \\
Ct del ABL del ensayo = 12,5; Ct del BCR-ABL = 29; ACt = -16,6 &“O
% (IS) = 1,91 (16 x 100 x 1,14 = 0,0025 % es menor que el limite de de& definido para el ensayo,
del 0,0030 % (IS)
MRxx,x=log0[100/% determinado (IS)]=log;((100)—log((0,0025) 0(0,0025)=MR4,60 es mayor que el
limite de deteccion definido para el ensayo, de MR4,52.

Resultado: POSITIVO [Por debajo del LD; >MR4,52/<0,0030 % (/S)] (POSITIVQDLW LoD; >MR4.52/<0.0030% (/S)]). Consulte
la Figura 4.

Resultado | Resultado de analito | Errores | Historial | Mensajd, |
Nombre de ensayo  Xpert BCR-ABL Ultra G2 version 1 o n

LEENTEL B0 SITIVO [Por debaio del LD; >MR4,52/<0,0030% 1<) sl
(\é :

For In Vitro Diagnostic Use Only

Leyenda
[vI | /] BCR-ABL; Principal
[vI[./] ABL; Principal

| »

escencia

|

10 20 30
Ciclos

4

Figura 4. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx:
POSITIVO [Por debajo del LD; >MR4,52/<0,0030 % (/S)]
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15.4 NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente] (NEGATIVE [Sufficient ABL transcript])
No se detectd6 BCR-ABL con un valor de Ct de BCR-ABL igual a «0» o mayor que el valor de corte de «32», y un valor de Ct
de ABL mayor que «8» y menor o igual a «18».

Cuando no se detecta BCR-ABL con un valor de Ct de BCR-ABL igual a «0» o mayor que el valor de corte de «32», el
software GeneXpert busca primero el valor de Ct de ABL para confirmar que sea mayor o igual a «8» y menor o igual a «18»,
con el fin de asegurar que haya «Transcrito ABL suficiente». Consulte el Apartado 14., Interpretacion de los resultados, Tabﬁ&l.

Ejemplo:
Ct de BCR-ABL del ensayo = 0; Ct de ABL = 11,3, que es menor que «18». Q
Resultado: NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente] (NEGATIVE [Sufficient ABL transcript]). Consulte la FigurC‘O

Resultado
Nombre de ensayo xpert BCR-ABL Ultra G2 Version 1
UL INEGATIVO [Transcrito ABL suficiente
For In Vitro Diagnostic Use Only \%

U __Leyenda

600 ¥ [/] BCR-ABL; Principal |~ |

@, v || ABL; Principal
500 5;

O
300 y 4

200 V4

Fluorescencia

4

Figura 5. Ventana Vg?:@dos (View Results) del GeneXpert Dx: NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente]

15.5 NO VALIDO [Transctito insuficiente] (INVALID [Insufficient ABL transcript])
Se detecté BCR-ABL,G floffe detecto, con un valor de Ct de ABL mayor que «18».

Cuando BCR-A detecta o no se detecta, el software GeneXpert busca primero el valor de Ct de ABL para confirmar que
sea menor o ighal a«18», con el fin de asegurar que haya «Transcrito ABL suficiente». Consulte el Apartado 17., Guia de

solucid ﬁ@ma&

Ejem K

Ct Q—ABL del ensayo = 0; Ct de ABL = 24, que es mayor que «18».

qultado: NO VALIDO [Transcrito ABL insuficiente] (INVALID [Insufficient ABL transcript]). Consulte la Figura 6.

(<O
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Figura 6. Ventana Ver resultados (View Results) ¢ an&Xpert Dx: NO VALIDO [Transcrito ABL insuficiente]
15.6 ERROR

Figura 7. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx: ERROR
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16. Limitaciones del ensayo

El producto esta indicado exclusivamente para el uso diagnostico in vitro.

Precaucion: La legislacion federal estadounidense restringe la venta de este dispositivo a un profesional sanitario colegiado
o por orden facultativa.

El ensayo no esta concebido para utilizarse con calibradores externos.
La precision del ensayo no se ha demostrado ni se garantiza por debajo de MR4,5.

El ensayo no esta indicado para determinar la suspension del tratamiento con ITC ni para el seguimiento tras la su $
del tratamiento.

El rendimiento de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra se evalud tinicamente con los procedimientos descrito@te
prospecto. Las modificaciones de estos procedimientos pueden afectar al rendimiento de la prueba.

Este producto esta validado para sangre recogida en tubos con EDTA. 6

No utilice heparina como anticoagulante, ya que podria inhibir la reaccion PCR. @

No se han validado tipos de muestras con citrato sédico (NaCitrate), capa leucocitaria y mg \ea.

an correctamente, o si se
ecesario para evitar resultados

La prueba puede arrojar resultados erroneos si las muestras no se recogen, manipulag
confunden las muestras. El estricto cumplimiento de las instrucciones de este prosp
erroneos.

