GeneXpert.

TION

Xpert® Breast Cancer
STRAT4

REF| GXBCSTRAT4-CE-10

Instrucciones de uso

C€[vo

/ . Producto sanitario para diagnéstico in 301-4981-ES, Rev. F
 Cepheid.

vitro 2025-03



Declaraciones sobre marcas comerciales, patentes y derechos de propiedad intelectual
Cepheid®, the Cepheid logo, GeneXpert®, and Xpert® are trademarks of Cepheid, registered in the U.S. and other countries.
All other trademarks are the property of their respective owners.

THE PURCHASE OF THIS PRODUCT CONVEYS TO THE BUYER THE NON-TRANSFERABLE RIGHT TO USE IT

IN ACCORDANCE WITH THESE INSTRUCTIONS FOR USE. NO OTHER RIGHTS ARE CONVEYED EXPRESSLY,

BY IMPLICATION OR BY ESTOPPEL. FURTHERMORE, NO RIGHTS FOR RESALE ARE CONFERRED WITH THE
PURCHASE OF THIS PRODUCT.

© 2017—2025 Cepheid.

Cepheid®, el logotipo de Cepheid, GeneXpert® y Xpert® son marcas comerciales de Cepheid, registradas en los EE. UU. y
otros paises.

Las restantes marcas comerciales pertenecen a sus respectivos propietarios.

LA COMPRA DE ESTE PRODUCTO OTORGA AL COMPRADOR EL DERECHO INTRANSFERIBLE DE
UTILIZARLO SEGUN ESTAS INSTRUCCIONES DE USO. NO SE OTORGA NINGUN OTRO DERECHO DE FORMA
EXPRESA, IMPLICITA O POR IMPEDIMENTO LEGAL. LA COMPRA DE ESTE PRODUCTO TAMPOCO OTORGA
NINGUN DERECHO DE REVENTA.

© 2017—2025 Cepheid.

Consulte el Historial de revisiones para obtener una lista detallada de los cambios.



Xpert® Breast Cancer STRAT4

Producto sanitario para diagnostico in vitro

1 Nombre patentado

Xpert® Breast Cancer STRAT4

2 Denominacion comun o habitual

Xpert Breast CA STRAT4
Xpert BC STRAT4

3 Indicaciones

La prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 es un ensayo semicuantitativo basado en la reaccion en cadena de la polimerasa
con valores de corte cualitativos para ARNm de receptor de estrogenos (ESRI), receptor de progesterona (PGR), receptor de
factor de crecimiento epidérmico humano 2 (ERBB2/HER?2) y marcador de proliferacion Ki-67 (MKi67) aislados de tejido
de cancer de mama invasivo fijado en formol e incluido en parafina (FFPE). El ARN se extrae de una zona enriquecida de
tumor de una seccion de tejido microscopica identificada por un anatomopatélogo. La prueba se debe usar en combinacion
con otros datos clinicos y de laboratorio para clasificar los tejidos de cancer de mama en relacion con el estado del receptor
hormonal, el estado del receptor HER2 y el estado del marcador de proliferacion. La prueba esta concebida para utilizarse
con el sistema GeneXpert® e incluye aislamiento de ARN a partir de tejido FFPE, asi como la amplificacion y deteccién de
secuencias diana dentro del cartucho.

La prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 no esta concebida como:

e Predictor de la gravedad de la enfermedad
e Dispositivo autdbnomo para pruebas diagnosticas de cancer de mama
e Un pronosticador de recaidas de la enfermedad

Instrucciones de uso: La prueba se ha concebido para su uso en la evaluacion de niveles de ARNm de ESRI, PGR, ERBB2 y
MK:i67 en tejidos con cancer de mama invasivo obtenidos de pacientes y preparados como muestras FFPE, y como ayuda en
la evaluacion clinica junto con otros datos de laboratorio.

4 Resumen y explicacién

El cancer de mama es uno de los canceres mas frecuente entre mujeres de todo el mundo, con aproximadamente 1,7 millones
de casos nuevos de cancer de mama al afio.! En Europa, cada afio se diagnostican aproximadamente 494 000 nuevos casos

y 143 000 pacientes moriran de su enfermedad. En los EE.UU., se diagnosticaron aproximadamente 200 000 casos nuevos
de céancer de mama invasivo en el 2015.2 El cancer de mama es la causa mas frecuente de mortalidad por céncer entre las
mujeres de los paises en vias de desarrollo, y la segunda causa mas frecuente de mortalidad por cancer (después del cancer
de pulmon) entre las mujeres de los paises desarrollados.?

