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Xpert® BCR-ABL Ultra

Para uso diagnostico in vitro

1 Nombre patentado

Xpert® BCR-ABL Ultra

2 Denominacion comun o habitual

Xpert BCR-ABL Ultra

3 Indicaciones

La prueba Xpert BCR-ABL Ultra es una prueba de diagnostico in vitro para la cuantificacion de los transcritos de ARNm
BCR-ABL1 y ABL1 en muestras de sangre periférica de pacientes con diagnostico de leucemia mieloide croénica (LMC)
positiva para t(9;22) que expresen transcritos de fusion BCR-ABLI tipo e13a2 o e14a2. La prueba utiliza la reaccioén en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real, cuantitativa y automatica (RT-qPCR). La prueba Xpert
BCR-ABL Ultra esta concebida para medir las relaciones porcentuales entre BCR-ABL1 y ABL1 en la escala internacional
(IS), y también se expresa como el logaritmo de la reduccion molecular (valor MR) respecto a un valor inicial del 100 %
(IS), en pacientes con LMC positiva para t(9;22) durante el seguimiento del tratamiento con inhibidores de la tirosina cinasa
ITO).

La prueba no distingue entre los transcritos de fusion e13a2/b2a2 y el4a2/b3a2, ni realiza un seguimiento de otros
transcritos de fusion raros derivados de t(9;22). Esta prueba no esta indicada para el diagnostico de LMC.

La prueba Xpert BCR-ABL Ultra esta concebida para utilizarse inicamente en el sistema Cepheid GeneXpert® Dx y el
sistema GeneXpert Infinity de Cepheid.

4 Resumen y explicacién

La leucemia mieldgena cronica (LMC) es una de las neoplasias hematoldgicas malignas mas frecuentes, y representa entre el
15 % y el 20 % de todos los casos de leucemia.! La incidencia de LMC es de aproximadamente 1,8/100 000, lo que significa
que 1 de cada 55 555 varones y mujeres sera diagnosticado con esta enfermedad en el transcurso de su vida.2 Mas del

95 % de los pacientes con LMC tienen el distintivo cromosoma de Filadelfia (Ph1), que es el resultado de una traslocacion
reciproca entre los brazos largos de los cromosomas 9 y 22.2 La traslocacion conlleva la transferencia del gen de Abelson o
ABL1 (en lo sucesivo, ABL) del cromosoma 9 a la regioén de agrupacion de los puntos de ruptura (BCR, breakpoint cluster
region) del cromosoma 22, lo cual da como resultado el gen de fusion BCR-ABL1 (BCR-ABL en lo sucesivo). El gen de
fusion produce BCR-ABL, una tirosina cinasa con actividad desregulada que tiene una funcion clave en el desarrollo de

la LMC.? La prueba Xpert BCR-ABL Ultra detecta los transcritos d¢ ARNm de la translocacién cromosdmica de la forma
p210 derivada de dos puntos de ruptura principales: translocacion el3a2/b2a2 y el4a2/b3a2.

La utilidad clinica del seguimiento de los niveles d¢ ARNm de BCR-ABL mediante RT-PCR se establecio en el estudio
IRIS (International Randomized Study of Interferon and STI571), en el que los pacientes recibieron tratamiento con
interferon y/o un inhibidor de la tirosina cinasa (ITC). Los resultados de BCR-ABL se normalizaron a partir de un valor
inicial comtn normalizado para los tres laboratorios que participaron en el ensayo.# Posteriormente, se propuso que los
ensayos de seguimiento de BCR-ABL se adaptaran a una escala internacional (IS) y se anclaran a dos valores definidos en el
estudio IRIS, lo cual permitiria expresar los resultados en una escala comun.’ El primero de estos valores es el valor inicial
normalizado, que representa el 100 % (IS). El segundo es la respuesta molecular principal (MMR), que se define como

una reduccion de 3 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.6 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
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La prueba Xpert BCR-ABL Ultra cuantifica el nivel de ARNm de BCR-ABL como porcentaje (1S) 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 (£) 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.

5 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 transcripcion 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 software precargado para realizar las pruebas y mostrar los resultados. Los sistemas requieren el uso de
cartuchos GeneXpert desechables, de un solo uso, que contienen los reactivos para la PCR y la RT-PCR, y alojan las
reacciones. Para obtener una descripcion completa del sistema, consulte el GeneXpert Dx System Operator Manual (Manual
del operador del sistema GeneXpert Dx) o el GeneXpert Infinity System Operator Manual (Manual del operador del sistema
GeneXpert Infinity).

La prueba Xpert BCR-ABL Ultra incluye reactivos para detectar los genes de fusion BCR-ABL derivados de dos puntos de
ruptura principales de p210, la traslocacion e13a2/b 2a2 y e14a2/b3a2, y el transcrito de ABL como control enddgeno en
muestras de sangre periférica.”.8.9:10.11 La cantidad de transcrito de BCR-ABL en la muestra del paciente se notifica como
la proporcion BCR-ABL/ABL, y como el valor logaritmico de reduccion molecular (valor MR) desde un valor inicial del
100 % en la escala internacional (IS), utilizando el software GeneXpert.

Cada prueba Xpert BCR-ABL Ultra incluye dos controles: el control endéogeno ABL y el control de comprobacion de la
sonda (PCC). El control endégeno ABL normaliza la diana de BCR-ABL y garantiza que se utilice suficiente muestra en la
prueba. E1 PCC verifica la rehidratacion de los reactivos, el llenado del tubo de PCR, asi como la presencia y funcionalidad
en el cartucho de todos los componentes de la reaccion, lo que incluye las sondas y los colorantes.

6 Reactivos e instrumentos

6.1 Material suministrado

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

Xpert BCR-ABL Ultra Reactivos 10 de cada por kit

e Proteinasa K (PK) 10 x 130 ul por vial

e Reactivo de lisis (LY) (cloruro de guanidinio) 10 x 5,3 ml por vial

e Reactivo de lavado (1) 10 x 2,9 ml por ampolla
e Etanol

e Tiocianato de guanidinio

Cartuchos de Xpert BCR-ABL Ultra con tubos de 10 por kit
reaccion integrados

e Microesferas 1, 2, 3 y 4 (liofilizadas) 1 de cada por cartucho
e Reactivo de enjuague 2,0 ml por cartucho
e Reactivo de elucion 2,5 ml por cartucho
4 Xpert® BCR-ABL Ultra
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CD 1 por kit

e Archivo de definicion del ensayo (ADF)

e Instrucciones para importar ADF en el software
GeneXpert
e Instrucciones de uso (prospecto)

Certificado de analisis 1 por kit

Las fichas de datos de seguridad (FDS) estan disponibles en www.cepheid.com o www.cepheidinternational.com, en el

Nota  artado ASISTENCIA (SUPPORT).

La albumina sérica bovina (BSA) del interior de las microesferas de este producto se obtuvo y se fabricé
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 mortem.
Durante el procesamiento, no hubo mezcla del material con otros materiales de origen animal.

Nota

6.2 Materiales requeridos pero no suministrados

e Instrumento GeneXpert Dx o sistemas GeneXpert Infinity (el nimero de catdlogo varia segtin 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

Microcentrifuga (1000 X g minimo)

Pipetas y puntas de pipeta con filtro de aerosoles

Tubos conicos de 50 ml

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 de calidad de Maine Molecular
Quality Controls, Inc.

7 Conservacion y manipulacién

e Conserve los contenidos del kit Xpert BCR-ABL Ultra a una temperatura de 2 °C — 8 °C hasta la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta.
No abra la tapa del cartucho hasta que esté listo para realizar el ensayo.
No utilice cartuchos cuya fecha de caducidad haya vencido.

El reactivo de lavado es un liquido transparente e incoloro. No utilice el reactivo de lavado si se ha vuelto turbio o ha
cambiado de color.

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

8 Declaraciones de atencion y precaucién

8.1 General

Para uso diagnostico in vitro.
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Trate todas las muestras biologicas, incluidos los cartuchos y los reactivos usados, como si pudieran transmitir agentes
infecciosos. Con frecuencia es imposible saber qué muestras podrian ser infecciosas, por lo que todas las muestras
biologicas 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)!2
y el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (Clinical and Laboratory Standards Institute)!3 de Estados Unidos.

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

La eficacia diagnostica de esta prueba solo se ha establecido para sangre recogida en tubos con EDTA. No se ha evaluado la
eficacia de esta prueba con otros tipos de muestra.