La prueba Xpert BCR-ABL Ultra solamente esta disefiada para detectaicz@tos de fusion el3a2/b2a2 y el4a2/b3a2
do |

de p210 BCR-ABL, pero no para distinguir uno del otro. No se ha eval apacidad para detectar otros transcritos de
fusion aparte de los descritos en estas instrucciones de uso. La prueba no ta puntos de ruptura menores o micro,

microeliminaciones ni mutaciones. @
Xpert BCR-ABL Ultra no esta indicado para detectar ela2 (p190), e['9a2 (p230) ni otras translocaciones menores que
pudieran estar presentes en una muestra de sangre periféric aciente con leucemia.

La prueba Xpert BCR-ABL Ultra no detecta transcri n e13a2/b2a2 aberrantes, en los que se eliminan partes de la
secuencia adyacentes al punto de ruptura.

En algunas muestras con un recuento de leucocitos ghuy elevado (superior a 30 millones de c¢lulas/ml), Xpert BCR-ABL
Ultra puede arrojar un resultado NO VALIDO (INVALID) (tipo 2) debido a una concentracion excesiva de BCR-ABL o ABL
en la muestra. Consulte Tabla 4, Guia de s de problemas para obtener mas informacion.

Algunas muestras con niveles muy bajos de%ranscritos de ABL o concentraciones de leucocitos inferiores a 150 000 células/
ml pueden notificarse como NO VALID) (tipo 1). Un resultado indeterminado no excluye la presencia de niveles
muy bajos de células leucémicas aciente.

El transcrito CML p230 con@punto de rutpura e19a2 puede producir un resultado positivo para BCR-ABL inferior al
limite de deteccion dgl e@) ,0030 % (IS)/MR4,52) cuando la prueba se realiza con niveles altos de diana (>3,52 log por
encima del LD). \

Las mutaciones o &rﬁsmos en las regiones de union de sondas o cebadores pueden afectar a la deteccion de variantes
de nuevas o d das, y pueden producir un resultado negativo falso.

Algunos
de MR4

s con niveles muy bajos de transcrito BCR-ABL1 (es decir, por debajo del LD 0,0030 % [1S] o por encima
eden notificarse como NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente] (NEGATIVE [Sufficient ABL transcript]) . Por
ultado No detectado no excluye la presencia de niveles bajos de células leucémicas en el paciente.

ta
. @X&yo esta validado para utilizarse en el sistema GeneXpert Dx (GX-I, GX-II, GX-1V, GX-XVI) y en el sistema
n

<

pert Infinity (Infinity-48s e Infinity-80).
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17.

Guia de solucién de problemas

Tabla 4. Guia de solucién de problemas

Resultado de la
prueba

Causas posibles

Sugerencias

NO VALIDO (INVALID)

Tipo 1: Fallo del control endégeno ABL:
* Muestra de mala calidad
* Inhibicién de la RT-PCR

« SiCtde ABL > 18 o el valor extremo
<200;

« Compruebe la calidad de la muestra (p. €j., si

han excedido los requisitos de almacena to
de la muestra, como el tiempo y la te a).
* Repita la prueba con la muestra DD esta

tal como se describe en el Apartado 18.1,
Procedimiento de repetici a prueba en caso
de ERROR o0 NO VA\ VALID) (tipo 1).

n
disponible) o con el lisado conse% un
cartucho nuevo, siguiendo el. ocedimiento

Tipo 2: No se puede determinar la
concentracion de transcritos de BCR-ABL
debido a que la muestra contiene un
exceso de transcritos de BCR-ABL o de
ABL (Ct < 8)

Repita la prueba co u8stra original (si esta
disponible) o co conservado y un cartucho
nuevo, siguien cedlmlento tal como se

descrlbe ene ado 18.2, Procedimiento de
repetici Q rueba en caso de ERROR (cédigo
2008 VALIDO (INVALID) (tipo 2)

ERROR (cédigo 2008)

La presidn excede el limite (mensaje de

error 2008)
%
N
Y4
NN

. CoMbe la calidad de la muestra

. pruebe si el recuento de LEU es muy
evado

Repita la prueba con la muestra original (si esta
disponible) o con el lisado conservado y un
cartucho nuevo, siguiendo el procedimiento

tal como se describe en el Apartado 18.2,
Procedimiento de repeticion de la prueba en caso
de ERROR (cédigo 2008) o NO VALIDO
(INVALID) (tipo 2).

ERROR (cédigos 5006,
5007, 5008 y 5009%)
* Estano es unallista

completa de codigos
de ERROR.

Fallo de compro@ e la sonda

Repita la prueba con la muestra original (si esta
disponible) o con el lisado conservado y un
cartucho nuevo, siguiendo el procedimiento

tal como se describe en el Apartado 18.1,
Procedimiento de repeticion de la prueba en caso
de ERROR o NO VALIDO (INVALID) (tipo 1).

SIN RESULTADO
(NO RESULT)

O

<'%se produjo un corte del suministro
Neléctrico.

m%&r recogida de datos. Por ejemplo,

erador detuvo una prueba en curso

Repita la prueba con la muestra original (si esta
disponible) o con el lisado conservado y un
cartucho nuevo, siguiendo el procedimiento

tal como se describe en el Apartado 18.1,
Procedimiento de repeticion de la prueba en caso
de ERROR o NO VALIDO (INVALID) (tipo 1).

