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Xpert® Factor Il & Factor V

Para uso diagnostico in vitro. @

1 Nombre patentado

Xpert® FII & FV < ’

2 Denominacion comun o habitual 6
Ensayo Xpert Factor I & Factor V

Xpert Factor II & Factor V \\@

3 Indicaciones &a

El ensayo Xpert® Factor II & Factor V es una prueba cualitativa de genotipificacion dia & in vitro para la deteccion de
alelos del factor I y del factor V a partir de sangre completa anticoagulada con citrat@ o EDTA. La prueba se realiza en
el software del sistema Cepheid GeneXpert® Dx version 4.0 o superior. Esta prueb ncebida para proporcionar resultados
sobre mutaciones del factor IT (G20210A) y del factor V (G1691A) Leiden agin"d litar el diagnoéstico de personas que se
sospecha que sufren trombofilia. C)

4 Resumen y explicacion @
La asociacion de las mutaciones del factor II (G20210A) y del factoe V Letden (G1691A) a un mayor riesgo de trombosis

venosa estd muy bien documentada.' %34 El factor II ¢.*97G> ignaba previamente como G20210A o 20210G>A4, y se
conoce comunmente como protrombina, o factor II (G20210 en la prueba Xpert Factor II & Factor V. La mutacion del
factor II (G20210A) se refiere a la transicion de una G po n el nucledtido 20210 de la region 3' no traducida del gen, y

se asocia a un incremento de los niveles plasmaticos de protr@mbina.

El factor V ¢.1601G>A (p.Arg534Gln) se designab. rev,iamente como G1691A o Arg506GIn y se conoce comunmente como
factor V Leiden o FVL>, o factor V (G1691A) n la prueba Xpert Factor II & Factor V. El factor V Leiden (G1691A) se
refiere a la transicion de una G por una A en egtido de la posicion 1691 del gen del factor V, lo que provoca una
sustitucion del aminoacido arginina por @en la proteina del factor V, lo que causa resistencia a la division por la

proteina C activada (APC).

Las mutaciones del factor II (G20210A) y del factor V Leiden (G1691A) estan presentes en el 2 % y el 5 %, respectivamente,
de la poblacién general.®

5 Principio del procgdi to

El sistema GeneXpert atiza e integra la purificacion de muestras, la amplificacion de acidos nucleicos y la deteccion
de la secuencia dian; %@re completa mediante ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real. El
sistema consta de rumento, un ordenador personal, un lector portatil de codigos de barras y software precargado para
realizar prueb er'los resultados. El sistema requiere el uso de cartuchos desechables de un solo uso que contengan los
reactivos, p: CR y alojen el proceso de la PCR. Dado que los cartuchos son independientes, se elimina el riesgo de
contamingc ruzada entre las muestras. Si desea obtener una descripcion detallada del sistema, consulte el Manual del
operq sistema GeneXpert Dx.

Ele Xpert Factor II & Factor V incluye reactivos para la deteccion de alelos normales y mutantes del factor II y del factor
a partir de sangre completa anticoagulada con citrato sodico o EDTA. Cada cartucho del ensayo contiene también un control
comprobacion de la sonda (PCC) que verifica la rehidratacion de los reactivos, el llenado del tubo de PCR en el cartucho, la

ntegridad de las sondas y la estabilidad de los colorantes.

Q Los cebadores y las sondas del ensayo Xpert Factor II & Factor V determinan el genotipo del gen del factor II (en la posicion
20210) y/o del gen del Factor V (en la posicion 1691).

Xpert® Factor Il & Factor V 1
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6 Reactivos

6.1 Materiales suministrados

W El kit del ensayo Xpert Factor I & Factor V contiene reactivos suficientes para procesar 10 muestras de pacientes o de control
de calidad.

El kit contiene lo siguiente:

Cartuchos del ensayo Xpert Factor Il & Factor V con tubos de reaccion integrados 10 @

Microesfera 1 y microesfera 2 (liofilizadas) 1 de cada p
Reactivo 1 3,0 ml por a@-n

Reactivo 2 (clorhidrato de guanidinio) 3,0@anucho
CD 1&

o

* Archivos de definicion del ensayo (Assay Definition Files, ADF)
* Instrucciones para importar los ADF en el software GeneXpert

* Instrucciones de uso (prospecto) \g
N

Nota Las fichas de datos de seguridad (Safety Data Sheets, SDS) estén disponibles @M}de ASISTENCIA (SUPPORT) de

www.cepheid.com o www.cepheidinternational.com.

La albumina sérica bovina (BSA) del interior de las microesferas de este p@(e se obtuvo y se fabrico exclusivamente a partir de
plasma bovino originario de Estados Unidos. Los animales no fueron %n os con proteinas de rumiantes ni con otras proteinas
animales; los animales superaron las pruebas ante y post moértem. el procesamiento, no hubo mezcla del material con otros

materiales de origen animal. E
7 Conservacion y manipulacién

4@ . Conserve los cartuchos del ensayo Xpert Fac%}lag Factor V a una temperatura de 2-28 °C.

Nota

. No utilice cartuchos cuya fecha de caduci vencido.

. No abra un cartucho hasta que no gs o para realizar la prueba.