La fiabilidad de los resultados depende de la realizacion correcta de la recogida, el transporte, la conservacion y el
procesamiento de las muestras. La prueba puede arrojar resultados incorrectos si las muestras no se recogen, manipulan y
conservan correctamente, si hay errores técnicos, si se confunden las muestras o si los transcritos de la diana en la muestra
son inferiores al limite de deteccion de la prueba. Para evitar resultados erroneos es necesario seguir cuidadosamente las
instrucciones del prospecto, el GeneXpert Dx System Operator Manual (Manual del operador del sistema GeneXpert Dx) y
el GeneXpert Infinity System Operator Manual (Manual del operador del sistema GeneXpert Infinity).

Si la prueba se realiza fuera del tiempo o los intervalos de temperatura de almacenamiento de la muestra o el kit
recomendados, es posible que se obtengan resultados erréoneos o no validos.

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

desechos 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 manipulacion y eliminacion
de desechos médicos.!4

8.2 Muestra

Mantenga las condiciones de conservacion adecuadas durante el transporte de las muestras para garantizar la integridad de
las mismas (consulte el Apartado 10). No se ha evaluado la estabilidad de las 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 resultados correctos.

8.3 Pruebalreactivo

No sustituya los reactivos de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra por otros reactivos.

No abra la tapa del cartucho de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra, excepto cuando vaya a afiadir la muestra y el reactivo de
lavado.

No utilice cartuchos que se hayan caido después de extraerlos del empaquetado.

No agite el cartucho. Si el cartucho se agita o se deja caer después de haber abierto su tapa, es posible que se obtengan
resultados no validos.

No coloque la etiqueta de identificacion de la muestra sobre la tapa del cartucho ni sobre la etiqueta del codigo de barras del
cartucho.

No utilice cartuchos con etiquetas de codigo de barras dafiadas.
No utilice un cartucho que tenga un tubo de reaccion dafiado.

Se recomienda que los cartuchos de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra estén a temperatura ambiente (20 °C — 30 °C) cuando
se vayan a utilizar en la prueba.

Cada cartucho de un solo uso de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra se utiliza para procesar una sola prueba. No reutilice los
cartuchos procesados.

No reutilice las puntas de pipeta.

6 Xpert® BCR-ABL Ultra
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No utilice cartuchos que parezcan mojados o que tengan el precinto de la tapa roto.
No utilice el cartucho de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra si se ha afiadido un reactivo en la abertura equivocada.
No abra los cartuchos de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra una vez finalizada la prueba.

Un recuento de leucocitos excesivamente alto podria provocar la acumulacion de presion en el cartucho y hacer que se anule
el analisis.

Dedique un juego de pipetas y reactivos exclusivamente a la preparacion de las muestras.
Use guantes y bata de laboratorio limpios. Cambiese los guantes entre la manipulacion de una muestra y la de la siguiente.

En caso de un derrame de muestras o controles, pongase guantes y utilice toallitas de papel para absorber el derrame.

A continuacion, limpie a fondo la zona contaminada con una dilucién 1:10 de lejia de uso doméstico recién preparada.
La concentracion de cloro activo final debera ser del 0,5 %, independientemente de la concentracion de la lejia de uso
doméstico en su pais. Deje un minimo de dos minutos de tiempo de contacto. Aseglrese de que el area de trabajo esté
seca antes de usar etanol desnaturalizado al 70 % para eliminar los residuos de lejia. Espere a que la superficie esté
completamente seca antes de continuar. O bien, siga los procedimientos habituales del centro en caso de contaminacioén o
derrame. Siga las recomendaciones del fabricante para la descontaminacion de los equipos.

9 Peligros quimicos15:16

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

e Pictograma de peligro del SGA de la ONU: @ @

e Palabra de advertencia: PELIGRO
e Declaraciones de peligro del SGA de la ONU

Nocivo en caso de ingestion

Liquido y vapores muy inflamables

Provoca irritacion cutanea

Provoca irritacion ocular grave

Puede provocar somnolencia o vértigo.

Se sospecha que provoca defectos genéticos.

e Declaraciones de precaucion del SGA de la ONU

e Prevencion

Pedir instrucciones especiales antes del uso.

No manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas las instrucciones de seguridad.
Mantener alejado de fuentes de calor, chispas, llama abierta o superficies calientes. No fumar.
Mantener el recipiente herméticamente cerrado.

Evitar respirar las nieblas, los vapores y el aerosol.

Lavarse concienzudamente tras la manipulacion.

Utilizar inicamente en exteriores o en un lugar bien ventilado.

Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

Utilizar el equipo de proteccion individual obligatorio.
o Respuesta

En caso de incendio: Utilizar los medios adecuados para apagarlo.

e EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victima al exterior y mantenerla en reposo en una posicién
confortable para respirar.

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

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

Se necesita un tratamiento especifico; ver informacion adicional de medidas de primeros auxilios.
Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes de volver a usarlas.
En caso de irritacion cutanea: Consultar a un médico.
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e 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.
e Si persiste la irritacion ocular: Consultar a un médico.
e EN CASO DE exposicion manifiesta o presunta: Consultar a un médico.
o Conservacion/eliminacion

Mantener en lugar fresco.
Almacenar en un lugar bien ventilado. Mantener el recipiente herméticamente cerrado.
Guardar bajo llave.

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

10 Recogida, transporte y conservacion de muestras

e Las muestras de sangre completa deben recogerse en tubos con EDTA, siguiendo las directrices del centro. Durante las
pruebas de estabilidad de las muestras, se ha observado que las muestras de sangre eran estables hasta 72 horas cuando
se almacenaban refrigeradas (5 + 3 °C)». No debe separarse el plasma de las células.

e Larecogida, 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 continuacion no se
han evaluado con la prueba Xpert BCR-ABL Ultra.

11 Procedimiento

11.1 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.

Si esta utilizando un GeneXpert Dx System, inicie la prueba antes de que haya transcurrido 1 hora desde
la adicion de la muestra tratada con el reactivo para muestras al cartucho. Si esta utilizando un GeneXpert
Infinity System, asegurese de iniciar la prueba y poner el cartucho en la cinta transportadora en los 15 minutos

Importante siguientes a la adicion de la muestra tratada con el reactivo para muestras al cartucho. El software Xpertise del
sistema realiza un seguimiento de la vida util restante, lo que permite que las pruebas se procesen antes de
que transcurra el tiempo de caducidad de una hora en el instrumento.
Importante Saque el cartucho del empaquetado de cartén antes de preparar la muestra. (Consulte el Apartado 11.3.)
11.2 Preparacion de la muestra
Afiada 100 pl de proteinasa K (PK) al fondo de un tubo cénico nuevo de 50 ml.
Asegurese de que la muestra de sangre esté bien mezclada, invirtiendo el tubo de recogida de sangre 8 veces
inmediatamente antes de pipetear. Consulte las instrucciones del fabricante del tubo de recogida de sangre con EDTA.
3. Aiada 4 ml de la muestra de sangre al tubo que ya contiene proteinasa K.
4. Agite la muestra continuamente en un mezclador vortex a la velocidad maxima durante 3 segundos.
5.  Incube a temperatura ambiente durante 1 minuto.
6. Anada al mismo tubo 2,5 ml de reactivo de lisis (LY).
Nota Conserve el reactivo de lisis sobrante para utilizarlo de nuevo en el paso 13.
7.  Agite la muestra continuamente en un mezclador vortex a la velocidad maxima durante 10 segundos.
Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Agite la muestra continuamente en un mezclador vortex a la velocidad maxima durante 10 segundos.
10. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
11. Mezcle la muestra, golpeando el fondo del tubo 10 veces.
8 Xpert® BCR-ABL Ultra
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Nota

Importante

Importante

Importante

Nota

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

El lisado sobrante puede conservarse a una temperatura de 2 °C a 8 °C durante 4 horas como maximo, o a -20 °C o
menos durante 24 semanas como maximo.

13. Afiada 1,5 ml del reactivo de lisis (LY) conservado del paso 6 al nuevo tubo conico que contiene el lisado.

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

15. Incube a temperatura ambiente durante 10 minutos.

16. Afiada al mismo tubo conico 2 ml de etanol absoluto para reactivos (suministrado por el usuario).

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

18. Deseche los reactivos PK o LY sobrantes.

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

1. Saque el cartucho del envase de carton.
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.

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

Camara de la muestra

Reactivo de lavado (abertura grande)

(abertura pequena)

Figura 1. Cartucho de Xpert BCR-ABL Ultra (Vista superior)

5. Cierre la tapa del cartucho. Aseglirese de que la tapa encaje firmemente en su sitio. Inicie la prueba (consulte Inicio de la
prueba).