ﬂ,
18. R&cién de pruebas

18.1

(<O

Guia de solucién de problemas.

ocedimiento de repeticion de la prueba en caso de ERROR o NO VALIDO (INVALID) (tipo 1)

uelva a analizar las muestras con resultados ERROR o NO VALIDO (INVALID) debido a que el umbral de ciclo (Ct) de ABL
supera el valor de corte maximo valido (Ct >18) o a que el valor extremo es inferior al umbral configurado (<200). Consulte
también la Tabla 4,

1. Sidispone de suficiente volumen de muestra de sangre, repita la prueba desde el tubo de recogida de muestra de sangre
original, siguiendo el procedimiento del Apartado 11.2, Preparacion de la muestra.

O bien,

Apartado 11.2, Preparacion de la muestra, Paso 12.

Si el volumen de la muestra de sangre es insuficiente, se puede repetir la prueba con el lisado conservado en el

18
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18.2

QQ?

© 0 N AW

10.

11

A. Siellisado conservado en el Apartado 11.2, Preparacion de la muestra, Paso 12 se ha congelado, descongélelo a la
temperatura ambiente antes de utilizarlo.

B.  Asegtirese de que el lisado esté bien mezclado, agitando la muestra en un voértex a la velocidad maxima continuamente
durante 10 segundos y dejandolo a un lado durante 3 minutos para que se asienten las burbujas. Vaya al Paso 3.

Transfiera 1 ml del lisado preparado a un nuevo tubo cénico de 50 ml.

Afiada 1,5 ml de reactivo de lisis (LY) al nuevo tubo cénico que contiene el lisado.

Agite la muestra continuamente en un mezclador vortex a la velocidad maxima durante 10 segundos. *
Incube a temperatura ambiente durante 10 minutos. OQ
Afiada al mismo tubo conico 2 ml de etanol absoluto para reactivos (no suministrado). O

Agite la muestra continuamente en un mezclador vortex a la velocidad maxima durante 10 segundos.a

Levante la tapa del cartucho para abrirlo y transfiera el contenido completo de una (1) ampolla de de lavado a la
camara correspondiente (que tiene la abertura pequefia). Consulte la figura 1.

Pipetee todo el contenido de la muestra preparada en la cdmara de muestras (abertura granb\\sulte la Figura 1.

. Cierre la tapa del cartucho. Inicie la prueba (consulte el Apartado 11.5, Inicio de la ﬁv
Procedimiento de repeticion de la prueba en caso de ERROR (co6digo 2008 [% ALIDO (INVALID) (tipo 2)

Vuelva a analizar las muestras con concentraciones de transcritos de BCR-ABL o or'debajo del valor de corte minimo
valido (Ct<8) o cuando se exceda el limite de presion. Consulte también la T a de solucion de problemas.

1.
2.

4
5.
6
7
8

Afiada 100 pl de PK (proteinasa K) al fondo de un tubo cénico nuevo defd0 ml.

Si dispone de suficiente volumen de muestra de sangre, repita la p desde el tubo de recogida de muestra de sangre
original. Aseglrese de que la muestra de sangre esté bien mezclada; i iendo el tubo de recogida de sangre 8 veces
inmediatamente antes de pipetear. Vaya al Paso 3. \'

O bien, O

Si el volumen de la muestra de sangre es insuficiente, e repetir la prueba con el lisado conservado en el
Apartado 11.2, Preparacion de la muestra, Paso 12.

A. Siellisado conservado en el Apartado 142, ﬁeparaci(’)n de la muestra, Paso 12 se ha congelado, descongélelo a la
temperatura ambiente antes de utili i utiliza un lisado refrigerado, espere a que se equilibre a la temperatura

ambiente antes de utilizarlo. Q
B.  Asegtrrese de que el lisado géte bigmunezclado, agitando la muestra en un vortex a la velocidad maxima continuamente
durante 10 segundos y dejandolosa un lado durante 3 minutos para que se asienten las burbujas. Vaya al Paso 3.

Afada 50 pl de la muestra d re (si esta disponible) u 80 pl del lisado sobrante del Apartado 11.2, Preparacion de la
muestra, Paso 12, al tubo a contiene proteinasa K.

A.  Agite la mue M amente en un mezclador vortex a la velocidad maxima durante 3 segundos.

B. Incubeate S&ra ambiente durante 1 minuto.

Afada 2,5

Agite la

I peratura ambiente durante 10 minutos.
al mismo tubo coénico 2 ml de etanol absoluto para reactivos (no suministrado).

% la muestra continuamente en un mezclador vortex a la velocidad maxima durante 10 segundos.

tivo de lisis (LY) al nuevo tubo conico que contiene el lisado.

ra’continuamente en un mezclador vortex a la velocidad maxima durante 10 segundos.

Levante la tapa del cartucho para abrirlo y transfiera el contenido completo de una (1) ampolla de reactivo de lavado a la
camara correspondiente (que tiene la abertura pequefia). Consulte la Figura 1.

Pipetee todo el contenido de la muestra preparada en la camara de muestras (abertura grande). Consulte la Figura 1.

Cierre la tapa del cartucho. Inicie la prueba (consulte el Apartado 11.5, Inicio de la prueba).