. Utilice el cartucho y los reactivosta de que transcurran 30 minutos después de abrir la tapa del cartucho.

8 Materiales requeridos p. no suministrados

. Sistema GeneXpert Dx umero de catalogo varia segun la configuracion): Instrumento GeneXpert, ordenador, lector de
codigos de barras y el operador del sistema GeneXpert Dx.

o N
El nimero de catalo JQtema GeneXpert Dx varia segun la configuracion. Péngase en contacto con Cepheid para obtener la
& M n

Nota configuracion des: umero de catalogo correspondiente.
. Siste eXpert Dx: Version 4.0 o superior del software.
. Pi a dispensar 50 pl de sangre anticoagulada con citrato sédico o EDTA con puntas de filtro resistentes a los

erdgoles.
P \ontrol de ADN HemosIL FII & FV, ref. 0020003500.

<
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©

N

Advertencias y precauciones

Trate todas las muestras bioldgicas, incluidos los cartuchos usados, como posibles agentes transmisores de infecciones. Con
frecuencia es imposible saber qué muestras podrian ser infecciosas, por lo que todas las muestras bioldgicas deben tratarse
tomando las precauciones habituales. Las directrices para la manipulacion de las muestras estan disponibles en los Centros
para el Control y la Prevencion de Enfermedades (Centers for Disease Control and Prevention)” de EE. UU. y el Instituto de

Normas Clinicas y de Laboratorio (Clinical and Laboratory Standards Institute)®.
Siga los procedimientos de seguridad de su centro para trabajar con productos quimicos y manipular muestras biologi A
Utilice los cartuchos antes de la fecha de caducidad indicada en el kit. Q
No abra la tapa del cartucho del ensayo Xpert Factor II & Factor V excepto cuando vaya a afiadir la muest#g. O

No utilice cartuchos que se hayan caido o agitado después de haber afiadido la muestra. G

No utilice cartuchos con tubos de reaccion danados (p. ¢j., doblados o rotos).

Cada cartucho de un solo uso del ensayo Xpert Factor II & Factor V se utiliza para procesar uga @rueba. No vuelva a
utilizar los cartuchos usados. U\

transmitir agentes infecciosos que requieren las precauciones habituales. Siga los p os de eliminacion de

desechos de su centro para la eliminacion adecuada de los cartuchos usados y los rg no utilizados. Estos materiales

pueden exhibir caracteristicas propias de los residuos quimicos peligrosos que requiereéh procedimientos especificos de

eliminacion de carécter nacional o regional. Si las normativas nacionale €S no proporcionan instrucciones claras
ologg

Las muestras biologicas, los dispositivos de transferencia y los cartuchos usados deben s 1 erados capaces de
1
t

en cuanto a los procedimientos de eliminacion adecuados, las muestras as y los cartuchos utilizados deben
desecharse de conformidad con las directrices de la OMS [Organizacion al de la Salud] en cuanto a la manipulacion y
eliminacion de desechos médicos. @.

Conserve el kit del ensayo Xpert Factor II & Factor V a una teﬁa a de 2-28 °C.
No abra la tapa del cartucho hasta el momento de realizar 1

Si la presion interna aumenta a mas del limite preaju abricante, el ciclo se interrumpirad automaticamente y se
notificara un resultado de ERROR.

10 Peligros quimicos® 1° 4

Pictograma de peligro del SGA de 1la ON @
Palabra de advertencia: ATENCION Q
a ON

Declaraciones de peligro del SG2 U
. Puede ser nocivo en casg de mngestion.
. Provoca irritacion ¢ a.

o F 3
. Provoca irritagi r grave.
Declaraciones de-‘s.%mién del SGA de 1a ONU
. Preven

. se concienzudamente tras la manipulacion.

levar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.
. puesta

\Q . EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y jabon abundantes.

. Se necesita un tratamiento especifico (ver informacion adicional de medidas de primeros auxilios).
. En caso de irritacion cutanea: Consultar a un médico.
. Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas.

. 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.

. Si persiste la irritacion ocular: Consultar a un médico.
. Llamar a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico en caso de malestar.

Xpert® Factor Il & Factor V 3
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Nota

12
121

Importante

Recogida, transporte y conservacion de las muestras
Para recoger una muestra adecuada, siga las instrucciones de este apartado al pie de la letra.

. La extraccion de sangre en tubos con los anticoagulantes EDTA o citrato sddico debera ser llevada a cabo tinicamente por
profesionales formados y con la debida autorizacion.

. No centrifugue ni concentre las muestras de sangre mediante retirada del plasma.

. Cuando se conserve a temperatura ambiente (22-28 °C), la sangre debera procesarse en las 24 horas posteriores a su
recogida. Si se van a conservar durante mas de 24 horas, las muestras deberan conservarse a una temperatura de 2-
Cuando se conserve a una temperatura de 2-8 °C, la sangre se mantendra estable un maximo de 15 dias. Las mi e
sangre también pueden conservarse a —20 °C o0 a —80 °C durante un méaximo de 3 meses. Se recomienda uffli amos de
conservacion compatibles con congeladores.