11.4 Inicio de la prueba

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

Si esta utilizando un sistema GeneXpert Dx, antes de iniciar la prueba, asegtrese de que el sistema esté
ejecutando el software GeneXpert Dx version 5.1 o posterior, y de que se haya importado el archivo de
definicion del ensayo correcto al software. Comience el ensayo en la hora siguiente a aiadir la muestra al
cartucho.

Si esta utilizando un sistema GeneXpert Infinity, antes de iniciar la prueba, asegurese de que el sistema esté
ejecutando el software Xpertise version 6.6 o posterior, y de que se haya importado el archivo de definicion
del ensayo correcto al software. Coloque el cartucho en la cinta transportadora antes de que transcurran 15
minutos desde que afiadié la muestra al cartucho.

Este apartado describe los pasos basicos para realizar el ensayo. Para ver instrucciones detalladas, consulte el GeneXpert
Dx System Operator Manual (Manual del operador del sistema GeneXpert Dx) o el GeneXpert Infinity System Operator
Manual (Manual del operador del sistema GeneXpert Infinity), segun el modelo que se esté utilizando.

Los pasos que debe seguir pueden ser diferentes si el administrador del sistema cambié el flujo de trabajo
predeterminado del sistema.

1. Encienda el instrumento GeneXpert:

Xpert® BCR-ABL Ultra
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Nota

Nota

» Si est utilizando el instrumento GeneXpert Dx, encienda primero el instrumento GeneXpert Dx y, a continuacion,
encienda el ordenador. El software GeneXpert se iniciara automaticamente. Si no lo hace, haga doble clic en el icono
de acceso rapido al software GeneXpert Dx en el escritorio de Windows®.

0

+ Si esta utilizando el instrumento GeneXpert Infinity, ponga en marcha el instrumento. El software Xpertise se iniciara
automaticamente. Si no lo hace, haga doble clic en el icono de acceso rapido al software Xpertise en el escritorio de
Windows®.

2. Inicie sesion en el software del sistema GeneXpert con su nombre de usuario y su contrasefia.

3. En la ventana del sistema GeneXpert, haga clic en Crear prueba (Create Test) (GeneXpert Dx) o en Solicitudes
(Orders) y Solicitar prueba (Order test) (Infinity). Se abre la ventana Crear prueba (Create Test) Se abre el
cuadro de didlogo Escanear cédigo de barras de Id. del paciente (Scan Patient ID barcode).

4. Escanee o escriba la Id. paciente (Patient ID). Si escribe la Id. paciente (Patient ID), asegtrese de escribirla
correctamente. La Id. paciente (Patient ID) se asocia a los resultados de la prueba, y se muestra en la ventana Ver
resultados (View Results) y en todos los informes. Se abre el cuadro de didlogo Escanear cédigo de barras de
Id. de la muestra (Scan Sample ID barcode).

5. Escanee o escriba la Id. muestra (Sample ID). Si escribe la Id. muestra (Sample ID), asegurese de escribirla
correctamente. La ID de la muestra se asocia a los resultados de la prueba, y se muestra en la ventana Ver resultados
(View Results) y en todos los informes. Se abre el cuadro de didlogo Escanear cédigo de barras de cartucho
(Scan Cartridge Barcode).

6. Escanee el codigo de barras del cartucho. El software utiliza la informacion del codigo de barras para rellenar

automaticamente los cuadros de los campos siguientes: Seleccionar ensayo (Select Assay), Id. del lote de reactivo
(Reagent Lot ID), N° de serie del cartucho (Cartridge S/N) y Fecha de caducidad (Expiration Date).

Si el cédigo de barras del cartucho no se escanea, repita la prueba con un cartucho nuevo. Si ha escaneado el codigo
de barras del cartucho en el software y el archivo de definicion del ensayo no esta disponible, aparecera una pantalla
que indica que el archivo de definicién del ensayo no esta cargado en el sistema. Si aparece esta pantalla, pongase en
contacto con el servicio técnico de Cepheid.

7. Haga clic en Iniciar prueba (Start Test) (GeneXpert Dx) o en Enviar (Submit) (Infinity). En el cuadro de dialogo
que aparece, introduzca su contrasefia, si es necesario.

8. En 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.

[}

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 médulo antes de abrirla. A continuacion, extraiga el cartucho.

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

El tiempo hasta la obtencion del resultado es inferior a 2,5 horas (aproximadamente 30 minutos de preparacion de la
muestra fuera del instrumento y 1 hora 45 minutos de tiempo de ejecucion del ensayo).

12 Visualizacion e impresion de los resultados

Este apartado describe los pasos basicos para ver e imprimir los resultados. Para obtener instrucciones detalladas sobre como
ver e imprimir los resultados, consulte el Manual del operador del sistema GeneXpert Dx o el Manual del operador del
sistema GeneXpert Infinity, dependiendo del modelo que esté utilizando.

1. Haga clic en el icono Ver resultados (View Results) para ver los resultados.

2. Una vez finalizada la prueba, haga clic en el boton Informe (Report) de la ventana Ver resultados (View Results) para
ver o generar un archivo de informe en formato PDF.
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13 Control de calidad

Cada cartucho contiene un control endégeno ABL y un control de comprobacion de la sonda (PCC).

Control endogeno ABL: El control endégeno ABL verifica que se haya utilizado suficiente muestra en la prueba. Ademas,
este control también detecta la inhibicion asociada a la muestra del ensayo de PCR en tiempo real. E1 ABL se considera
superado si cumple los criterios de aceptacion asignados.

Control de comprobacién de la sonda (PCC): Antes de iniciar la reaccién PCR, el sistema GeneXpert mide la sefial

de fluorescencia de las sondas para monitorizar la rehidratacion de las microesferas, el llenado del tubo de reaccion y la
funcionalidad de todos los componentes de la reaccion en el cartucho. El1 PCC se considera superado si cumple los criterios
de aceptacion asignados.

14 Interpretacion de los resultados

El sistema GeneXpert interpreta automaticamente los resultados a partir de las sefiales fluorescentes medidas y los
algoritmos de célculo incorporados, y los muestra claramente en la ventana Ver resultados (View Results). Los resultados y
las interpretaciones posibles se muestran en la tabla 1.

Xpert® BCR-ABL Ultra 1
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Tabla 1. Xpert BCR-ABL UltraResultados e interpretacion de

Consulte la Figura
2, Figura 3, Figura
4

Resultado Interpretacion

Se ha detectado transcrito de BCR-ABL.

e BCR-ABL POSITIVO (BCR-ABL POSITIVE): Se ha detectado transcrito de BCR-ABL; su umbral
del ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su criterio de valoracion esta por encima del
umbral configurado.

e Posibles resultados positivos:

POSITIVO POSITIVO [### % (IS) y MR#,##] (POSITIVE [#.##% (IS) and MR##.##]; Fi 2
(POSITIVE) [#, o (IS)y HH] ( [#.##% (1S) an ], Figura 2.

POSITIVO [Por encima del LC superior] (POSITIVE [Above upper LoQ]]; Figura 3.
POSITIVO [Por debajo del LD; >MR4,52/<0,003 % (/S)] (POSITIVE [Below LoD; >MR4.52/
<0.003% (IS)]); Figura 4.
ABL SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito del ABL; su umbral del ciclo (Ct) esta
dentro del intervalo valido y su criterio de valoracion esta por encima del umbral configurado.

Si el valor de Ct del ABL esta por debajo de 18, significa que en la reaccién habia como minimo
32 000 copias de ABL.17.18

Comprobacion de la sonda — SUPERADO (PASS); todos los resultados de comprobacién de la
sonda son correctos.

NEGATIVO
(NEGATIVE)

Consulte la Figura
5.

No se ha detectado transcrito de BCR-ABL.

BCR-ABL NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente] (BCR-ABL NEGATIVE [Sufficient ABL
transcript]): No se ha detectado transcrito de BCR-ABL y el umbral del ciclo (Ct) es superior al
umbral del ciclo valido.

ABL SUPERADO (PASS): Se ha detectado transcrito del ABL; su umbral del ciclo (Ct) esta
dentro del intervalo vélido y su criterio de valoracién 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.17:18

Comprobacién de la sonda — SUPERADO (PASS); todos los resultados de comprobacion de la
sonda son correctos.