En las mujeres, el cancer de mama es el cancer que se diagnostica con mayor frecuencia y la principal causa de muerte por
cancer.! La mortalidad por cancer de mama se ha reducido en un 34% desde 1990 en gran medida debido a la mejora del
tratamiento y a la deteccion precoz.3 Las medidas de la expresion de las proteinas ER y PR son factores prondstico para los
resultados del cancer de mama y predicen la respuesta a tamoxifeno y a otras terapias hormonales.*5:6.7 La sobreexpresion
de HER?2 indica un prondstico adverso en mujeres con cancer de mama; pero lo mas importante las respuesta a trastuzumab
u a otras terapias dirigidas a HER2 esta prevista por la sobreexpresion de la proteina HER2 (ERBB2) o la amplificacion
genética de HER2.83 El marcador de proliferacion Ki-67 (MKi67) se ha estudiado ampliamente en estudios retrospectivos
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que implicaban pacientes con cancer de mama’ y se considera un indicador importante de la necesidad de quimioterapia.!?
Los metaanalisis han demostrado que esté relacionado con peores resultados de supervivencia en la fase inicial del cancer
de mama.!! Dada la importancia de estos marcadores en la seleccion de una pauta de tratamiento eficaz para un paciente
con cancer de mama, las directivas de tratamiento de la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) recomiendan que
todos los carcinomas de mama primarios sean analizados en cuanto a ER, PR, HER2 (ERBB2) y Ki67 en el momento del
diagnostico.12

Las pruebas inmunohistoquimicas (IHC) suelen utilizarse para la medicion de la expresion de las proteinas ER, PR, HER2

y Ki67. Para la expresion de HER2, IHC es normalmente la primera prueba realizada y los resultados se informan en una
escala de 0 a 3+. Si el resultado es equivoco para la expresion HER2 (2+), la muestra se refleja en un ensayo de hibridacion
(ISH)in situ de HER2, tal como la hibridacién fluorescente in situ (FISH) o hibridaciéon cromogénica in situ (CISH) que
busca la amplificacion genética de HER2.13 Se ha demostrado un alto grado de variabilidad en los resultados para IHC e ISH
cuando se comparan entre los laboratorios, en gran medida debido a las diferencias en los anticuerpos usados para IHC, asi
como a la subjetividad en los métodos de interpretacion. 4

La prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 es una prueba de diagnostico in vitro usado para la determinacion de los niveles de
expresion de ARNm de ESRI, PGR, ERBB2 y MKi67 aislado de muestras FFPE de tejido de cancer de mama invasivo.

El ensayo se realiza en un cartucho auténomo siguiendo un breve paso de preparacion de lisado de la muestra externo, que
requiere menos de 15 minutos de manipulaciéon con un tiempo de obtencion de resultados total de menos de 2 horas.

5 Principio del procedimiento

La prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 es un ensayo en tiempo real basado en la reaccion en cadena de la polimerasa con
(PCR) para la deteccion de ARNm de ESR1, PGR, ERBB2 y MKi67 aislado a partir de tejido de mama invasivo fijado en
formol e incluido en parafina (FFPE). El ensayo se realiza en los sistemas GeneXpert de Cepheid. Los sistemas GeneXpert
automatizan e integran la purificacion de muestras, la amplificacion de 4cidos nucleicos y la deteccion de secuencias diana
en muestras simples o complejas mediante RT-PCR en tiempo real. Los sistemas constan de un instrumento, un lector de
codigos de barras, un ordenador y software precargado para realizar las pruebas y ver los resultados. Los sistemas emplean
cartuchos GeneXpert desechables, de un solo uso, que contienen los reactivos de RT-PCR vy alojan el proceso de RT-PCR.
Para ver una descripcion completa de los sistemas, consulte el Manual del operador del sistema GeneXpert correspondiente.

La prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 incluye reactivos para la deteccion simultanea de ESR1, PGR, ERBB2, MKi67,
un gen de referencia de proteina de interaccion con FMR1 citoplasmatico 1 (CYFIP1), un control de RT-PCR interno (CIC)
y un control de comprobacion de la sonda interno (PCC). El gen de referencia verifica la adecuacion de la muestra y se
utiliza para normalizar los niveles de expresion de ARNm de ESR1, PGR, ERBB2 y MKi67. El control de RT-PCR interno
(CIC) se utiliza para verificar que la reaccion de RT-PCR se produjo correctamente. E1 PCC verifica la rehidratacion de

la microesfera de reactivo, el llenado del tubo de RT-PCR, la integridad de las sondas y la estabilidad de los colorantes

en el cartucho. En total, el ensayo utiliza seis canales fluorescentes diferenciados para la deteccion de dianas o controles/
referencias con sus propios parametros de corte para la validez de las dianas, los controles y las referencias.