Deje que la sangre congelada se descongele por completo a temperatura ambiente. No se recomienda coné« descongelar la
sangre mas de una vez.
9 ‘\

. Mezcle la muestra por inversion 5 veces antes de transferirla al cartucho. O\\
Procedimiento 5\&
Preparacion del cartucho Q

Inicie la prueba antes de que transcurran 15 minutos después de (ﬁad"ﬂ muestra al cartucho.

Para afiadir la muestra al cartucho: @
1. Saque el cartucho del kit. No es necesario dejar que el caﬂuchﬁt

2. Mezcle la muestra hasta que esté homogénea, invirtiendg e

la temperatura ambiente antes de utilizarlo.

or lo menos 5 veces.

3. Abra la tapa del cartucho. Utilizando una pipeta con 1stente a los aerosoles, transfiera 50 ul de sangre anticoagulada
con citrato sodico o EDTA a la pared inferior de la aberfuga de muestras del cartucho del ensayo Xpert Factor II & Factor V.
Consulte la Figura 1. V4

4.  Cierre la tapa del cartucho.

. Camara de muestras
(abertura grande)

&;ra 1. Cartucho del ensayo Xpert Factor Il & Factor V (vista superior)

\
O
&

<
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12.2

Importante

N

Inicio de la prueba

Antes de iniciar la prueba, asegurese de que se haya importado al software el archivo de definiciéon del
ensayo Xpert Fll, Xpert FV y Xpert Fll & FV Combo. Los archivos de definiciéon del ensayo estan en el CD
suministrado.

Este apartado describe los pasos basicos para realizar el ensayo. Para obtener instrucciones detalladas, consulte el Manual d
operador del sistema GeneXpert Dx.

1.

6
7
8.
9

.&e la puerta. La prueba se inicia y la luz verde deja de parpadear. Una vez finalizada la prueba, la luz se apaga.

Encienda el instrumento GeneXpert Dx y, a continuacion, encienda el ordenador. El software GeneXpert se inicDQ

automaticamente.
Inicie una sesion en el software del sistema GeneXpert Dx con su nombre de usuario y su contrasefa.

En la ventana del sistema GeneXpert Dx, haga clic en Crear prueba (Create Test). Aparecera la vent rear prueba

(Create Test).
Escanee el codigo de barras del cartucho. \\@

Introduzca la ID de la muestra en el cuadro Id. muestra (Sample ID). Asegurese de escribi@ tamente la ID de la
udstfa se asocia a los resultados de

muestra. Otra opcion consiste en escanear el codigo de barras de la muestra. La ID deyla

1d. paciente [P123456 |
1d. [s123456 |
Nombre Version
Seleccionar ensayo [Xpen FV d 1 |
Seleccionar médulo [XPertFV 1
Xpert Fll 1
1d. dellote |y port 11 & Fv Combo 1
Tipo de prueba Y ],
A ¥
Tipo de muestra | Otros v Otro tipo de
Notas Q pJ
4
‘. 0(\
8 N
m& Iniciar prueba I I Escanear codigo de barras de cartucho l ‘ Cancelar ] |
= &
\ 4

Figura 2. Ventana Crear prueba (Create Test)
En el meng d8splegable Seleccionar ensayo (Select Assay), seleccione el ensayo que se va a realizar.
Hn Iniciar prueba (Start Test). En el cuadro de didlogo que aparece, teclee su contrasefia.

puerta del modulo del instrumento que tiene la luz verde intermitente y cargue el cartucho.

Cuando el sistema desbloquee la puerta del modulo, abra esta y retire el cartucho.

Deseche los cartuchos usados en los recipientes de residuos de muestras adecuados de acuerdo con las practicas habituales
de su centro.

Xpert® Factor Il & Factor V 5
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13

Nota

14

Visualizacién e impresion de los resultados

Para obtener instrucciones detalladas sobre como visualizar e imprimir los resultados, consulte el Manual del operador del
sistema GeneXpert Dx.

Si los resultados se notifican mediante un LIS, confirme que los resultados del LIS coinciden con los resultados del sistema para el
ID del paciente; si no coinciden, notifique solamente los resultados del sistema. \

Control de calidad Q\s

CONTROL | Cada prueba incluye una comprobacién de la sonda (PCC).

15

Control de comprobacion de la sonda (PCC): Antes de iniciar la reaccion PCR, el sistema GeneXpert Dx l@seﬁal de
fluorescencia de las sondas para monitorizar la rehidratacion de las microesferas, el llenado del tubo de reaccion™? integridad
de las sondas y la estabilidad de los colorantes. La comprobacion de la sonda se considera superada si c% los criterios de

aceptacion asignados.
Controles externos: El control de ADN HemosIL FII & FV ref. 0020003500 se ha disefiado y \x ara el programa de
control de calidad externo del ensayo Xpert FII & FV. Q

Otra opcidn consiste en utilizar muestras de sangre completa con factor II o factor V no &‘ erocigotos u homocigotos
(anticoaguladas con citrato sddico o EDTA) para la formacion, la comprobacion de la cia y el control de calidad
externo del ensayo Xpert Factor II & Factor V. Es necesario utilizar material de basi lat. No utilice ADN extraido. Se

pueden utilizar controles externos de acuerdo con las organizaciones de acreditaeion logales, estatales y nacionales, seglin
corresponda.