NO VALIDO
(INVALID)

Consulte la Figura
6.

No se puede determinar el nivel de transcrito de BCR-ABL.

NO VALIDO (INVALID): No se puede determinar el nivel de transcrito de BCR-ABL debido a que
la muestra contiene un exceso de BCR-ABL o de transcritos de ABL. Consulte el Apartado 17
para obtener instrucciones adicionales para volver a analizar la muestra.

ABL NO SUPERADO (FAIL): El umbral de ciclo (Ct) de ABL no estaba dentro del intervalo
vélido o el criterio de valoracion estaba por debajo del umbral configurado. Consulte el Apartado
17 para obtener instrucciones adicionales para volver a analizar la muestra.

Comprobacién de la sonda — SUPERADO (PASS); todos los resultados de comprobacion de la
sonda son correctos.

ERROR
Consulte la Figura
7.

No se puede determinar el nivel de transcrito de BCR-ABL. Consulte el Apartado 17 para obtener
instrucciones adicionales para volver a analizar la muestra.

Si se superdé la comprobacion de la sonda o se muestra N/A, el error se debe a que el limite
maximo de presion excedid el rango aceptable o a que fallé un componente del sistema.

BCR-ABL — SIN RESULTADO (NO RESULT)

ABL — SIN RESULTADO (NO RESULT)

Comprobacioén de la sonda NO SUPERADO (FAIL): Todos o alguno de los resultados de
comprobacion de la sonda no han sido correctos.

Comprobacién de la sonda SUPERADO (PASS) o N/A (NA) (no aplicable) e interrupcién por
presion.
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Resultado Interpretacion

producir un resultado de la prueba. Por ejemplo, esto puede ocurrir si el usuario paré una prueba

SIN RESULTADO | analizar la muestra.

(NO RESULT)

e BCR-ABL SIN RESULTADO (NO RESULT)
e ABL SIN RESULTADO (NO RESULT)
e Comprobacion de la sonda N/A (NA) (no aplicable)

No se puede determinar el nivel de transcrito de BCR-ABL. No se obtuvieron suficientes datos para

que estaba en curso. Consulte el Apartado 17 para obtener instrucciones adicionales para volver a

Nota

14.1 POSITIVO [### % (IS) y MR#,##] (POSITIVE [#.#4#% (IS) and MR#.##])
Se ha detectado BCR-ABL a una concentracion de #,## % (IS) y MR#,##.

Para un resultado POSITIVO [#,## % (1S) y MR#,##] (POSITIVE [#.##% (IS) and MR#.##]), 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) = E ac{2CY 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
prueba. El valor de este factor y la eficiencia del ensayo especifica del lote (E,ct) se determinan en pruebas de control
de calidad de cada lote del ensayo, utilizando patrones secundarios calibrados segun el panel de referencia genética
internacional de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para la cuantificacién de transcritos de BCR-ABL.” En
conjunto, los patrones secundarios y los valores de Epc; especifico del lote y SF alinean el resultado cuantitativo de la
prueba con el IS. La E,c; se establece para 1,92 y el valor de SF para 1,22, con el fin de utilizarlos en el ejemplo que
se muestra aqui.

Ejemplo: E ¢t especifico del lote = 1,92; SF = 1,22
Ct de ABL del ensayo = 11,3; Ct de BCR-ABL = 18,0 ; ACt =-6,7
% (IS)=1,92 (67) x 100 x 1,22 = 1,54 % (IS)
MRx,xx=log0[100/determinado %
(IS)1=log10(100)-log4o(1,54)=2-log1o(1,54)=MR1,81

Resultado: POSITIVO [1,54 % (IS) y MR1,81] (POSITIVE [1.54% (IS) and MR1.81]). Consulte la Figura 2.

Xpert® BCR-ABL Ultra
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[ Resultado | Resultadode analito | Detalle | Errores | Historial | Mensajes | Asistencia
Nombre de ensayo Xpert BCR-ABL Ultra G2 Version 1

LESTLEL LD O SITIVO [1,54% (1S) y MR1,81))

For In Vitro Diagnostic Use Only

Leyenda
vl /| BCR-ABL; Principal |4 |
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Figura 2. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx:
POSITIVO [1,54 % (IS) y MR1,81] (POSITIVE [1.54% (IS) and MR1.81])

14.2 POSITIVO [Por encima del LC superior] (POSITIVE [Above upper LoQ])
Se ha detectado un nivel de BCR-ABL del >55 % (IS) y <MRO0,26.

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) = E Act{2CY 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
prueba. El valor de este factor y la eficiencia del ensayo especifica del lote (Ect) se determinan en pruebas de control
de calidad de cada lote del ensayo, utilizando patrones secundarios calibrados segun el panel de referencia genética

Nota internacional de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la cuantificacién de transcritos de BCR-ABL.” En
conjunto, los patrones secundarios y los valores de Exc; especifico del lote y SF alinean el resultado cuantitativo de la
prueba con el IS. La E,c; se establece para 1,92 y el 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 (-08) x 100 x 1,10 = 65 % es mayor que el limite superior de
cuantificacion definido para el ensayo, del 55 % (/S)

MRx,xx=log4o[100/determinado % (/S)]=log4o(100)-/og40(65)=2-log4¢(65)=MR0,19
es menor que el limite superior de cuantificacion definido para el ensayo, de
MRO,26.

Resultado: POSITIVO [Por encima del LC superior] (POSITIVE [Above upper LoQ]. Consulte la Figura 3.
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| Resultado | Resultado de analito | Detalle | Errores | Historial | Mensajes | Asistencia
Nombre de ensayo Xpert BCR-ABL Ultra G2 Versién 1

LEETLELLP O SITIVO [Por encima del LC superior]

For In Vitro Diagnostic Use Only

Leyenda
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Figura 3. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx:
POSITIVO [Por encima del LC superior] (POSITIVE [Above upper LoQ])

14.3 POSITIVO [Por debajo del LD; >MR4,52/<0,0030 % (IS)] (POSITIVE [Below
LoD; >MR4.52/<0.0030% (IS)])
Se ha detectado un nivel de BCR-ABL <0.0030% (ZS) and >MR4,52.

Para un resultado POSITIVO [Por debajo del LD; >MR4,52/<0,003 % (IS)] (POSITIVE [Below LoD; >MR4.52/
<0.0030% (IS)]), 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-AB
% (IS) = E AcA€Y x 100 x Factor de escala (SF)

L

El factor de escala (SF) es un parametro especifico del lote incorporado en el cédigo de barras del cartucho de la
prueba. El valor de este factor y la eficiencia del ensayo especifica del lote (E,ct) se determinan en pruebas de control
de calidad de cada lote del ensayo, utilizando patrones secundarios calibrados segun el panel de referencia genética

Nota internacional de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para la cuantificacién de transcritos de BCR-ABL.” En
conjunto, los patrones secundarios y los valores de Epc; especifico del lote y SF alinean el resultado cuantitativo de la
prueba con el IS. La E,c; se establece para 1,91 y el valor de SF para 1,14, con el fin de utilizarlos en el ejemplo que
se muestra aqui.

Ejemplo: E ¢ especifico del lote = 1,91; SF=1,14
Ct del ABL del ensayo = 12,5; Ct del BCR-ABL = 29; ACt = -16,6

% (IS) = 1,91 (-16.6) x 100 x 1,14 = 0,0025 % es menor que el limite de deteccion definido para
el ensayo, del 0,0030 % (/S)

MRx,xx=log1o[100/determinado % (/S)]=log10(100)-/og4¢(0,0025)=2-/0g4¢(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/<0,003 % (IS)] (POSITIVE [Below LoD; MR4.52/0.0030%
(IS)]). Consulte la Figura 4.
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( Resultado | Resultado de analito | Detalle | Errores | Historial | Mensajes | Asistencia |

Nombre de ensayo Xpert BCR-ABL Ultra G2 Version 1
LCEPLERL PO SITIVO [Por debaijo del LD; >MR4,52/<0,0030% (IS))

For In Vitro Diagnostic Use Only
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Figura 4. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx: POSITIVO [Por
debajo del LD; >MR4,52/<0,0030 % (IS)] (POSITIVE [Below LoD; >MR4.52/<0.0030% (IS)]

14.4 NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente] (NEGATIVE [Sufficient ABL
transcript])

No se detecto 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 la Tabla 1.