Las muestras FFPE deben tratarse primero con el Xpert® FFPE Lysis Kit preparando una seccion de tejido de 4-5 um
(micrometros) donde el tejido FFPE se macrodisecciona primero, si es necesario, para enriquecer el area del tumor invasivo,
y, a continuacion, se raspa y se coloca en un tubo junto con los volumenes recomendados de reactivo de lisis FFPE y
proteinasa K. Luego se incuba la solucién en un bloque de calor a 80 °C durante 30 minutos. A continuacion se mezcla
etanol con la muestra y, entonces, se aflade directamente a un cartucho de prueba el volumen recomendado del lisado de
muestra preparado. El cartucho de prueba se inserta en un modulo de un sistema GeneXpert donde el sistema lleva a cabo

la purificacion, la amplificacion y la deteccion en tiempo real de los 4cidos nucleicos de manera totalmente automatizada

e integrada. Todos los reactivos requeridos para la preparacion de muestras en el instrumento y el analisis por RT-PCR
estan precargados en el cartucho. Los acidos nucleicos del lisado se capturan sobre un filtro, se lavan y se eluyen mediante
ultrasonidos. El acido nucleico purificado se mezcla con los reactivos de RT-PCR secos, y la solucion se transfiere al tubo de
reaccion para la RT-PCR y la deteccion. El resultado se obtiene en unos 75 minutos en el GeneXpert.

Los valores de corte de deteccion que utiliza la prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 en cada canal fluorescente se
establecieron para obtener el maximo porcentaje de concordancia en positivos, negativos y global en la comparacion con
las pruebas IHC o IHC/FISH de laboratorios de referencia para cada diana. Las pruebas IHC de ER, PR, Ki67 y HER2,
asi como las pruebas FISH de HER?2 se procesaron y puntuaron siguiendo el contenido de las instrucciones de uso. La
interpretacion de los resultados de se hizo conforme a las pautas de ASCO/CAP de 2013 .15 Los tumores se clasificaron
como positivos en ER o en PRIHC cuando el 1 % o mas de las células de los tumores invasivos mostraron una tincion
nuclear definida, independientemente de la intensidad de la tincion. La expresion de HER2 se evalu6 con el kit HercepTest
(IHC) (Dako) y se puntué como 0, 1+, 2+ o 3+. Los tumores puntuados con un 2+ fueron sometidos a la prueba FISH

de HER?2 utilizando el kit de sonda de ADN de HER2 PathVysion (Vysis-Abbott, Chicago, IL, EE. UU.). Los casos se
consideraron positivos en HER2 si puntuaron 3+ segun las pruebas IHC y/o amplificados mediante FISH (definidos como
una proporcion HER2:CEP17 >2,0), y/u obtuvieron un nimero promedio de copias de HER2 >6,0 sefiales/célula segtn la
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Nota

Nota

actualizacion de las pautas de practicas clinicas de ASCO/CAP para las pruebas de HER2 en cancer de mama de 2013.15
Para Ki67, los tumores se clasificaron como positivos (alto) cuando >20 % de las células tumorales invasivas mostré una
tincion nuclear definida, independientemente de la intensidad de la tincion.

En el caso del control de gen de referencia y del control de RT-PCR interno, los valores de corte de deteccion definen
intervalos de valores PCR umbrales (Ct) de ciclo minimos y maximos que determinan un resultado valido, una entrada
minima de muestra adecuada y ausencia de inhibicion de la PCR. En el caso de las dianas de ESR1, PGR, ERBB2 y MKi67,
los valores de corte de deteccion estan definidos por los valores del umbral de ciclo delta (dCt) (Ct del gen de referencia
menos Ct del gen diana) que determinan resultados «POSITIVOS (POSITIVE)» frente a <NEGATIVOS (NEGATIVE)»
para una diana dada en un canal.

6 Reactivos e instrumentos

6.1 Material suministrado

El kit del Xpert Breast Cancer STRAT4 contiene reactivos suficientes para procesar 10 muestras de control de calidad o
lisados FFPE preparados con el Xpert FFPE Lysis Kit (n° de catadlogo GXFFPE-LYSIS-CE-10). El kit del Xpert Breast
Cancer STRAT4 contiene los siguientes elementos:

Cartuchos del Xpert Breast Cancer STRAT4 con

tubos de reaccion integrados 10

e Microesfera 1, 2 y 3 (liofilizada) 1 por cartucho

e Reactivo de enjuague, 1,0 ml por cartucho
e Reactivo de elucion, 2,0 ml por cartucho
cD 1 por kit

e Archivo de definicion del ensayo (ADF)
e Instrucciones de uso

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

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

7 Conservacion y manipulacion

Conserve el contenido del kit del Xpert Breast Cancer STRAT4 a 2-28 °C.
No abra la tapa del cartucho hasta el momento de realizar la prueba.
Utilice el cartucho antes de que transcurran 30 minutos después de abrir la tapa.

No utilice cartuchos que presenten fugas.

8 Materiales requeridos pero no suministrados

e Xpert FFPE Lysis Kit (n.° de catalogo GXFFPE-LY SIS-CE-10) para preparar el lisado FFPE. Este kit consta de reactivo
de lisis FFPE, proteinasa K (PK), tubos de 1,5 ml y frascos de 5 ml.

Agitadora vorticial.
Pipetas y puntas de pipeta con filtro de aerosol adecuadas para pipetear 600 ul, 1,2 pul 'y 520 pl.
Ordenador con software GeneXpert patentado version 4.7b o superior, o Xpertise version 6.4b o superior, lector de
codigos de barras y manual del operador del sistema GeneXpert correspondiente.

e Impresora: Si se requiere una impresora, pongase en contacto con el servicio técnico de Cepheid para organizar la
compra de una impresora recomendada.
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9 Declaraciones de atencion y precaucion

Solo para uso diagndstico in vitro.