Interpretacion de los resultados
El sistema GeneXpert Dx interpreta los resultados a partir de las sefjales @orescencia medidas y de los algoritmos de calculo

incorporados para identificar los genotipos; dichos resultados se an en la ventana Ver resultados (View Results) siguiente:
El resultado NORMAL se refiere al tipo natural (sin mutacion a); el resultado HOMOCIGOTICO (HOMOZYGOUS) se
refiere al «mutante homocigotico» (mutacion detectada en lelos); el resultado HETEROCIGOTICO

(HETEROZYGOUS) se refiere al «mutante heterocigdtico» (hutacion detectada en un alelo).

En el caso de los resultados de Xpert FII cuando se eleéiona el ensayo de tipo FII en el menu desplegable, consulte de la
Figura 3 a la Figura 5.

J| Resultade |  Resuitado de analito | Detalle |’
:|Nombre de ensayo XpertFll Version 1

Resutado. FTTETITN \
;For\n Vitro Diagnostic Use 0? e ‘

*

Leyenda
v [.7] Fil 20210G; Principal [~ |
[vl [.7] Fil 202104; Principal

Fluarescencia

10 20 30 40
Ciclos

1]

Figura 3. Sistema GeneXpert Dx: Ventana Ver resultados (View Results),
resultado normal de factor Il

Xpert® Factor Il & Factor V
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| Resulado | Resutado deanalto Detale Ermores | Hstonil | Asistenci |

Nombre de ensayo Xpert Fll Version 1

Resultado | ;) HETEROCIGOTICO
For In Vitro Diagnostic Use Only.
A |
Leyenda
400 [v] 210G; Principal [ |
210A; Principal
o 300 \
% \5
g 200 O
“ \\
Figura 4. Sistema GeneXpert Dx: Ventana \%sultados (View Results),
resultado heterocigético actor Il
4
M
;Mombredeenmyu XpertFll Version 1
' el R i HOMOCIGOTICO N
V4
For In Vitro Diagnostic Use Only.
* Leyenda
\ vl [/] Fil 202106; Principal |~
% [v/l [.7] Fil 202104; Principal
10 20 a0 40
& Ciclos
O Figura 5. Sistema GeneXpert Dx: Ventana Ver resultados (View Results),
resultado homocigoético de factor Il
Xpert® Factor Il & Factor V 7
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En el caso de los resultados de Xpert FV cuando se selecciona el ensayo de tipo FV en el menu desplegable, consulte de la
Figura 6 a la Figura 8.

{ Ronutado | Rosutado ds anato | Detale | Erores | estoral | Asstonch |

{[Nombre de ensayo Xpert FV Version 1

Resutado. T

|FFor in vitro Diagnostic Use Only. O
Leyenda
400 \ ;mm FV 1691G; Principal |« |

[vl /] Fv 16914; Principal

300
200 Q
100 0
]
10 20 0
Ciclos

Fluarescencia

1]

Figura 6. Sistema GeneXpert Dx: Ve i@: er resultados (View Results),
resultadogs al"de factor V

‘| Nombre de ensayo Xpert FV Version 1 L\

Resultado [y peTEROCIGOTICO \\
For In Vitro Diagnostic Use Only. Q

300 [vI .| FV 1691G; Principal |+ |
[¥l |7] Fv 16914; Principal
x 100
1]
10 20 a0 40
Ciclos
Figura 7. Sistema GeneXpert Dx: Ventana Ver resultados (View Results),
resultado heterocigético de factor V
8 Xpert® Factor Il & Factor V
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{ Resulado | Resuado de anatto | Detale | Erores | Fistonl | Asisenci |

Nombre de ensayo Xpert FV Version 1
Lol SRR IFY HOMOCIGOTICO

For In Vitro Diagnostic Use Only. *

Leyenda
400 1691G; Principal |~
1691A; Principal
300

A\
9

Fluorescentia

10 20 30 40
Ciclos

<

Figura 8. Sistema GeneXpert Dx: Ventana \%sultados (View Results),
resultado homocigoético de*factor V

En el caso de los resultados de Xpert FII y FV cuando se sel 1 ensayo de tipo FII & FV Combo en el menu desplegable,
consulte de la Figura 9 a la Figura 11.

Nombre de ensayo Xper Fll & FV Combo Version 1

1
Resultado | FTTHTTITNE
F\V HORMAL] Q
For In Vitro Diagnostic Use Only. Q

Leyenda
[vI[./] FIl 20210G; Principal [~ |
v [/] Fil 202104; Principal
[¥l "] FV 1691G; Principal
[vl /] Fv 16914; Principal
10 20 30 40
Ciclos
Figura 9. Sistema GeneXpert Dx: Ventana Ver resultados (View Results),
resultado normal de Factor Il & Factor V
Xpert® Factor Il & Factor V 9
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y| Resultado
‘|Nombre de ensayo Xpert Fll & FV Combo Version 1

Resultado |y HETEROCIGOTICO;
FV HETEROCIGOTICO

|[Forin vitro Diagnostic Use Only. %

P

300
FV1691(RPrinciml

2 200 #/| FV 16914; Principal

2 N

8 O

E

=]

2 100

Figura 10. Sistema GeneXpert Dx: Ventana @esultados (View Results),
resultado heterocigético xic Il & Factor V

y|| Resultado
‘[Nombre de ensayo Xpert Fll & FV Combo Version 1

GERTEL e HOMOCIGOTICO; \
FV HOMOCIGOTICO) ,

N

|[ForIn vitro Diagnostic Use Only.