Valores esperados

El rango de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra abarca los puntos de decision clinica claves para el seguimiento de la LMC (que
vande MR 1 a 4,5)5 con la deteccion cuantitativa del ARNm de BCR-ABL (transcritos e13a2/b2a2 o el4a2/b3a2) y el ARNm
del control endégeno ABL. Los valores esperados estan dentro del rango de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra, del 0,0030 al
55 % (IS) (MR4,52 a MRO0,26).
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20. Eficacia diagnéstica

20.1 Eficacia clinica
El rendimiento clinico de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra se evalu6 en cuatro centros estadounidenses como parte de un
estudio clinico multicéntrico. Tres centros adicionales se utilizaron inicamente como centros de recogida de muestras. El estudio
se llevo a cabo con muestras de sangre completa con EDTA recogidas de forma prospectiva de pacientes con LMC en cualquier
estadio de la enfermedad, después del diagnoéstico inicial, con o sin exposicion previa a un tratamiento con inhibidor de la
tirosina cinasa u otro tratamiento para la LMC. Ademas, el estudio incluyé muestras sobrantes almacenadas en forma de li
congelados, preparadas a partir de sangre completa con EDTA de la misma poblacion de pacientes. Se comparo el ren to,

de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra con el de un ensayo molecular aprobado por la FDA que detecta y cuantifica 1 1tos
de ARNm de los tipos de translocacion p210 (el3a2/b2a2 o el4a2/b3a2), y utiliza ABL como transcrito de A@ ntrol
enddgeno.

Inicialmente se incluy6 un total de 266 muestras aptas en el estudio, de las cuales se excluyeron 57 debi uso de un
procedimiento obsoleto en el método de extraccion (27), a que no finalizo la extraccion de sangre del ), a un retraso
en el envio o la prueba (6), a un volumen insuficiente para la prueba (6), al fallo de la prueba co; (6) o al uso de un
archivo de definicion del ensayo incorrecto para Xpert BCR-ABL Ultra (4), lo que deja 209 mu%nalizadas.

De las 209 muestras, el 97,1 % (203/209) de los resultados del Xpert BCR-ABL Ultra fuero tos en el primer intento y
arrojaron una tasa inicial de indeterminados del 2,9 % (6/209); de estos, el 99,5 % (208/ %eron correctos cuando se repitio
la prueba, lo que da una tasa final de indeterminados del 0,5 % (1/209)

De las 208 muestras disponibles para el analisis, 150 (72,1 %) eran muestras cong 58 (27,9 %) eran muestras frescas,
obtenidas de forma prospectiva, que contaban con informacion demografica. estras frescas, 24 (41,4 %) se obtuvieron

de mujeres y 34 (58,6 %) de varones. La media de edad de los sujetos que pr naron las muestras frescas fue de 60,5 aflos
(rango 28-85 afios).

De los 208 resultados disponibles para el andlisis, 147 estuvieron dg tro@ango cuantitativo notificable para ambos ensayos
[0,0030 % - 55 % (IS)/MR4,52 - MRO0,26 para Xpert BCR-ABL hy,0,0020 % - 50 % (IS)/MR4,72 - MRO,30 para el ensayo
comparativo]: 117 de estas muestras fueron de lisados sobrantes @ elados y 30 fueron muestras frescas recogidas de forma
prospectiva. El rendimiento de la prueba Xpert BCR-AB ente al ensayo comparativo se evaluo utilizando una regresion
de Deming para determinar la pendiente y la ordenada al origen. La Figura 8 muestra los analisis de regresion de Deming y de
regresion lineal de los 147 resultados del ensayo (mloreyMR).

A N
5 | [Estimaciones de los parametros & . ]
Regresion de Deming: Y=0 0@ P /}g
Regresion lineal: Y=0,2804+0)9580*X o O =" 0
- ; 0 }z}"’ ® 5
4 - |R=0,9348, R cuadrada=0,8738 (o] o OOO 6o
0 g5%0 o
o OO o] (Y ? o]
00 &
O 1 00 -
o%o o
0O o
3
T O
/9;3 O
o= (;Q) o)
RO
1 1 I I
1 2 3 4
MR del ensayo comparativo
Tipo — - — Regr. Deming—— —Regr. lineal
Figura 8. Analisis de regresion de Deming y lineal
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La pendiente y la ordenada al origen de la regresion de Deming fueron 1,0266 y 0,0600 respectivamente. A partir de estos
resultados, el sesgo previsto en la MMR (MR3) se calcul6 en MR0,1244 (intervalo de confianza del 95 % de 0,0969 — 0,1519).
También se llevo a cabo un andlisis de diferencias de Bland-Altman con los 147 resultados cuantitativos que estuvieron dentro

del intervalo notificable tanto con la prueba Xpert BCR-ABL Ultra como con el ensayo de la competencia. El grafico de Bland-
Altman (consulte la Figura 9) muestra 2 SD por encima y por debajo de la diferencia media observada. También se muestra la

linea de tendencia del sesgo a través del rango de MR.
2 Qﬁ

3
A C)O ° -0,5372

MR de Xpert - MR del ensayo comparativo

-2 -

T T T
1 \ 3 4
Media

Q\%dif. ——— Regresion |
Figura 9. Analisis de difere Bland-Altman entre el MR de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra 'y
ehiViF d

e BCR-ABL del ensayo comparativo

Se calculd una diferencia media (sesg) de 0,1336 con una SD de 0,3354. La mayoria de los resultados (96,6 %, 142/147)
estuvieron dentro del rangq, de @ SD (entre -0,5372 y 0,8044).