Todas las muestras biologicas deberan tratarse como transmisores potenciales de agentes infecciosos. Todas las muestras
humanas deberan tratarse con las medidas de precaucion habituales. Las directrices para la manipulacion de muestras
pueden obtenerse a través de la Organizacion Mundial de la Salud o de los Centros para el control y la prevencion de
enfermedades de Estados Unidos.

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

e La eficacia diagnostica de esta prueba se ha determinado con el tipo de muestra especificado en Apartado 3. No se ha
evaluado el rendimiento de este ensayo con otras muestras o tipos de muestra.

El tejido FFPE debe procesarse con el Xpert FFPE Lysis Kit (n.° de catdlogo GXFFPE-LYSIS-CE-10).

La extraccion incompleta (raspado) del area del tumor del portaobjetos para la preparacion del lisado FFPE podria dar
lugar a material insuficiente para el ensayo y, por consiguiente, a una tasa de resultados indeterminados/no véalidos mayor
de lo previsto con la prueba Xpert Breast Cancer STRAT4.

No abra la tapa del cartucho del Xpert Breast Cancer STRAT4 excepto cuando vaya a afiadir lisado FFPE preparado.

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 utilice un cartucho que tenga un tubo de reaccion dafiado.

e (Cada cartucho de un solo uso del Xpert Breast Cancer STRAT4 se utiliza para procesar una sola prueba. No vuelva a

utilizar los cartuchos usados.

No utilice cartuchos que parezcan mojados o que tengan el precinto de la Tapa roto.

No coloque la etiqueta de ID de la muestra en la tapa del cartucho ni sobre la etiqueta del cddigo de barras.

Para evitar la contaminacion de las muestras o los reactivos, se recomienda seguir las buenas practicas de laboratorio, lo
que incluye el cambio de guantes entre las manipulaciones de muestras de pacientes.

e Consulte con el personal de residuos medioambientales de su centro el procedimiento correcto de eliminacion de
cartuchos utilizados y de reactivos sin utilizar. Compruebe la normativa regional, comunitaria y local, ya que podria
diferir de la normativa nacional de eliminacion. El material puede presentar caracteristicas de residuos peligrosos y
necesitar requisitos de eliminacion especificos. Los centros deben consultar sus requisitos de eliminacion de residuos
peligrosos.

10 Peligros quimicos16.17

De acuerdo con el Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos (SGA), este
material no se considera peligroso.

11 Recogida, transporte y conservacion de las muestras

e Utilice unicamente con muestras FFPE procesadas con el Xpert FFPE Lysis Kit (n.° de catdlogo GXFFPE-LY SIS-
CE-10). Siga las pautas de ASCO/CAP!3 para preparar tejido FFPE.

e El lisado de FFPE debera prepararse a partir de un bloque de tumor FFPE con la mayor area de carcinoma de mama
viable (un minimo de 30 % de celularidad tumoral), y la macrodiseccion manual debera realizarse, si es necesaria, antes
del analisis con la prueba Xpert Breast Cancer STRAT4. En el caso de las muestras tumorales de menos de 10 mm? con
menos de 30 % de tumor, puede ser necesario utilizar el procedimiento de lisado concentrado o mas de una seccion de
4-5 um para obtener resultados validos.

El lisado FFPE debera transportarse al laboratorio a 2-8 °C.

El lisado FFPE es estable durante un maximo de 1 semana a 2-8 °C o 4 semanas a una temperatura de —20 °C o inferior
antes de llevar a cabo los analisis con el Xpert Breast Cancer STRAT4. Para la conservacion a largo plazo, conserve

el producto a —80 °C. No se recomienda congelar y descongelar el producto mas de una vez. Cuando se descongele,
descongele a temperatura ambiente y agite con vortex el lisado FFPE durante 15 segundos antes del uso.

6 Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Importante

Importante

Importante

Nota

12 Procedimiento

El uso del cartucho del Xpert Breast Cancer STRAT4 requiere la preparacion de un lisado utilizando el Xpert
FFPE Lysis Kit (n.° de catalogo GXFFPE-LYSIS-CE-10).

Inicie el ensayo en los 30 minutos siguientes a la adicion de la muestra preparada al cartucho.

12.1 Preparacion del lisado FFPE

Prepare el lisado FFPE siguiendo las instrucciones de uso del FFPE Lysis Kit.

12.2 Preparacion del cartucho

Saque el cartucho del envase de carton.
Homogeneice el lisado FFPE preparado en una agitadora vorticial 15 segundos antes del uso.
Abra la tapa del cartucho.

Con una pipeta, transfiera 520 ul de lisado FFPE a la camara de muestras del cartucho. (Nota: puede haber presente una
pequeiia cantidad de precipitado, lo que no afectara al rendimiento del ensayo).

hobd-=

Conserve el lisado FFPE restante a 2-8 °C o a una temperatura de —20 °C o inferior para el caso de que haya que repetir
la prueba.