4 Leyenda
500 \ I [./] FIl 20210G; Principal [~
vl 7] Fil 202104; Principal
400 % ¥l || FV 1691G; Principal
= ¥l [,/] FV 1691A; Principal
200
5 2
5\ U
: 10 20 a0 40
& Ciclos
O Figura 11. Sistema GeneXpert Dx: Ventana Ver resultados (View Results),
resultado homocigoético de Factor Il & Factor V

NO VALIDO (INVALID)
No puede determinarse la presencia o ausencia de alelos normales y mutantes de factor Il y factor V; repita el ensayo siguiendo las

instrucciones indicadas mas abajo. La muestra no se procesd correctamente o la PCR se inhibio.
. NO VALIDO (INVALID): No puede determinarse la presencia o ausencia de alelos normales y mutantes de factor Il y factor V.

. Comprobacion de la sonda—SUPERADO (Probe Check—PASS); todos los resultados de la comprobacion de la sonda
superan la comprobacion.

10 Xpert® Factor Il & Factor V
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ERROR

No puede determinarse la presencia o ausencia de alelos normales y mutantes de factor I y factor V; repita el ensayo siguiendo las
instrucciones indicadas mas abajo. El control de comprobacion de la sonda no supero6 la comprobacion y el ensayo se interrumpio,
debido posiblemente a que el tubo de reaccidn no se llen6 correctamente o a que se detectd un problema de integridad de las
sondas. También pueden producirse errores debidos a presiones superiores a los limites maximos, o a fallos de componentes del

sistema.
. ERROR %
. Comprobacion de la sonda—NO SUPERADO (Probe Check—FAIL)*; uno o mas de los resultados de la comprob# @ d
la sonda no superan la comprobacion.
*Si la comprobacion de la sonda se superd, el error se debe a un fallo en los componentes del sistema. < ’
SIN RESULTADO (NO RESULT)
No puede determinarse la presencia o ausencia de alelos normales y mutantes de factor I y factor V; repita ayo siguiendo las
instrucciones indicadas mas abajo. No se obtuvieron suficientes datos para producir un resultado del ex@ r ejemplo, esto
puede ocurrir si el usuario detuvo la prueba que estaba en curso). \
. SIN RESULTADO (NO RESULT) O
. Comprobacion de la sonda—NC (Probe Check—NA), (no corresponde) \g
16 Motivos para repetir el ensayo Q
Repita el ensayo utilizando un nuevo cartucho (no vuelva a utilizar el cartuch®) y ueva alicuota de sangre entera

anticoagulada con citrato sodico o EDTA:
. Un resultado NO VALIDO (INVALID) indica que la muestra no se pr%correctamente o que la PCR se inhibio.

. Un resultado ERROR indica que el control de comprobacion dﬁ) no supero la comprobacion y el ensayo se
interrumpio, debido posiblemente a que el tubo de reaccion nd correctamente o a que se detectd un problema de
integridad de las sondas. También pueden producirse err dos a presiones superiores a los limites maximos, o a fallos
de componentes del sistema.

. SIN RESULTADO (NO RESULT) indica que no se h% rec8gido suficientes datos. Por ejemplo, si el operador detuvo una
prueba en curso.

17 Limitaciones

. La eficacia diagndstica del ensayo Xg @m II & Factor V se valid6 unicamente mediante los procedimientos descritos
en este prospecto. Las modiﬁcac stos procedimientos pueden afectar a la eficacia diagndstica de la prueba. Los
resultados del ensayo Xpert Factorilu& Factor V deben interpretarse junto con otros datos de laboratorio y clinicos de los
que disponga el médico.

. Mutaciones infrecuemes
(Single Nucleotide

tor V (A1696G, G1689A y A1692C) y cualquier otro polimorfismo de un solo nucledtido
ism, SNP) en la region de union de las sondas pueden interferir en la deteccion de la diana y
ALIDO (INVALID).

producir un result

. Otras mutacio, frecuentes del factor II en la region de unién de las sondas pueden interferir en la deteccion de la
diana y pr it uh resultado NO VALIDO (INVALID), o un resultado falso de mutante HOMOCIGOTICO
(HOMO

. N aluado la eficacia diagndstica del ensayo Xpert Factor II & Factor V con muestras de pacientes pediatricos.

S) cuando tiene lugar de forma concordante con la mutacion del factor IT ¢.¥*97G>A (G20210A).

. ba puede arrojar resultados erroneos si las muestras no se recogen, manipulan y conservan correctamente, o si se
unden las muestras. El estricto cumplimiento de las instrucciones incluidas en este envase es necesario para evitar

\sultados erroneos.

stancias interferentes

Es posible que los pacientes que se estén sometiendo a tratamiento con heparina y los pacientes de transfusiones de sangre
produzcan muestras de sangre que puedan interferir en los resultados de la PCR y arrojar resultados no validos o erroneos.