21. Rendimiento analﬂ%

21.1  Trazabilidad al pa a OMS
La trazabilidad al pti panel de referencia genética internacional de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la
cuantificacion translocacion de BCR-ABL por RQ-PCR [1%t World Health Organization (WHO) International Genetic
Referen r quantitation of BCR-ABL translocation by RQ-PCR] (codigo NIBSC: 09/138) se demostré midiendo el
panel d%‘ cia de la OMS con 3 lotes de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra y comparando los valores medidos con los
publi las Instrucciones de uso del panel de referencia.!® Cada uno de los 4 miembros del panel de referencia se analizd
co\@limo de 10 réplicas por lote del kit del ensayo. Los valores de MR medidos para cada concentracion del panel
rincipal de la OMS se calcularon por regresion a cada lote de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra (es decir, los miembros del
el de la OMS se trataron como muestras clinicas y se ajustaron al modelo de regresion lineal de la curva estandar del
nsayo). Ademas, se compararon los valores de MR medidos con los valores de MR publicados a través de un analisis de
regresion adicional, para determinar los valores de pendiente y ordenada al origen. La pendiente fue cercana a uno (0,96 a 1,1)
y la ordenada al origen calculada fue cercana a 0 (-0,03 a -0,06).
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21.2

Lote 1 Lote 2
MR1.0{10%)- y = -0.06 + 1.0x, R” = 0.992 MR1.0(10%)- y=-0.04 + 0.96x, R®= 0.992 2

n
3
5 MR2.0(1.0%}; MR2.0{1.0%)-
]
£
b4 MR3.0(0.1%)-
= MR3.0(0.1%)-
o
©
> MR4.0(0.01%)- %

s MR4.0(0.01%)-

- -

1 1 1 1 1

MR4.0(0.01%  MR3.00.1%) MR2.0(1.0%) MR1.0(10%) MR4.0(0.01%  MR3.0(0.1%) 2.08,0%) MR1.0(10%)

Valores %(/S)/MR publicados para
el patrén principal de la OMS

Valores %(IS)/M @dos para
el patrén princi a OMS
N

Lote 3

MR1.0(10%)- y =-0.03 + 1.1x, R"= 0.994

MR2.0(1.0%)-

MR3.0(0.15%) : @,
o

3.0(0.1%)

Valores medidos

MR4.0(0.01%)-

MRI.G‘C 10%)

Valores %(IS)IMR publicados para
on principal de la OMS

1
MR4.0(0.01% MR2.0(1.0%)

s para el panel de referencia principal de la OMS, lote a lote.

Vé\a >
Figura 10. Valores medidos frente a
C

Los valores de MR generados por el ki @ R-ABL Ultra (eje Y) se trazaron frente a los valores MR publicados en las
Instrucciones de uso del panel de referchgiagprincipal de la OMS (eje X). Los tres lotes se representan con puntos de datos

(negros). Los analisis de regresiéw intervalos de confianza se basan en los datos de cada lote por separado.

Linealidad y rango diné’mi

La linealidad se evaluo d @dependiente para cada uno de los dos puntos de ruptura principales, e13a2/b2a2 y
el4a2/b3a2, utilizando & clinicas de LMC especificos para una alta concentracion del punto de ruptura el3a2/b2a2 o
el4a2/b3a2. El lisad a muestra de LMC con una concentracion alta de transcritos de BCR-ABL se diluy6 en un lisado
ir de una muestra clinica negativa para LMC con rangos diana de ~50 % (ZS)/MRO0,30 a 0,000625 %
bros del panel, incluido el nivel negativo, se analizaron en dos lotes del kit del ensayo, en réplicas de

(IS)/MRS5,20.

4 por lote d

Las pru s analisis estadisticos se realizaron de acuerdo con CLSI EP06-A. Se realizaron andlisis de regresion lineal
pata @ ios de primer, segundo y tercer grado. Los resultados para cada punto de ruptura se consideraron lineales si los
c& tes polindmicos no eran significativos (valores de p > 0,05). Las curvas de regresion lineal para ambos transcritos se
ng an en la Figura 11 y la Figura 12 a continuacion.

(<O
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Figura 11. Curvas de regresion lineal ;@ranscrito de punto de ruptura e13a2/b2a2
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Figura 12. Curvas de regresion lineal para el transcrito de punto de ruptura e14a2/b3a2
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Los valores calculados de ordenada al origen, pendiente y R? de la regresion del modelo lineal se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Coeficientes de regresion del modelo lineal

Punto de ruptura | Ordenada al origen | Pendiente R?
e13a2/b2a2 -0,05833 0,99501 0,98304
e14a2/b3a2 0,03647 1,03153 0,9788 *
En conjunto, los datos apoyan una observacion de linealidad desde al menos el 55 % (IS)/MR 0,26 hasta ~0,0019 %
(IS)/MR4,75 con una SD maxima de 0,26. El rango notificable va desde los limites de linealidad en el 55 % (Z sta

el limite de cuantificacion en el 0,0030 % (IS)/MR4,52.