Ejemplo:
Ct de BCR-ABL del ensayo = 0; Ct de ABL = 11,3, que es menor que «18».
Resultado: NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente] (NEGATIVE [Sufficient ABL transcript]. Consulte la Figura 5.
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Resultado | ar frores al
Nombre de ensayo xpert BCR-ABL Ultra G2 Version 1

LS BN INEGATIVO [Transcrito ABL suficiente

For In Vitro Diagnostic Use Only
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Figura 5. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx:
NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente] (NEGATIVE [Sufficient ABL transcript])

14.5 NO VALIDO [Transcrito ABL insuficiente] (INVALID [Insufficient ABL
transcript])
Se detecté BCR-ABL o no se detectd, con un valor de Ct de ABL mayor que «18».

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

Ejemplo:
Ct de BCR-ABL del ensayo = 0; Ct de ABL = 24, que es mayor que «18».
Resultado: NO VALIDO [Transcrito ABL insuficiente] INVALID [Insufficient ABL transcript]. Consulte la Figura 6.
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vI|/| BCF
vi[./] ABL
]

vl

_Figura 6. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx: NO
VALIDO [Transcrito ABL insuficiente] (INVALID [Insufficient ABL transcript])

14.6 ERROR

Figura 7. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx: ERROR
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15 Resultados cuantitativos

Con cada kit de prueba Xpert BCR-ABL Ultra se suministra un certificado de andlisis que contiene una curva estandar

especifica del lote para el kit Xpert BCR-ABL Ultra y un valor de eficiencia (£ 4¢). El valor de eficiencia esta incorporado

en el codigo de barras del cartucho de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra. Consulte el certificado de andlisis para ver los
calculos 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 (IS).” Los

resultados de la prueba se muestran con los resultados cuantitativos tanto en % (ZS) como en la escala de respuesta molecular

(MR) (consulte la 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)

Reduccion logaritmica

en % BCR-ABL/ABL (IS) MR % BCR-ABL/ABL (IS)®

0 0 100

1 1 10

2 2 1

3 3 0,1

4 4 0,01

45 4,5 0,0032
5 5 0,001

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

MRxx.x = log;o[100/% determinado (IS)]=log;¢(100)—logo[% determinado (/S)]=2—logo[% determinado (IS)]

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

Prueba BCR-ABL ABL Xpert BCR-ABL Ultra Notas
Ct Resultado Ct Resultado Resultados de la prueba

1 7,1 NO VALIDO | 7,3 NO NO VALIDO [Transcritos BCR- Valor %
(INVALID) SUPERADO | ABL y ABL demasiado altos] calculado:

(FAIL) (INVALID [Too high BCR-ABL 149,92 %

and ABL transcripts])

2 8,1 NO VALIDO | 7,9 NO NO VALIDO [Transcrito ABL Valor %
(INVALID) SUPERADO | demasiado alto] (INVALID [Too calculado:
(FAIL) high ABL transcript]) 121,05 %

3 7.9 NO VALIDO 8,1 SUPERADO | NO VALIDO [Transcrito BCR- Valor %
(INVALID) (PASS) ABL demasiado alto] (INVALID calculado:
[Too high BCR-ABL transcript]) 149,92 %

4 11,4 POS 10,9 | SUPERADO |POSITIVO [Por encima del LC Valor %
(PASS) superior] (POSITIVE [Above calculado:

upper LoQ]) 78,92 %

5 18,2 POS 13,5 | SUPERADO |POSITIVO [33,93 % (IS)y Valor %
(PASS) MRO0,47] (POSITIVE [33.93% calculado:

(IS) and MR0.47]) 33,93 %

6 21,4 POS 13,4 | SUPERADO |POSITIVO [4,68 % (IS)y Valor %
(PASS) MR1,33] (POSITIVE [4.68% calculado:

(IS) and MR1.33]) 4,68 %
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Prueba BCR-ABL ABL Xpert BCR-ABL Ultra Notas
Ct Resultado Ct Resultado Resultados de la prueba
7 28,6 POS 15,2 | SUPERADO [POSITIVO[0,012 % (IS)y Valor %
(PASS) MR3,92] (POSITIVE [0.012% calculado:
(IS) and MR3.92]) 0,012 %
8 30,0 POS 12,7 | SUPERADO [POSITIVO [Por debajo del Valor %
(PASS) LD; >MR4,52/<0,0030 % calculado:
(1S)] (POSITIVE [Below LoD; 0,0008 %
>MR4.52/<0.0030% (IS)])
9 0 NEG 13,3 | SUPERADO [NEGATIVO [Transcrito ABL 0 %
(PASS) suficiente] (NEGATIVE
[Sufficient ABL transcript])
10 | 31,6 | NOVALIDO | 18,2 NO NO VALIDO [Transcrito NA
(INVALID) SUPERADO | ABL insuficiente] (INVALID
(FAIL) [Insufficient ABL transcript])
11 0 NO VALIDO 18,6 NO NO VALIDO [Transcrito NA
(INVALID) SUPERADO | ABL insuficiente] (INVALID
(FAIL) [Insufficient ABL transcript])
12 0 NO VALIDO 0 NO NO VALIDO [Sin transcrito NA
(INVALID) SUPERADO | ABL] (INVALID [No ABL
(FAIL) transcript])
13 0 SIN 0 SIN ERROR Por ejemplo,
RESULTADO RESULTADO Error5017:
(NO RESULT) (NO RESULT) error al
realizar la
comprobacién
de la sonda
[ABL]

16 Limitaciones del ensayo

suspension del tratamiento.

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

La eficacia de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra se valid6 tinicamente mediante los procedimientos descritos en este
prospecto. Las modificaciones de estos procedimientos pueden afectar a la eficacia de la prueba.

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

No utilice heparina como anticoagulante, ya que podria inhibir la reaccion PCR.
No se han validado tipos de muestras con citrato soédico (NaCitrate), capa leucocitaria y médula osea.

La prueba puede arrojar resultados erroneos si las muestras no se recogen, manipulan y conservan correctamente, o

si se confunden las muestras. El estricto cumplimiento de las instrucciones de este prospecto es necesario para evitar
resultados erroneos.

e Laprueba Xpert BCR-ABL Ultra solamente esta disefiada para detectar los transcritos de fusion e13a2/b2a2 y e14a2/
b3a2 de p210 BCR-ABL, pero no para distinguir uno del otro. No se ha evaluado la capacidad para detectar otros
transcritos de fusion aparte de los descritos en estas instrucciones de uso. La prueba no detecta puntos de ruptura
menores 0 micro, microeliminaciones ni mutaciones.

e Laprueba Xpert BCR-ABL Ultra no esta indicada para detectar ela2 (p190), e19a2 (p230) ni otras translocaciones
menores que pudieran estar presentes en una muestra de sangre periférica de un paciente con leucemia.

La prueba Xpert BCR-ABL Ultra no detecta transcritos de fusion e13a2/b2a2 aberrantes, en los que se eliminan partes
de la secuencia adyacentes al punto de ruptura.
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e En algunas muestras con un recuento de leucocitos muy elevado (superior a 30 millones de células/ml), la prueba 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 la Tabla 4 para obtener mas informacion.

e Algunas muestras con niveles muy bajos de transcritos de ABL o concentraciones de leucocitos inferiores a 150 000
células/ml pueden notificarse como NO VALIDO (INVALID) (tipo 1). Un resultado indeterminado no excluye la

presencia de niveles muy bajos de células leucémicas en el paciente.

e FEl transcrito LMC p230 con micropunto de rutpura e19a2 puede producir un resultado positivo para BCR-ABL inferior
al limite de deteccion del ensayo (0,0030 % (1S)/MR4,52) cuando la prueba se realiza con niveles altos de diana (>3,52
log por encima del LD).

e Las mutaciones o polimorfismos en las regiones de union de sondas o cebadores pueden afectar a la deteccion de
variantes nuevas o desconocidas, y pueden producir un resultado negativo falso.

e [ os resultados de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra deberan utilizarse junto con los antecedentes del paciente, lo que
incluye informacion clinica y de laboratorio, conforme a las directrices de la NCCN, la ELN y la ESMO pertinentes para
hacer una interpretacion clinica completa y para el manejo del paciente.

e Algunos pacientes con niveles muy bajos de transcrito BCR-ABL1 (es decir, por debajo del LD 0,0030 % [ZS] o por
encima de MR4,52) pueden notificarse como NEGATIVO [Transcrito ABL suficiente] (NEGATIVE [Sufficient ABL
transcript]). Por tanto, un resultado No detectado no excluye la presencia de niveles bajos de células leucémicas en el

paciente.

e El ensayo esta validado para utilizarse en el GeneXpert Dx System (GX-1, GX-II, GX-IV, GX-XVI) y en el GeneXpert
Infinity System (Infinity-48s e Infinity-80).