Los estudios de sustancias potencialmente interferentes no mostraron inhibicién con valores de hasta 14,3 unidades USP/ml de
heparina, 16 mg/dl de bilirrubina, 250 mg/dl de colesterol afiadido o 1932 mg/dl de triglicéridos totales (lipidos). No se observo
inhibicion utilizando muestras de sangre completa que se habian sometidos a un ciclo de congelacion-descongelacion (sangre
hemolizada). No se observo significacion estadistica entre muestras emparejadas extraidas en EDTA o citrato sddico.

Xpert® Factor Il & Factor V 1"
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19 Valores esperados

Las mutaciones del factor II (G20210A) y del factor V Leiden (G1691A) estan presentes en el 2 % y el 5 %, respectivamente,

de la poblacién general.®

Las muestras incluyeron muestras cuya atencion médica ordinaria requeria la recogida de sangre completa para la re@ de
pruebas de factor II o factor V. Las muestras se analizaron primeramente mediante los métodos habituales utilizado cada
laboratorio participante y, a continuacion, se utilizé el ensayo Xpert Factor II & Factor V en el GeneXpert par: zar
alicuotas recogidas para las pruebas del estudio. El ADN sobrante se envié a un laboratorio contratado p a secuenciacion
bidireccional.

La eficacia diagnostica del ensayo Xpert Factor II & Factor V se calculd en relacion con los res\x@ la secuenciacion

bidireccional. C

&Wactor V y la secuenciacion

20
20.1

Eficacia diagnéstica
Eficacia clinica

La eficacia diagnostica del ensayo Xpert Factor II & Factor V se determiné en un estudio de investigacion multicéntrico,
realizado en siete centros, que compard el ensayo Xpert Factor II & Factor V con la secuenciacion bidireccional.

20.2 Resultados generales

Ensayo Xpert Factor Il & Factor V

Se realizaron andlisis de factor II en 1018 muestras utilizando el ensayo Xpert Factor ¥
bidireccional. Se realizaron analisis de factor V en 1014 muestras utilizando el en: @ pert Factor II & Factor V y la
secuenciacion bidireccional. Para suplementar el tamafio de las muestras homfocigatas?se utilizo el ensayo Xpert Factor IT &
Factor V y la secuenciacion direccional para analizar también seis muestras do N genémico humano homocigotas para factor

II y cinco homocigotas para factor V. Los resultados se presentan en la

al.
El ensayo Xpert Factor II & Factor V demostré una exactitud glob demj % en relacion con la secuenciacion
bidireccional, tanto en el factor II como en el factor V. O

Tabla 1. Eficacia diagnostica del ensayo Xpert Factor Il actor V en relacién con la secuenciacion bidireccional
Numero d 7 Numero de Numero de
Numero de result dq% resultados resultados no
resultados ali ‘ Acuerdo correctos validos? en el |Concordancia
Numero | correctos en el en el incluido el ciclo ciclo de tras el ciclo
Genotipo | analizado | primer ciclo r'ciclo| primer ciclo | de repeticién repeticion de repeticion
Factor Il G20210A
wrd 968 927/\ A 41 95,8 % 963 5 99,5 %
HET 50 ’4{\) 96,0 % 48 2 96,0 %
HOM 7 AN 100,0 % 7 0 100 %
Total 1025° . Cas2 43 95,8 % 1018 7 99,3 %
AN Factor V G1691A
WT 8 9& i 860 35 96,1 % 889 6 99,3 %
HET & 108 6 94,7 % 113 1 99,1 %
HOM ™2 11 91,7 % 12 0 100,0 %
Tota( v 1021¢ 979 42 95,9 % 1014 7 99,3 %
Sin }ados discordantes. Los resultados no validos se refieren a los resultados «indeterminados».

n'&FCaso de 4 muestras no hubo resultados de la secuenciacién bidireccional para el factor II.
n el caso de 8 muestras no hubo resultados de la secuenciacion bidireccional para el factor V.
T («wildtype») es normal.
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Especificidad analitica

Para evaluar la especificidad analitica del ensayo Xpert Factor II & Factor V, se sintetizaron secuencias de genes normales con
polimorfismos de un solo nucledtido (Single Nucleotide Polymorphisms, SNP) inactivos tanto en la regién de unién de la sonda
como fuera de dicha region. En la mayoria de los casos, la presencia de los SNP adicionales en la regién de unién de la sonda dio
lugar a un resultado no valido. Cuando se obtuvo un resultado valido, este dio el genotipo correcto.

La presencia de un SNP adicional fuera de la regién de union de la sonda arroj6 un resultado de genotipificacion correcto.
Sensibilidad analitica

Se realizaron estudios para determinar, en el caso tanto de sangre completa coagulada con EDTA como de sangre compl@
anticoagulada con citrato sodico, las cantidades minima y maxima de muestras de pacientes necesarias para obtener ufi g8notipo
correcto, de forma que el limite inferior del intervalo de confianza del 95 % de la fraccion del «resultado correcto» estiffddo fuera
superior al 95 %.