Sensibilidad analitica (limite de deteccion, limite de cuantificacion, limite de blanco)
Se calcul6 el limite de deteccion (LD) para los dos puntos de ruptura, el3a2/b2a2 y el4a2/b3a2, analizan@
de muestras positivas altas para LMC [>10 % (IS)/MR1]. asi como muestras positivas bajas para LM@
datos de cada punto de ruptura de todas las diluciones y muestras se compilaron por separado y%

iluciones seriadas
(IS)/MR3]. Los
0 el LD mediante un

analisis de regresion probit. El analisis resultante arrojé un LD estimado de 0,0035 % (IS)/MR. el punto de ruptura

el3a2/b2a2 y de 0,0030 % (IS)/MR4,52 para el punto de ruptura el4a2/b3a2. &3

El LD se verifico adaptando el método no paramétrico descrito en el documento guia del P17-A2 (Tabla 6). Se diluyeron
dos muestras individuales positivas para LMC que representaban cada punto de rupturd a Bma concentracion diana de 0,0030 %
(IS)/MR4,52. Para el3a2/b2a2, 2 operadores analizaron 94 réplicas con 4 lotes delQ rueba a lo largo de 4 dias. Para
el4a2/b3a2, 2 operadores analizaron 101 réplicas con 4 lotes del kit de prueb@ a lg o de 7 dias.

Tabla 6. Limite de deteccion vﬂ:ado en % (IS)/MR

Punto de ruptura | Positivos/réplicas ,% despositivos | Mediana del % (IS)/MR
e13a2/b2a2 90/94 95,74 % 0,0030 % (/S)/MR4,52
h
e14a2/b3a2 97/101& 96,04 % 0,0029 % (/S)/MR4,55

Debido a que la prueba Xpert BCR-ABL Ultra no distingue hre los dos puntos de ruptura, e13a2/b2a2 y el4a2/b3a2, el mayor
de los dos se considera el LD del ensayo. Por lo tantp, el’LD global del Xpert BCR-ABL Ultra tanto para el3a2/b2a2 como para
el4a2/b3a2 es del 0,0030 % (IS)/MR4,52. ﬁ

El limite de cuantificacion (LC) se calculd ¢ atds obtenidos de los estudios de LD. La media y la desviacion estandar
para valores de % (IS) y los valores de /MRyg&calcularon para las réplicas a concentraciones iguales al LD, 0,0030 % (IS)/
MR4,52, o superiores con una positivior o igual al 95 %. El LC del ensayo esta limitado por el LD del ensayo; por lo
tanto, se determind que el LC era igual al*ED, 0,0030 % (IS)/MR4,52. Los resultados se evaluaron también contra los criterios
de aceptacion de la desviacion es@ (SD) <0,36. La desviacion estandar de MR tanto para el3a2/b2a2 (rango de SD
observado, MRO,27-MRO,3.4) ara el4a2/b3a2 (rango de SD observado, MR0,29-MR0,31) estuvieron dentro de los

criterios de aceptacion. \e

El limite del blanco (L termind utilizando 50 muestras de donantes de sangre normales sanos, presumiblemente sin
LMC, extraida en t EDTA. No se observaron valores de BCR-ABL medibles con ninguna de las pruebas. Por tanto,
se determind un oBal del 0,00 % (IS).

Especificidadhanalitica

Se eval llusividad de la especificidad analitica y clinica de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra analizando muestras

de sa pleta con EDTA extraidas de cincuenta (50) donantes sanos (sin LMC) y veinte (20) muestras leucémicas

(5 LA). La especificidad del punto de ruptura se determiné analizando sangre con EDTA de donantes normales sanos
o&co (5) lineas celulares de leucemia diferentes, que representaban los 3 diferentes tipos de leucemia (LMC, LLA y LPA)
5 puntos de ruptura de la enfermedad: K562 (LMC/el4a2/b3a2) y BV173 (LMC/el13a2/b2a2) se utilizaron como controles
ositivos; la especificidad se evalué en SUP-B15 (LLA/ela2), AR230 (LMC/e19a2) y NB4 (LPA/PML-RARA).

La prueba Xpert BCR-ABL Ultra no detectd ninguna sefial de BCR-ABL en ninguna de las muestras de donantes sanos sin
LMC ni en las muestras de leucemia LMA/LLA evaluadas en este estudio.