17 Guia de solucién de problemas

Tabla 4. Guia de solucién de problemas

e Muestra de mala calidad
e Inhibicién de la RT-PCR
e SiCtde ABL > 18 o el valor extremo <200;

Resultado Causas posibles Sugerencias
de la prueba P g
NO VALIDO Tipo 1: Fallo del control endégeno ABL: e Compruebe la calidad de la muestra
(INVALID (p. €j., si se han excedido los requisitos de

almacenamiento de la muestra, como el
tiempo y la temperatura).

e 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 o0 NO
VALIDO (INVALID) (tipo 1).

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 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 (cédigo
2008)

La presién excede el limite (mensaje de error
2008)

Compruebe la calidad de la muestra.
Compruebe si el recuento de LEU es muy
elevado.

e 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 (codigo
2008) o NO VALIDO (INVALID) (tipo 2).
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Resultado Causas posibles Sugerencias
de la prueba P 9
ERROR (cédigo Fallo de comprobacion de la sonda Repita la prueba con la muestra original (si
5006, 5007, 5008, esta disponible) o con el lisado conservado y
and 5009?) 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 Error en la recogida de datos. Por ejemplo, Repita la prueba con la muestra original (si
(NO RESULT) el operador detuvo una prueba en curso o se | esta disponible) o con el lisado conservado y
produjo un corte del suministro eléctrico. 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).

@ Esta no es una lista completa de cédigos de ERROR.

18 Repeticion de ensayos

18.1 Procedimiento de repeticiéon de la prueba en caso de ERROR o NO

VALIDO (INVALID) (tipo 1)

Vuelva a analizar las muestras con resultados ERROR o0 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 criterio de valoracion 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 Apartado 11.2, Preparacion de la muestra.

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

Apartado 11.2, Preparacion de la muestra, paso 12.

a) Si el lisado conservado en el Apartado 11.2, Preparacion de la muestra, paso 12 se ha congelado, descongélelo a la
temperatura ambiente antes de utilizarlo.

b) Asegurese de que el lisado esté bien mezclado, agitando la muestra en un vortex a la velocidad méaxima
continuamente durante 10 segundos y dejandolo a un lado durante 3 minutos para que se asienten las burbujas. Vaya
al paso 2.

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

Afada 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.

Afiada al mismo tubo conico 2 ml de etanol absoluto para reactivos (no suministrado).

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

® NS, AW

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.

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

10. Cierre la tapa del cartucho. Inicie la prueba (consulte Apartado 11.4).

18.2 Procedimiento de repeticion de la prueba en caso de ERROR (codigo
2008) o NO VALIDO (INVALID) (tipo 2)

Vuelva a analizar las muestras con concentraciones de transcritos de BCR-ABL o ABL por debajo del valor de corte minimo
valido (Ct<8) o cuando se exceda el limite de presion. Consulte también la Tabla 4.
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Afada 100 pl de PK (proteinasa K) al fondo de un tubo conico nuevo de 50 ml.

2.  Sidispone de suficiente volumen de muestra de sangre, repita la prueba desde el tubo de recogida de muestra de sangre
original. Asegurese de que la muestra de sangre esté bien mezclada, invirtiendo el tubo de recogida de sangre 8 veces
inmediatamente antes de pipetear. Vaya al paso 4.

O bien,
Si el volumen de la muestra de sangre es insuficiente, se puede repetir la prueba con el lisado conservado en el
Apartado 11.2, Preparacion de la muestra, paso 12.

a) Siel lisado conservado en el Apartado 11.2, Preparacion de la muestra, paso 12 se ha congelado, descongélelo a la
temperatura ambiente antes de utilizarlo. Si utiliza un lisado refrigerado, espere a que se equilibre a la temperatura
ambiente antes de utilizarlo.

b) Asegurese de que el lisado esté bien mezclado, agitando la muestra en un vortex 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.

3. Afiada 50 pl de la muestra de sangre (si esta disponible) u 80 pl del lisado sobrante del Apartado 11.2, Preparacion de
la muestra, al tubo que ya contiene proteinasa K.

a) Agite la muestra continuamente en un mezclador vortex a la velocidad méaxima durante 3 segundos.
b) Incube a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Afada 2,5 ml de reactivo de lisis (LY) al nuevo tubo conico 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.

Anada al mismo tubo cénico 2 ml de etanol absoluto para reactivos (no suministrado).

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

XA, R

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.

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

11. Cierre la tapa del cartucho. Inicie la prueba (consulte Apartado 11.4).

19 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 van de MR 1 a 4,5)5 con la deteccion cuantitativa del ARNm de BCR-ABL (transcritos e13a2/b2a2 o el4a2/b3a2) y el
ARNmM del control endoégeno 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).

20 Eficacia clinica

La eficacia clinica de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra se evalud 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 total con EDTA recogidas de forma prospectiva de pacientes con leucemia
mieloide cronica (LMC) en cualquier estadio de la enfermedad, después del diagnostico 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 lisados congelados, preparadas a partir de sangre total con EDTA de la misma poblacion
de pacientes. Se comparo la eficacia de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra con el de un ensayo molecular aprobado por la
FDA que detecta y cuantifica los transcritos de ARNm de los tipos de translocacion p210 (e13a2/b2a2 o el4a2/b3a2), y
utiliza ABL como transcrito d¢ ARNm de control endogeno.

Inicialmente se incluyo6 un total de 266 muestras aptas en el estudio, de las cuales se excluyeron 57 debido al uso de un
procedimiento obsoleto en el método de extraccion (27), a que no finalizo la extraccion de sangre del sujeto (8), a un retraso
en el envio o la prueba (6), a un volumen insuficiente para la prueba (6), al fallo de la prueba comparativa (6) o al uso de un
archivo de definicion del ensayo incorrecto para la prueba Xpert BCR-ABL Ultra (4), lo que deja 209 muestras analizadas.

De las 209 muestras, el 97,1 % (203/209) de los resultados de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra fueron correctos en el primer
intento y arrojaron una tasa inicial de indeterminados del 2,9 % (6/209); de estos, el 99,5 % (208/209) fueron correctos
cuando se repiti6 la prueba, lo que da una tasa final de indeterminados del 0,5 % (1/209).
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De las 208 muestras disponibles para el analisis, 150 (72,1 %) eran muestras de lisado congeladas y 58 (27,9 %) eran
muestras frescas, obtenidas de forma prospectiva, que contaban con informacién demografica. De las muestras frescas,
24 (41,4 %) se obtuvieron de mujeres y 34 (58,6 %) de varones. La media de edad de los sujetos que proporcionaron las

muestras frescas fue de 60,5 afios (rango 28-85 afios).

De los 208 resultados disponibles para el analisis, 147 estuvieron dentro del rango cuantitativo notificable para ambos
ensayos [0,0030 % - 55 % (IS/MR4,52 - MR0,26) para Xpert BCR-ABL Ultra y 0,0020 % - 50 % (ZS)/MR4,72 — MR0,30
para el ensayo comparativo]: 117 de estas muestras fueron de lisados sobrantes congelados y 30 fueron muestras frescas
recogidas de forma prospectiva. La eficacia de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra frente al ensayo comparativo se evalud
utilizando una regresion de Deming para determinar la pendiente y la ordenada al origen. La Figura 8 muestra los andlisis de
regresion de Deming y de regresion lineal de los 147 resultados del ensayo (valores MR).

S5 Estimaciones de los parametros de regresion .~
Regresion de Deming: Y=0,0600+1,0266*X ; //"0/
Regresién lineal: Y=0,2504+0,9580*X 6 9 @0
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Figura 8. Analisis de regresion de Deming y lineal

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 calculé en MRO0,1244 (intervalo de confianza del 95 % de 0,0969 —
0,1519).

También se llevo a cabo un analisis 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 comparativo. 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.
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Figura 9. Xpert BCR-ABL UltraAnalisis de diferencias de Bland-Altman
entre el MR de la prueba y el MR de BCR-ABL del ensayo comparativo

Se calculd una diferencia media (sesgo) de 0,1336 con una SD de 0,3354. La mayoria de los resultados (96,6 %, 142/147)
estuvieron dentro del rango de las 2 SD (entre -0,5372 y 0,8044).