Las muestras de sangre anticoagulada con EDTA y citrato sodico se analizaron (n=20) a 8 volimenes que @e 5 ula250 pl.

Aunque el ensayo puede tolerar diferentes volumenes que van de 15 pl a 100 pl, el volumen de m a@mendado para reducir
al minimo el riesgo de errores asociados a muestras insuficientes y excesivas es de 50 ul. L\

Reproducibilidad O
Un grupo de 5 muestras, una de cada uno de los tipos de muestra indicados mas abajo, fue& ado por duplicado por dos
1

operadores diferentes en 5 dias diferentes en cada uno de tres centros (3 muestras x 2 VQ@ x 2 operadores por centro x 5 dias
x 3 centros). Se utilizo un lote de kits del ensayo Xpert Factor II & Factor V en cad los 3 centros de analisis. Los ensayos
Xpert Factor II & Factor V se realizaron de acuerdo con el procedimiento XperCt Factor V. Los resultados se resumen de
la Tabla 2 a la Tabla 5.

Grupo de muestras del estudio:

1.  Una muestra con alelos normales («wildtype») tanto para el faggor 11 Qmo para el factor V.

2. Una muestra heterocigota para la mutacion del factor I1 stn alelo mutante y otro «wildtype» para el gen del factor IT)
y con alelos normales («wildtype») para el factor V.

3. Una muestra homocigota para la mutacion del factor 11
normales («wildtype») para el factor V. y4

to es, dos alelos mutantes para el gen del factor II) y con alelos

4. Una muestra con alelos normales («wildt
alelos mutantes para el gen del factor V)

ra el factor I y homocigota para la mutacion del factor V (esto es, dos

5. Una muestra con alelos normales
mutante y uno «wildtype» para elg

Un resumen de los resultados por gentro se muestra en la Tabla 2 y la Tabla 3. No hubo ninguna diferencia estadisticamente
significativa en los resultados entfgsittos ni en el caso del factor II (p=1,000) ni en el del factor V (p=1,000).
.

Tabla Z@en de los resultados de reproducibilidad por centro: factor I

% de concordancia

Centro 1

Centro 2

Centro 3

total por muestra

\ >4
ID de la m{@

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (60/60)

Factor Il

tor V NOR

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (60/60)

Facto|} )M/Factor V NOR

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (60/60)

Facfor Il NOR/Factor V HOM

100 % (20/20)

100 % (60/60)

NOR/Factor V HET

(

(
100 % (20/20)
100 % (20/20)

(

(
100 % (20/20)
100 % (20/20)

95,0 % (19/20)

98,3 % (59/60)?

Fador I

Qﬂe concordancia total por centro

100 % (60/60)

100 % (60/60)

98,3 % (59/60)?

99,7 % (299/300)2

9
a.  Sin resultados discordantes. Una muestra fue indeterminada después de la repeticién de la prueba.

Xpert® Factor

Il & Factor V
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Tabla 3. Resumen de los resultados de reproducibilidad por centro: factor V

ID de la muestra

Centro 1

Centro 2

Centro 3

% de
concordancia
total por muestra

NOR

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (60/60) .

Factor Il HET/Factor V NOR

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (20/20)

Factor Il HOM/Factor V NOR

100 % (20/20)

100 % (20/20)

100 % (GOM
100 % (60

Factor Il NOR/Factor V HOM

100 % (20/20)

(
100 % (20/20)
100 % (20/20)

190+:\pJI6

(
(
100 % (20/20)
(
(

Factor Il NOR/Factor V HET 100 % (20/20) 100 % (20/20) 95,0 % (19/20)2 R 9&:’4}(59/60)a
% de concordancia total por centro 100 % (60/60) 100 % (60/60) 98,3 % (59/60)2 7 % (299/300)2

a.  Sin resultados discordantes. Una muestra fue indeterminada después de la repeticién de la prueba.

\Q)

Un resumen de los resultados por operador se muestra en la Tabla 4 y la Tabla 5. No hubo nin, \ erencia estadisticamente

significativa en los resultados entre sitios ni en el caso del factor II (p=1,000) ni en el de% (p=1,000).

Tabla 4. Resumen de los resultados de reproducibilidad po

@or: factor Il

~ N
Centro 1 Centro 2 ( ) Centro 3 % de
concordancia
ID de la @’. total por
muestra Op1 Op 2 Op1 (&2M Op1 Op 2 muestra
NOR 100 % (10/10) | 100 % (10/10) | 100 % (10/10) | 10QNTBA10) | 100 % (10/10) | 100 % (10/10) 100 % (60/60)

Factor Il HET/
Factor V NOR

100 % (10/10)

100 % (10/10)

@
o
100 % (10/10f§ 6 (10/10)

N

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (60/60)

Factor Il HOM/
Factor V NOR

100 % (10/10)

100 % (10/10)

& O

100 %(0/6)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (60/60)

Factor Il NOR/
Factor V HOM

100 % (10/10)

100 % (10/10)

S

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (60/60)

Factor Il NOR/
Factor V HET

100 % (10/10)

hd
100%(10&@,

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

90,0 % (9/10)2

98,3 % (59/60)?