24

Xpert® BCR-ABL Ultra
302-0738-ES Rev. C enero de 2021



Xpert® BCR-ABL Ultra

215

21.6

22,

(<0

Entre las lineas celulares de leucemia analizadas, las lineas celulares de LMC (K562 y BV173) con puntos de ruptura p210
principales arrojaron los resultados positivos esperados. La linea celular de LMC (AR230) con el punto de ruptura p230 e19a2
mostré un resultado POSITIVO [Por debajo del LD; >MR4,52/<0,0030 % (/S)] (POSITIVE [Below LoD; >MR4.52/ <0.0030% (/S)])
para 1 de las 4 réplicas analizadas a la concentracion diana del 10 % (IS)/MR1,00, basandose en el numero de células K562.
El resultado positivo de la linea celular AR230 fue para una concentracion diana 3,52 logs superior al LD del ensayo y no se
observo con las concentraciones mas bajas, del 1 % (IS)/MR2,00 y el 0,1 % (ZS)/MR3,00.

La prueba Xpert BCR-ABL Ultra es especifica para el transcrito de fusion p210 BCR-ABL asociado a la LMC y tiene un*

especificidad analitica del 100 % para las muestras de sangre con EDTA sin LMC.
Contaminacién por arrastre
Se realiz6 un estudio para demostrar que los cartuchos GeneXpert autdbnomos de un solo uso previenen la confami por

arrastre de cartuchos analizados secuencialmente en el mismo modulo. Para demostrar esto, se analizaron muestrasgnegativas a
continuacion de muestras positivas muy altas en el mismo modulo GeneXpert. Este estudio consistié en esar una muestra
normal con EDTA NEGATIVA (NEGATIVE) (sangre negativa para LMC) en el mismo médulo Gene mediatamente
después de procesar una muestra POSITIVA (POSITIVE) alta (sangre positiva para LMC simulaga 4,5 x 10° células
K562/ml anadidas a sangre negativa para LMC para obtener ~10 % (1S)/MR1,00. Esta secuencia\ as se repitid cinco
veces en cada uno de los cuatro mdédulos GeneXpert. Las veinte muestras positivas para BCR-@S notificaron correctamente
como POSITIVO [### % (IS) y MR#,##] (POSITIVE [#.##% (IS) and MR#.#4]), mientras q e muestras negativas para
BCR-ABL se notificaron correctamente como NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente] VE [Sufficient ABL transcript]).

Sustancias potencialmente interferentes

En este estudio se evaluaron cinco sustancias que podrian estar presentes en s de sangre completa con EDTA y
G
2.

podrian interferir con el rendimiento de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra. L uestos y las concentraciones analizados
(consulte la Tabla 7) se basaron en la guia del documento del CLSI EP07-A sustancias interferentes se analizaron en el
fondo de muestras clinicas de sangre completa con EDTA con LMC que sentaban tres concentraciones, con cinco muestras
por concentracion: >1 % (IS)/<MR2, 0,1-1 % (IS)/MR3-MR2 y <08,% (/$>MR3. Los controles de la prueba fueron muestras
clinicas de sangre completa con EDTA con LMC y la concentracj '&ranscrito BCR-ABL correspondiente, sin la sustancia
interferente. Cada muestra de LMC se analiz6 en ausencia y de las cinco sustancias interferentes individuales, en

4 réplicas por condicion.

Se consider6 que una sustancia no era interferente si en su presencia la relacion % medio (IS)/MR observada estaba dentro de

una diferencia de 3 veces, en comparacion con el cijtro(

No se observaron efectos inhibidores clinicam ificativos sobre la prueba Xpert BCR-ABL Ultra con ninguna de las

sustancias interferentes evaluadas en este es ungue se observo cierta variabilidad y diferencias estadisticamente
significativas (valor de p<0,05) en algup@S*eondiciones analizadas, las proporciones % (IS)/MR notificadas para las condiciones
de prueba y control estuvieron dentro de g0 aceptable de 3 veces.

Tabla 7. Sustancias potencialmente interferentes analizadas con la prueba Xpert BCR-ABL Ultra

stancias interferentes | Concentracién analizada
’\( Bilirrubina no conjugada 20 mg/dl
\. Colesterol, total 500 mg/dl
@' Triglicéridos, total (lipidos) 1800 mg/dI
@ Heparina 3500 U/l
K EDTA (extraccion corta) 750 mg/dl (5X)

Preci Qreproducibilidad

L @n y la reproducibilidad de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra se evaluaron en un estudio multicéntrico segin se indica
en | ias CLSI EP05-A3, «Evaluation of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods; Approved
uideline» y CLSI EP15-A3, «User Verification of Performance for Precision and Trueness, Approved Guideline».

e prepard un panel de once muestras que incluia lo siguiente: Una muestra negativa para BCR-ABL, dos muestras cerca del
limite de deteccion (LD) y ocho muestras con niveles de respuesta molecular (MR) 1-4, utilizando las dos dianas detectadas por
la prueba Xpert BCR-ABL Ultra: e13a2/b2a2 y el4a2/b3a2. El panel de muestras se obtuvo diluyendo un lisado a granel de
muestras con un alto %BCR-ABL/ABL de pacientes con LMC en sangre completa combinada, recogida de donantes sanos,
hasta obtener la concentracion deseada.