Céamara de muestras
(abertura grande)

Figura 1. Cartucho del Xpert Breast Cancer STRAT4 (vista superior)

5. Cierre la tapa del cartucho. Asegurese de que la tapa encaje firmemente en su sitio.

12.3 Inicio de la prueba

Antes de iniciar la prueba, asegurese de que se haya importado al software el archivo de definicion del ensayo
(ADF) del Xpert Breast Cancer STRAT4.

Este apartado enumera los pasos predeterminados para utilizar el sistema GeneXpert. Para obtener instrucciones detalladas,
consulte el Manual del operador del sistema GeneXpert Dx o el Manual del operador del sistema GeneXpert Infinity, segin
el instrumento que se esté utilizando.

Los pasos que debe seguir pueden variar si el administrador del sistema ha cambiado el flujo de trabajo
predeterminado del sistema.

1. Encienda el instrumento GeneXpert:

»  Si esta utilizando el instrumento GeneXpert Dx, encienda primero el instrumento GeneXpert Dx y, a continuacion,
encienda el ordenador. El software GeneXpert se ejecutara automaticamente o puede requerir que se haga doble clic

en el icono del software GeneXpert Dx en el escritorio de Windows®.

(4]
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» Si estd utilizando el instrumento GeneXpert Infinity, ponga en marcha el instrumento. El software Xpertise se
ejecutara automaticamente o puede requerir que se haga doble clic en el icono del software Xpertise en el escritorio
de Windows.

2. Inicie sesion en el software del sistema GeneXpert con su nombre de usuario y su contrasefia. 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 Create prueba (Create Test).

3. Escanee o escriba la Id. muestra (Sample ID). Si escribe la Id. muestra (Sample ID), asegurese de escribirla
correctamente. La Id. muestra (Sample ID) se asocia a los resultados del ensayo, y se muestra en la ventana Ver
resultados (View Results) y en todos los informes. Aparecera el cuadro de dialogo Escanear cartucho (Scan Cartridge).

4. Escanee el codigo de barras del cartucho del Xpert Breast Cancer STRAT4. Aparecerd la ventana Crear prueba (Create
Test). El software utiliza la informacion del codigo de barras para rellenar automaticamente los cuadros de los campos
siguientes: Select Assay (Seleccionar ensayo), Reagent Lot ID (Id. del lote de reactivo) y Cartridge SN (N° de serie del
cartucho).

5. Haga clic en Iniciar prueba (Start Test) (GeneXpert Dx) o Enviar (Submit) (Infinity). Introduzca su contrasefia si
se le solicita.

6. 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.
¢) Espere hasta que el sistema desbloquee la puerta del médulo antes de abrirla. Retire el cartucho.

d) Elimine los cartuchos usados en los recipientes de residuos de muestras adecuados, de acuerdo con las practicas
habituales de su centro. Consulte la Apartado 9.

o

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.

13 Visualizacion e impresion de los resultados

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

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

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

14 Control de calidad

Cada prueba contiene un control de gen de referencia (CYFIPI) y un control de comprobacion de la sonda (PCC).

e Control CYFIPI: Este gen de referencia se utiliza para normalizar los niveles de expresion de ESRI, PGR, ERBB2'y
MKi67. También sirve como control de adecuacion de la muestra (SAC), asegurando que la muestra contiene suficiente
ARN. Para que la prueba arroje un resultado valido es necesaria una sefial de CYFIPI minima. Una sefal de CYFIP! por
debajo de la cantidad minima o una sefial negativa indican que la muestra no contiene suficiente ARN.

e Alternativa de CYFIPI: Este es un control duplicado de CYFIPI utilizado en el algoritmo cuando el umbral del ciclo
delta (dCt) de PGR o MKi67 esta por debajo del ajuste de los valores de corte del ensayo. Para estas dianas, se necesita
una sefial alternativa de CYFIPI minima adicional para garantizar un resultado valido de la prueba.

e Control de comprobacion de la sonda (PCC): Antes de iniciar la 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, la
integridad de las sondas y la estabilidad de los colorantes. E1 PCC se considera superado si cumple los criterios de
aceptacion validados.

e Controles externos (no suministrados): Los controles externos deben utilizarse de acuerdo con los requisitos de las
organizaciones de acreditacion locales, estatales/provinciales y nacionales, segin corresponda.
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15 Interpretacion de los resultados

El sistema GeneXpert interpreta automaticamente los resultados a partir de las sefiales fluorescentes medidas y de los
algoritmos de célculo incorporados, y los muestra claramente en la ventana Ver resultados (View Results) en las fichas
Resultado (Test Results) y Resultado de analito (Analyte Result). En el informe de la prueba también se muestran los datos
de Resultado (Test Result) y Resultado de analito (Analyte Result). Los resultados posibles se muestran en la Tabla 1 y Tabla
2.