21 Eficacia analitica

21.1 Trazabilidad al panel de la OMS

La trazabilidad al primer panel de referencia genética internacional de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la
cuantificacion de la translocacion de BCR-ABL por RQ-PCR (c6digo NIBSC 09/138) se demostré midiendo el panel de
referencia de la OMS con 3 lotes de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra y comparando los valores medidos con los publicados
en las Instrucciones de uso del panel de referencia.!® Cada uno de los 4 miembros del panel de referencia se analiz6 con un
minimo de 10 réplicas por lote del kit del ensayo. Los valores de MR medidos para cada concentracion del panel principal
de la OMS se calcularon por regresion a cada lote de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra (es decir, los miembros del panel de
la OMS se trataron como muestras clinicas y se ajustaron al modelo de regresion lineal de la curva estandar del ensayo).
Ademas, se compararon los valores de MR medidos con los valores de MR publicados a través de un andlisis de regresion
adicional, para determinar los valores de pendiente y ordenada al origen. La pendiente fue cercana auno (0,96 a 1,1)y la
ordenada al origen calculada fue cercana a 0 (-0,03 a -0,006).
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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

MR2.0(1.0%)- MR2.0(1.0%)-

MR3.0(0.1%)- MR3.0(0.1%):

Valores medidos

MR4.0(0.01%)- 5 MR4.0(0.01%)-

MR4.0(0.01%  MR3.0(0.1%) MR2.0(1.0%)  MRL.0(10%) MR4.0(0.01% MR3.0(0.1%)  MR2.0{10%) MR1.0{10%)
Valores % (IS )/MR publicados Valores % (IS )/MR publicados
para el patrén principal de la OMS para el patrén principal de la OMS
Lote 3

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

MR2.0(1.0%)-

MR3.0(0.1%)-

Valores medidos

MR4.0(0.01%)-

' !
MR4.0(0.01% MR3.0(0.1%) MRZ.O’(I.O%! MRl.O}lO%)

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

Figura 10. Valores medidos frente a publicados para
el panel de referencia principal de la OMS, lote a lote.

Xpert BCR-ABL Ultra Los valores de MR generados por el kit (eje Y) se trazaron frente a los valores MR publicados en las
Instrucciones de uso del panel de referencia principal de la OMS (eje X). Los tres lotes se representan con puntos de datos
(negros). Los analisis de regresion y los intervalos de confianza se basan en los datos de cada lote por separado.

21.2 Linealidad y rango dinamico

La linealidad se evalud de forma independiente para cada uno de los dos puntos de ruptura principales, e13a2/b2a2 y e14a2/
b3a2, utilizando muestras clinicas de LMC especificos para una alta concentracion del punto de ruptura e13a2/b2a2 o el4a2/
b3a2. El lisado de cada muestra de LMC con una concentracion alta de transcritos de BCR-ABL se diluy6 en un lisado de
fondo preparado a partir de una muestra clinica negativa para LMC con rangos diana de ~50 % (/S)/MR0,30 a 0,000625 %
(IS)/MR5,20. Los miembros del panel, incluido el nivel negativo, se analizaron en dos lotes del kit del ensayo, en réplicas de
4 por lote del kit.

Las pruebas y los analisis estadisticos se realizaron de acuerdo con CLSI EP06-A. Se realizaron analisis de regresion lineal

para polinomios de primer, segundo y tercer grado. Los resultados para cada punto de ruptura se consideraron lineales si los
coeficientes polindmicos no eran significativos (valores de p > 0.05). Las curvas de regresion lineal para ambos transcritos

se muestran en la Figura 11 y la Figura 12 a continuacion.
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Figura 11. Curvas de regresion lineal para el transcrito 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 R2 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 R2
e13a2/b2a2 -0,05833 0,99501 0,98304
el14a2/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 % (ZS)/MRO0,26 hasta el
limite de cuantificacion en el 0,0030 % (ZS)/MR4,52.

21.3 Sensibilidad analitica (limite de deteccion, limite de cuantificacion, limite
de blanco)

Se calculd el limite de deteccion (LD) para los dos puntos de ruptura, e13a2/b2a2 y e14a2/b3a2, analizando diluciones
seriadas de muestras positivas altas para LMC [>10 % (IS)/MR1], asi como muestras positivas bajas para LMC [<0,1 %
(IS)/MR3]. Los datos de cada punto de ruptura de todas las diluciones y muestras se compilaron por separado y se calculo el
LD mediante un analisis de regresion probit. El analisis resultante arrojo un LD estimado de 0,0035 % (IS)/MR4,45 para el
punto de ruptura el3a2/b2a2 y de 0,0030 % (ZS)/MR4,52 para el punto de ruptura el4a2/b3a2.

E1 LD se verifico adaptando el método no paramétrico descrito en el documento guia del CLSI, EP17-A2 (Tabla 6). Se
diluyeron dos muestras individuales positivas para LMC que representaban cada punto de ruptura a una concentracion diana
de 0,0030 % (IS)/MR4,52. Para el13a2/b2a2, 2 operadores analizaron 94 réplicas con 4 lotes del kit de prueba a lo largo de 4
dias. Para el14a2/b3a2, 2 operadores analizaron 101 réplicas con 4 lotes del kit de prueba a lo largo de 7 dias.

Tabla 6. Limite de deteccién verificado en % (I/S)/MR

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

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

El limite de cuantificacion (LC) se calculd con los datos obtenidos de los estudios de LD. La media y la desviacion estandar
para valores de % (IS) y los valores de MR se calcularon para las réplicas a concentraciones iguales al LD, 0,0030 % (IS)/
MR4,52, o superiores con una positividad mayor 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 LD, 0,0030 % (/S)/MR4,52. Los resultados se evaluaron también contra los
criterios de aceptacion de la desviacion estandar (SD) < 0,36. La desviacion estandar de MR tanto para e13a2/b2a2 (rango de
SD observado, MR0,27-MR0,34) como para e14a2/b3a2 (rango de SD observado, MR0,29-MR0,31) estuvieron dentro de
los criterios de aceptacion.

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

21.4 Especificidad analitica

Se evalu¢ la exclusividad de la especificidad analitica y clinica de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra analizando muestras de
sangre completa con EDTA extraidas de cincuenta (50) donantes sanos (sin LMC) y veinte (20) muestras leucémicas (LMA/
LLA). La especificidad del punto de ruptura se determin6 analizando sangre con EDTA de donantes normales sanos a la

que se habia afiadido cinco (5) lineas celulares de leucemia diferentes, que representaban los 3 diferentes tipos de leucemia
(LMC, LLA y LPA) y 5 puntos de ruptura de la enfermedad: K562 (LMC/el4a2/b3a2) y BV173 (LMC/el3a2/b2a2) se
utilizaron como controles positivos; la especificidad se evalu6é en SUP-B15 (LLA/ela2), AR230 (LMC/e19a2) y NB4 (LPA/
PML-RARA).
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La prueba Xpert BCR-ABL Ultra no detectd ninguna sefial d¢ BCR-ABL en ninguna de las muestras de donantes sanos sin
LMC ni en las muestras de leucemia LMA/LLA evaluadas en este estudio.

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 mostr6 un resultado POSITIVO [Por debajo del LD; >MR4,52/<0.0030% (IS)] (POSITIVE [Below LoD;
>MR4.52/<0.0030% (IS)]) para 1 de las 4 réplicas analizadas a la concentracion diana del 10 % (ZS)/MR1,00, basandose
en el nimero 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 % (1S)/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 una
especificidad analitica del 100 % para las muestras de sangre con EDTA sin LMC.

21.5 Contaminacion por arrastre

Se realiz6 un estudio para demostrar que los cartuchos GeneXpert autonomos de un solo uso previenen la contaminacion
por arrastre de cartuchos analizados secuencialmente en el mismo modulo. Para demostrar esto, se analizaron muestras
negativas a continuacion de muestras positivas muy altas en el mismo modulo GeneXpert. Este estudio consistio en procesar
una muestra normal con EDTA NEGATIVA (NEGATIVE) (sangre negativa para LMC) en el mismo médulo GeneXpert
inmediatamente después de procesar una muestra POSITIVA (POSITIVE) alta (sangre positiva para LMC simulada)

con 4,5 x 103 células K562/ml afiadidas a sangre negativa para LMC para obtener ~10 % (IS)/MR1,00. Esta secuencia de
pruebas se repitio cinco veces en cada uno de los cuatro médulos GeneXpert. Las veinte muestras positivas para BCR-

ABL se notificaron correctamente como POSITIVO [#,##% (IS) y MR#,##] (POSITIVE [#.##% (IS) and MR#.##]),
mientras que las veinte muestras negativas para BCR-ABL se notificaron correctamente como NEGATIVO [Transcrito
ABL suficiente] (NEGATIVE [Sufficient ABL transcript]).