Tabla 8 muestra las once muestras incluidas en este estudio.
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Tabla 8. Panel de reproducibilidad para Xpert BCR-ABL Ultra

mNd::t(:a Descripcion % (IS)
1 MR1,0 e13a2/b2a2 BCR-ABL a ~ 10 % (/S)
2 MR1,0 e14a2/b3a2 BCR-ABL a ~ 10 % (/S)
3 MR2,0 e13a2/b2a2 BCR-ABLa ~ 1 % (IS) %
4 MR2,0 e14a2/b3a2 BCR-ABLa ~ 1 % (IS) Q
5 MR3,0 e13a2/b2a2 BCR-ABL a ~ 0,1 % (IS) O
6 MR3,0 e14a2/b3a2 BCR-ABL a ~ 0,1 % (IS) O
7 MR4,0 e13a2/b2a2 BCR-ABL a ~ 0,01 % (IS)
8 MR4,0 e14a2/b3a2 BCR-ABL a ~ 0,01 % (IS) 6
9 Cerca del LD e13a2/b2a2 |BCR-ABL a ~ 0,005 % g QO
10 Cerca del LD e14a2/b3a2 |BCR-ABL a ~ 0,005 % N
11 Negativo BCR-ABL no detectar -

Cada uno de los once miembros del panel se analizo por duplicado dos veces al dia en cu; \&s diferentes por cada uno de los
tres operadores distintos en tres centros diferentes. Se utilizaron tres lotes de kits Xpe BL Ultra y cada operador realizd
las pruebas con un lote (3 centros x 3 lotes x 1 operador/lote x 4 dias x 2 analisis/ r x 2 réplicas/analisis = 144 réplicas/
miembro del panel).

Los resultados cuantitativos se analizaron por analisis de varianza (ANOVA)Qentiﬁcaron los componentes principales de
la varianza.

Los analisis ANOVA para cada miembro del panel se muestran en ﬁ@

Tabla 9. Estudio de reproducibilid{iﬁ tados del analisis de varianza

Muestra N Media S_D del cen@‘ SD del SD'deI _ SD SD

(MR) |nstrum31to operador/lote dia intraensayo | total®
e | | 0me |\
s | o0 | ow | o | e
cSinas |0 ([ o | e Jem | oo fer
Diana MR20 ,{@Z,og 0,03 0,07 0,02 0,10 0,13
Dt (O | 200 | o
ene ¥ U 4 | 32 0,06 0,08 0 0,11 0,15
y, \";‘20 143> | 3,67 0,03 0,02 0 0,15 0,15

a. La prueba Xpert BCR-ABL Ultra realizada en los sistemas GeneXpert Dx y GeneXpert Infinity integra la purificacion de
muestras y la amplificaciéon de acidos nucleicos. La variabilidad global de la prueba observada en este estudio (expresada
como SD total) incluye la variabilidad aportada tanto por la preparacion de la muestra en el instrumento como por los
pasos de RT-gPCR.

b.  Se elimind del andlisis una réplica que cumplié los requisitos de valor atipico a la concentracién del 99 % segun CLSI
EP15-A3.
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c. 4 muestras de los 144 resultados de la prueba dieron un resultado NEGATIVO (NEGATIVE).
d. 1 muestra de los 144 resultados de la prueba dio un resultado NEGATIVO (NEGATIVE).

La desviacion estandar total observada para las muestras en MR1, MR2 y MR3 fue < 0,15. La desviacion estandar total maxima
observada para las muestras cercanas al LD y MR4 fue de 0,33.
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24. Ubicacién de las oficinas centrales de Cepheid

Oficinas centrales corporativas Oficinas centrales europeas
Cepheid Cepheid Europe SAS
904 Caribbean Drive Vira Solelh
Sunnyvale, CA 94089 81470 Maurens-Scopont
Estados Unidos Francia A
Teléfono: + 1 408 541 4191 Teléfono: + 33 563 825 300 Q
Fax: + 1 408 541 4192 Fax: + 33 563 825 301 O
www.cepheid.com www.cepheidinternational.com

25. Asistencia técnica 6

Antes de ponerse en contacto con el Servicio técnico de Cepheid, reuna la informacion siguientc\\@

. Nombre del producto O
. Numero de lote \K
. Numero de serie del instrumento Q

Mensajes de error (si los hubiera)

. Version de software y, si corresponde, «Service Tag» (nimero de servici@eo) del ordenador.

Informacion de contacto @»

Estados Unidos FNC'ia
Teléfono: + 1 888 838 3222 @fono: + 33 563 825 319
Correo electrénico: techsupport@cepheid.com orreo electronico: support@cepheideurope.com

La informacion de contacto de todas las oficinas deljservicio técnico de Cepheid esta disponible en nuestro sitio web:
www.cepheid.com/en/CustomerSupport.
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26. Tabla de simbolos

Simbolo Significado

Numero de catalogo
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Solo para uso diagnéstico in vitro
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Cadigo de lote

No volver a utilizar

Advertencia

Consultar las instrucciones de uso

Fabricante

Pais de fabricacion

Contiene una cantidad suficiente para <n> pruebas

(2
o
4
—
A
o

L|[Control

Fecha de caducidad

Limites de temperatura

Riesgos bioldgicos

=°

Inflamable
4

A

Y4

Peligro para la salud

)

B(omy Para uso exclusivo CW

o)
N
R

Sunnyvale, CANQ4089-1189 USA
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