Tabla 1. Todos los resultados posibles para la prueba Xpert Breast Cancer STRAT4

Resultado mostrado CYFIP1 Alternativa de CYFIP1 Cic
POSITIVO EN ESR1
(ESR1 POSITIVE) SUPERADO (PASS) POS o NEG POS o NEG
NEGATIVO EN ESR1
(ESR1 NEGATIVE) SUPERADO (PASS) POS o NEG POS o NEG
POSITIVO EN PGR
(PGR POSITIVE) SUPERADO (PASS) POS o NEG POS o NEG
NEGATIVO EN PGR
(PGR NEGATIVE) SUPERADO (PASS) POS POS o NEG
POSITIVO EN ERBB2
(ERBB2 POSITIVE) SUPERADO (PASS) POS o NEG POS o NEG
NEGATIVO EN ERBB2
(ERBB2 NEGATIVE) SUPERADO (PASS) POS o NEG POS o NEG
POSITIVO EN MKi67
(MKi67 POSITIVE) SUPERADO (PASS) POS o NEG POS o NEG
NEGATIVO EN MKi67
(MKi67 NEGATIVE) SUPERADO (PASS) POS POS o NEG
INDETERMINADO
EN PGR (PGR SUPERADO (PASS) NEG POS o NEG
INDETERMINATE)
INDETERMINADO
EN MKi67 (MKi67 SUPERADO (PASS) NEG POS o NEG
INDETERMINATE)
REPETIR PRUEBA
(REPEAT TEST) SUPERADO (PASS) POS o NEG NEG
NO VALIDO (INVALID) | NO SUPERADO (FAIL) NEG POS o NEG
ERROR SIN RESULTADO SIN RESULTADO SIN RESULTADO
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
SIN RESULTADO SIN RESULTADO SIN RESULTADO SIN RESULTADO
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
Xpert® Breast Cancer STRAT4 9
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Tabla 2. Resultados representativos del Xpert Breast Cancer STRAT4, con sus interpretaciones

Resultado Interpretacion

e El transcrito de ARNm de ESRI esta sobreexpresado y tiene un umbral de ciclo
delta (dCt) por encima del valor de corte configurado.

POSITIVO EN ESR1 e CYFIPI - SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito de ARNm de
(ESR1 POSITIVE) CYFIPI; su umbral de ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su criterio de
Consulte la Figura 2. valoracion esta por encima del umbral configurado.

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

e El transcrito de ARNm de PGR esta sobreexpresado y tiene un umbral de ciclo
delta (dCt) por encima del valor de corte configurado.

POSITIVO EN PGR e CYFIPI — SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito de ARNm de
(PGR POSITIVE) CYFIPI; su umbral de ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su criterio de
Consulte la Figura 2. valoracion esta por encima del umbral configurado.

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

e El transcrito de ARNm de ERBB2 esta sobreexpresado y tiene un umbral de

ciclo delta (dCt) por encima del valor de corte configurado.

POSITIVO EN ERBB2 e (CYFIPI — SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito de ARNm de
(ERBB2 POSITIVE) CYFIPI; suumbral de ciclo (Ct) estd dentro del intervalo valido y su criterio de
Consulte la Figura 2. valoracion estd por encima del umbral configurado.

e Comprobacion de la sonda — SUPERADO (PASS); todos los resultados de

comprobacion de la sonda son correctos.

e El transcrito de ARNm de MKi67 esta sobreexpresado y tiene un umbral de
ciclo delta (dCt) por encima del valor de corte configurado.
POSITIVO EN MKi67 e CYFIPI — SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito de ARNm de
(MKi67 POSITIVE) CYFIPI; su umbral de ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su criterio de
Consulte la Figura 2. valoracion esta por encima del umbral configurado.
e Comprobacion de la sonda — SUPERADO (PASS); todos los resultados de
comprobacion de la sonda son correctos.

e El transcrito de ARNm de ESRI no est4 sobreexpresado y tiene un umbral de
ciclo delta (dCt) por debajo del valor de corte configurado.
NEGATIVO EN ESR1 e (CYFIPI — SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito de ARNm de
(ESR1 NEGATIVE) CYFIPI; su umbral de ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su criterio de
Consulte la Figura 3. valoracion esta por encima del umbral configurado.
e Comprobacion de la sonda — SUPERADO (PASS); todos los resultados de
comprobacion de la sonda son correctos.

e El transcrito de ARNm de PGR no esta sobreexpresado y tiene un umbral de
ciclo delta (dCt) por debajo del valor de corte configurado.

e (CYFIPI — SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito de ARNm de

NEGATIVO EN PGR CYFIPI; su umbral de ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su criterio de

(PGR NEGATIVE) valoracion esta por encima del umbral configurado.

e Alternativa de CYFIPI — POS; CYFIP]I tiene un umbral de ciclo (Ct) dentro
del intervalo valido y su criterio de valoracion esta por encima del umbral
configurado.

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

Consulte la Figura 3.
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Resultado

Interpretacion

NEGATIVO EN ERBB2
(ERBB2 NEGATIVE)

Consulte la Figura 3.