% de
concordancia
total por
operador

<
100 % (50/5(*@ (50/50)

100 % (50/50)

100 % (50/50)

100 % (50/50)

98,0 % (49/50)2

99,7 % (299/300)

a.  Sin resultados discordant

\
O
&

<

uestra fue indeterminada después de la repeticion de la prueba.
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Tabla 5. Resumen de los resultados de reproducibilidad por operador: factor V

Centro 1 Centro 2 Centro 3 % de
concordancia
total por
ID de la muestra Op1 Op 2 Op1 Op 2 Op 1 Op 2 muestra
NOR 100 % (10/10) | 100 % (10/10) | 100 % (10/10) | 100 % (10/10) | 100 % (10/10) | 100 % (10/10) 100%(60/@2L\

Factor Il HET/
Factor V NOR

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

)

Factor Il HOM/
Factor V NOR

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100
~

100 % (60/60)

Factor Il NOR/
Factor V HOM

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

> 100 % (60/60)

Factor Il NOR/
Factor V HET

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (10/10)

100 % (1 1&
&
9 \ 10)2

98,3 % (59/60)

% de
concordancia
total por
operador

100 % (50/50)

100 % (50/50)

100 % (50/50)

100 % (50/50)

100%(5@:&
~Q

A4

88,0 % (49/50)2

99,7 % (299/300)

Sin resultados discordantes. Una muestra fue indeterminada después de la repeticion de |

Para evaluar la reproducibilidad entre lotes, el grupo de 5 muestras descti

dias utilizando cada uno de tres lotes del ensayo en un unico centro
Un resumen de los resultados por lote se muestra en la Tabla 6 y;
significativa en los resultados entre lotes ni en el caso del fac

ruepa.

teriormente se analiz6 dos veces al dia durante 5

Tabla 6. Resumen de los resultadqs de reproducibilidad por lote: factor Il

analisis (5 muestras x 2 ciclos por dia x 3 lotes x 5 dias).
a 7. No hubo ninguna diferencia estadisticamente
=1,000) ni en el del factor V (p=1,000).

ID de la muestra

N
£ \Lote 1

Lote 2

concord

% de

ancia total

Lote 3

por muestra

NOR

Q0% (10/10)

100 % (10/10

100 % (10/10

100 % (30/30

Factor Il HET/Factor V NORC

\, 100 % (10/10)

100 % (10/10

100 % (10/10

100 % (30/30

Factor Il HOM/Factor V,N@RY *

100 % (10/10)

100 % (10/10

100 % (30/30

Factor Il NOR/Factor N

100 % (10/10)

100 % (10/10

100 % (30/30

Factor Il NORIFagt“@HvET

100 % (10/10)

100 % (10/10

)
)
100 % (10/10)
)
)

100 % (10/10

100 % (30/30

)
)
)
)
)

% de concordanw\Tpor lote
N\

100 % (50/50)

)
)
)
100 % (10/10)
)
)

100 % (50/50

100 % (50/50)

100 % (150/150)

&OTabla 7. Resumen de los resultados de reproducibilidad por lote: factor V

K ID de la muestra

Lote 1

Lote 2

Lote 3

% de

por muestra

concordancia total

NOR

100 % (10/10)

100 % (10/10

100 % (10/10

100 % (30/30

Q A4
Factor Il HET/Factor V NOR

100 % (10/10)

100 % (10/10

100 % (10/10

100 % (30/30

Factor Il HOM/Factor V NOR

100 % (10/10)

100 % (10/10

100 % (30/30

Factor Il NOR/Factor V HOM

100 % (10/10)

100 % (10/10

100 % (30/30

Factor Il NOR/Factor V HET

100 % (10/10)

100 % (10/10

)
)
100 % (10/10)
)
)

100 % (10/10

100 % (30/30

)
)
)
)
)

% de concordancia total por lote

100 % (50/50)

)
)
)
100 % (10/10)
)
)

100 % (50/50

100 % (50/50)

100 % (150/15

0)
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22 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

23 Asistencia técnica

Antes de ponerse en contacto con el servicio técnico de Cepheid, reuna la informacion siguiente\\@

Nombre del producto O
Numero de lote \K
Numero de serie del instrumento Q
Mensajes de error (si los hubiera)

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

Informacion de contacto
Estados Unidos F&c'ia

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

La informacién de contacto de todas las oficinas del seréfcio técnico de Cepheid esta disponible en nuestro sitio web:

www.cepheid.com/en/CustomerSupport.

Xpert® Factor Il & Factor V 17
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24 Tabla de simbolos

Significado

Numero de catalogo

Producto sanitario para diagnéstico in vitro

No volver a utilizar

Cadigo de lote

Consultar las instrucciones de uso

Precaucion

Fabricante

Pais de fabricacion

Contiene una cantidad suficiente para <n> pruebas (. ’

Control

4

Fecha de caducidad

X\

>

Marca CE — Conformidad europea :U

Limites de temperatura
I

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 9408

USA
Teléfono: + 1
Fax: + 1 408

O
\
(<O

q

«O

Riesgos bioldgicos \"
o‘\‘\\
(\
;\\O

@4191
%192

IVD

EC

REP

Cepheid Europe SAS

Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
Francia

Teléfono: + 33 563 825 300
Fax: + 33 563 825 301
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