21.6 Sustancias potencialmente interferentes

En este estudio se evaluaron cinco sustancias que podrian estar presentes en las muestras de sangre completa con EDTA
y podrian interferir con la eficacia de la prueba Xpert BCR-ABL Ultra. Los compuestos y las concentraciones analizados
(consulte la Tabla 7) se basaron en la guia del documento del CLSI EP07-A2. Las sustancias interferentes se analizaron
en el fondo de muestras clinicas de sangre completa con EDTA con LMC que representaban tres concentraciones, con
cinco muestras por concentracion: >1 % (IS)/<MR2, 0.1-1% (IS)/MR3-MR2, and <0.1% (IS)/>MR3). Los controles de
la prueba fueron muestras clinicas de sangre completa con EDTA con LMC y la concentracion de transcrito BCR-ABL
correspondiente, sin la sustancia interferente. Cada muestra de LMC se analizo en ausencia y presencia de las cinco
sustancias interferentes individuales, en 4 réplicas por condicion.

Se considerd que una sustancia no era interferente si en su presencia la relacion % medio (/S)/MR observada estaba dentro
de una diferencia de 3 veces, en comparacion con el control.

No se observaron efectos inhibidores clinicamente significativos en la prueba Xpert BCR-ABL Ultra con ninguna de las
sustancias interferentes evaluadas en este estudio. Aunque se observo cierta variabilidad y diferencias estadisticamente
significativas (valor de p <0,05) en algunas condiciones analizadas, las proporciones % (IS)/MR notificadas para las
condiciones de prueba y control estuvieron dentro del rango aceptable de 3 veces.

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

Sustancias interferentes

Concentracion analizada

Bilirrubina no conjugada 20 mg/dI
Colesterol, total 500 mg/dl
Triglicéridos, total (lipidos) 1800 mg/dl

Heparina 3500 U/

EDTA (extraccion corta)

750 mg/dl (5X)
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22 Precision y reproducibilidad

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

Se prepard un panel de once muestras que incluia lo siguiente: Una muestra negativa para BCR-ABL, dos muestras en el
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 8La muestra las once muestras incluidas en este estudio.

Tabla 8. Grupo de reproducibilidad para Xpert BCR-ABL Ultra

m't;:t?'a Descripcion % (IS)
1 MR1,0 e13a2/b2a2 BCR-ABL a ~ 10 % (IS)
2 MR1,0 e14a2/b3a2 BCR-ABL a ~ 10 % (IS)
3 MR2,0 e13a2/b2a2 BCR-ABL a~ 1 % (/S)
4 MR2,0 e14a2/b3a2 BCR-ABL a~ 1 % (/S)
5 MR3,0 e13a2/b2a2 BCR-ABL a ~ 0,1 % (IS)
6 MR3,0 e14a2/b3a2 BCR-ABL a ~ 0,1 % (IS)
7 MR4,0 e13a2/b2a2 BCR-ABL a ~ 0,01 % (IS)
8 MR4,0 e14a2/b3a2 BCR-ABL a ~ 0,01 % (IS)
9 Cerca del LD e13a2/b2a2 BCR-ABL a ~ 0,005 % (IS)
10 Cerca del LD e14a2/b3a2 BCR-ABL a ~ 0,005 % (/S)
11 Negativo BCR-ABL no detectado

Cada uno de los once miembros del panel se analizé por duplicado dos veces al dia en cuatro dias diferentes por cada uno de
los tres operadores distintos en tres centros diferentes. Se utilizaron tres lotes de kits Xpert BCR-ABL Ultra y cada operador
realizo las pruebas con un lote (3 centros x 3 lotes x 1 operador/lote x 4 dias x 2 andlisis/operador x 2 réplicas/analisis = 144
réplicas/miembro del panel).

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

Los anélisis ANOVA para cada miembro del panel se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Estudio de reproducibilidad: Resultados del analisis de varianza

Muestra N “?G%a _ cselr)ﬂ(:gll opse?a?;::rl Sli)ii:el intra:r?élisis SD total®
instrumento lote

Diana MR1,0 e13a2/b2a2 144 0,96 0 0,05 0,01 0,06 0,08
Diana MR1,0 e14a2/b3a2 144 0,99 0 0,06 0 0,08 0,1

Diana MR2,0 e13a2/b2a2 143 2,04 0 0,06 0,02 0,10 0,11
Diana MR2,0 e14a2/b3a2 144 2,09 0,03 0,07 0,02 0,10 0,13
Diana MR3,0 e13a2/b2a2 144 2,89 0,06 0,04 0,03 0,10 0.12
Diana MR3,0 e14a2/b3a2 144 3,12 0,06 0,08 0 0,11 0,15
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Muestra N I\:Il\(lalcli'l)a _ cselr)ﬂ(:gll o;i?a?jilr/ Szigel intraasr?élisis SD total®
instrumento lote
Diana MR4,0 e13a2/b2a2 143P 3,67 0,03 0,02 0 0,15 0,15
Diana MR4,0 e14a2/b3a2 144 3,91 0,05 0,08 0,04 0,14 0,17
Diana MR>4,0 e13a2/b2a2 140 | 4.36 0,04 0,04 0 0,33 0,33
Diana MR>4,0 e14a2/b3a2 1434 4,22 0,03 0,08 0 0,17 0,19

a La prueba Xpert BCR-ABL Ultra realizada en los sistemas GeneXpert Dx y GeneXpert Infinity integra la purificacion de muestras

y la amplificacion 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 eliminé del andlisis una réplica que cumplié los requisitos de valor atipico a la concentracion del 99 % segun CLSI EP15-A3.
¢ 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 Oficinas centrales de Cepheid

Sede central corporativa

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

Teléfono: + 1 408 541 4191 Fax: + 1 408 541 4192 www.cepheid.com

Sede central europea

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Teléfono: + 33 563 825 300 Fax: + 33 563 825 301 www.cepheidinternational.com

25 Asistencia técnica

Antes de ponerse en contacto con nosotros
Antes de ponerse en contacto con el servicio técnico de Cepheid, reuna la informacion siguiente:

Nombre del producto

Numero de lote

Numero de serie del instrumento

Mensajes de error (si los hubiera)

Version de software y, si corresponde, «Service Tag» (nfimero de servicio técnico) del ordenador

Estados Unidos

Teléfono: + 1 888 838 3222 Correo electronico: techsupport@cepheid.com

Francia
Teléfono:+ 33 563 825 319 Correo electronico: support@cepheideurope.com

La informacion de contacto de todas las oficinas del servicio técnico de Cepheid esta disponible en nuestro sitio
web:www.cepheid.com/en/support/contact-us

26 Tabla de simbolos

Simbolo Significado
REF Numero de catalogo
C E Marca CE: conformidad europea
IVD Producto sanitario para diagnéstico in vitro
LOT Cadigo de lote
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Simbolo Significado

No reutilizar

Fecha de caducidad

Advertencia

Consultar las instrucciones de uso

Fabricante

Pais de fabricacion

Contiene cantidad suficiente para n pruebas

CONTROL/| ([ Control

Limites de temperatura

Riesgos bioldgicos

Liquidos inflamables

Toxicidad para la reproduccion y los érganos

Representante autorizado en la Comunidad Europea

Representante autorizado en Suiza

@EE@@@%I@@LM@M@

Importador

al

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

Teléfono: + 1 408 541 4191 Fax: + 1 408 541 4192 www.cepheid.com

EC |REP

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Teléfono: + 33 563 825 300 Fax: + 33 563 825 301
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CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66
Postfach 124, Thalwil

CH-8800
Switzerland

wvb|C €

27 Historial de revisiones

Descripcion de los cambios: 302-0742, Rev. C a Rev. D

Propésito: Para cumplimiento con el Reglamento de productos de diagndstico in vitro de Suiza

Apartado Descripcion del cambio
6.3 Se ha afiadido el apartado Materiales recomendados pero no suministrados
Se han afiadido simbolos y descripciones de CH REP e importador en la tabla
26 de simbolos. Se ha afiadido el simbolo de CH REP e importador y la direccion en
Suiza.
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