El transcrito de ARNm de ERBB2 no esta sobreexpresado y tiene un umbral de
ciclo delta (dCt) por debajo del valor de corte configurado.

CYFIPI — SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito de ARNm de
CYFIPI; su umbral de ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su criterio de
valoracion esta por encima del umbral configurado.

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

NEGATIVO EN MKi67
(MKi67 NEGATIVE)

Consulte la Figura 3.

El transcrito de ARNm de MKi67 no esta sobreexpresado y tiene un umbral de
ciclo delta (dCt) por debajo del valor de corte configurado.

CYFIPI — SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito de ARNm de
CYFIP1; su umbral de ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su criterio de
valoracion esta por encima del umbral configurado.

Alternativa de CYFIPI — POS; CYFIPI tiene un umbral de ciclo (Ct) dentro

del intervalo valido y su criterio de valoracion esta por encima del umbral
configurado.

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

Indeterminado en PGR
(PGR Indeterminate)

Consulte la Figura 4.

El nivel de expresion de ARNm de PGR no puede determinarse debido a que la
muestra no contiene suficiente material. Repita la prueba utilizando un lisado
mas concentrado.

CYFIPI1 — SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito de ARNm de
CYFIPI; su umbral de ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su criterio de
valoracion esta por encima del umbral configurado.

Alternativa de CYFIPI1 — NEG,; el umbral de ciclo (Ct) de CYFIPI no estuvo
dentro del intervalo valido o el criterio de valoracion estuvo por debajo del
umbral configurado necesario para la determinacion del estado de PGR.
Comprobacion de la sonda — SUPERADO (PASS); todos los resultados de
comprobacion de la sonda son correctos.

Indeterminado en MKi67
(MKi67 Indeterminate)

Consulte la Figura 4.

El nivel de expresion de ARNm de MKi67 no puede determinarse debido a que
la muestra no contiene suficiente material. Repita la prueba utilizando un lisado
mas concentrado.

CYFIP1 — SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito de ARNm de
CYFIPI; suumbral de ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su criterio de
valoracion estd por encima del umbral configurado.

Alternativa de CYFIP1 — NEG; el umbral de ciclo (Ct) de CYFIPI no estuvo
dentro del intervalo valido o el criterio de valoracion estuvo por debajo del
umbral configurado necesario para la determinacion del estado de MKi67.
Comprobacion de la sonda— SUPERADO (PASS); todos los resultados de
comprobacion de la sonda son correctos.

REPETIR PRUEBA
(REPEAT TEST)

Consulte la Figura 5.

No se pueden determinar los niveles de expresion de ARNm de ESRI/PGR/
ERBB2/MKi67. Repita la prueba utilizando una alicuota del lisado de muestra
FFPE conservado.

CYFIPI1 — SUPERADO (PASS); se ha detectado transcrito de ARNm de
CYFIPI; su umbral de ciclo (Ct) esta dentro del intervalo valido y su criterio de
valoracion esta por encima del umbral configurado.

Alternativa de CYFIPI - POS/NEG; se ha detectado transcrito de ARNm

de CYFIPI. El transcrito puede o no tener un umbral de ciclo (Ct) dentro

del intervalo valido y su criterio de valoracion esta por encima del umbral
configurado.

CIC — NEG; el control interno tiene un umbral de ciclo (Ct) fuera del intervalo
valido.

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

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Resultado Interpretacion

e NO VALIDO (INVALID) - los niveles de expresion de ARNm de ESRI/PGR/
ERBB2/MKi67 no pueden determinarse debido a que la muestra no contiene
suficiente material. Repita la prueba utilizando un lisado mas concentrado.

e CYFIP] —NO SUPERADO (FAIL); el umbral de ciclo (Ct) del CYFIPI no
estuvo dentro del intervalo valido o el criterio de valoracion estuvo por debajo

NO VALIDO (INVALID) del umbral configurado.

e Alternativa de CYFIPI — NEG; el umbral de ciclo (Ct) del CYFIPI no estuvo
dentro del intervalo valido o el criterio de valoracion estuvo por debajo del
umbral configurado.

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

e No se pueden determinar los niveles de expresion de ARNm de ESRI/PGR/
ERBB2/MKi67. Repita la prueba utilizando una alicuota del lisado de muestra
FFPE conservado.

ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 — SIN RESULTADO (NO RESULT)
Alternativa de CYFIP1/CYFIP1 — SIN RESULTADO (NO RESULT)

ERROR e Comprobacion de la sonda — SUPERADO (PASS)*/NO SUPERADO (FAIL);
todos o uno de los resultados de la comprobacion de la sonda no superaron la
comprobacion.

* Si se ha superado la comprobacion de la sonda, el error se debe a que
el limite maximo de presion ha excedido el intervalo aceptable, a un error
en el ajuste de la curva o a que ha fallado un componente del sistema.

e No se pueden determinar los niveles de expresion de ARNm de ESRI/PGR/
ERBB2/MKi67. No se obtuvieron suficientes datos para producir un resultado
de la prueba. Por ejemplo, esto puede ocurrir si el usuario par6 una prueba

SIN RESULTADO que estaba en curso. Repita la prueba utilizando el lisado de muestra FFPE

(NO RESULT) conservado.

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — SIN RESULTADO (NO RESULT)

Alternativa de CYFIP1/CYFIPI1 — SIN RESULTADO (NO RESULT)

Comprobacion de la sonda — N/A (NA) (no aplicable)
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| TestResult
Assay Name Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1
| TestResult |gsr1 pOSITIVE;
: PGR POSITIVE;
ERBB2 POSITIVE;

MKi67 POSITIVE

{||For In Vitro Diagnostic Use

Legend
1200 [v [/] CYFIP1; Primary B
[vi[ /] ESR1; Primary
1000 [vi || PGR; Primary
[V | /| ERBB2; Primary
2 800 [vi || MKi67; Primary
8 [vi|/| cic; Primary
3 600 V| /| CYFIP1 alternate; Primary
g /,
400 /
/
200 / /
Figura 2. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx:
POSITIVO EN ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 (ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POSITIVE)
(| TestResut | Anayte Rosult | Detal | Ermors | Hstory | Messages | Support |
Assay Name Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1
| TestResult [Esr1 NEGATIVE;
] PGR NEGATIVE;
ERBB2 NEGATIVE;
MKi67 NEGATIVE
[For In Vitro Diagnostic Use
Legend
500 [vi[/] CYFIP1; Primary =
Vi |/ ESR1; Primary
400 [vi || PGR; Primary
[vi /| ERBB2; Primary
b [V || MKi67; Primary
§ 300 vl |/| cic; Primary
o [V /| CYFIP1 alternate; Primary
S 200
100
0 —=
10 20 30 40
Cycles

Figura 3. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx: NEGATIVO
EN ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 (ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIVE)
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RISNRISINE
DINENNNN

Figura 4. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx:
INDETERMINADO EN PGR/MKi67 (PGR/MKi67 INDETERMINATE)

Figura 5. Ventana Ver resultados (View Results) del GeneXpert Dx: REPETIR PRUEBA (REPEAT TEST)
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16 Razones para repetir la prueba

Repita la prueba utilizando un cartucho nuevo (no vuelva a utilizar el cartucho).

e Un resultado REPETIR PRUEBA (REPEAT TEST) indica que el control interno no super6 la comprobacion. La
muestra no se procesé correctamente. En ese caso, repita la prueba utilizando una nueva alicuota de 520 ul del mismo
lisado FFPE.

e Un resultado NO VALIDO (INVALID) indica que el control de referencia no superé la comprobacion. La muestra no se
procesé correctamente, la PCR se inhibio o la calidad del ARN del tumor al que se accedid no era la adecuada. En ese
caso, repita la prueba con un lisado FFPE mas concentrado siguiendo el contenido de las instrucciones de uso del FFPE
Lysis Kit.

e Un resultado de ERROR indica que el control de comprobacion de la sonda no super6 la comprobacion y que el ensayo
se interrumpid, debido posiblemente a que el tubo de reaccion no se llend correctamente, a que se detect6é un problema
de integridad de la sonda de reactivo, a que se excedieron los limites maximos de presion o a que se detectd un error de
posicion de una valvula. En ese caso, repita la prueba utilizando una nueva alicuota de 520 pl del mismo lisado FFPE.

e SIN RESULTADO (NO RESULT) indica que no se han recogido suficientes datos. Por ejemplo, el operador detuvo
una prueba en curso o se produjo un corte del suministro eléctrico. En ese caso, repita la prueba utilizando una nueva
alicuota de 520 pl del mismo lisado FFPE.

e Siun CC externo deja de actuar segtin lo esperado, repita la prueba con el control externo o poéngase en contacto con
Cepheid para recibir asistencia.

17 Limitaciones

e [as modificaciones de estos procedimientos pueden afectar a la eficacia de la prueba. Los resultados del Xpert Breast
Cancer STRAT4 se deben interpretar junto con otros datos clinicos y de laboratorio a disposicion del médico.

e FEl rendimiento del Xpert Breast Cancer STRAT4 se validoé mediante los procedimientos descritos en estas instrucciones
de uso con muestras FFPE que tenian entre cinco y diez afios.

e El rendimiento del Xpert Breast Cancer STRAT4 se valid6 inicamente con los procedimientos descritos en estas
instrucciones de uso.

e 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 del contenido de estas instrucciones de uso es necesario para evitar
resultados erroneos.

No se ha establecido la eficacia diagndstica en pacientes menores de 25 afios.
Las mutaciones o polimorfismos en las regiones de union de los cebadores o las sondas pueden dar lugar a resultados
erroneos pero creibles para ESRI, PGR, ERBB2 y MKi67.

18 Eficacia diagnéstica

18.1 Eficacia clinica

La eficacia diagnostica de la prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 se evalué comparando sus resultados con los resultados
de la prueba IHC de ER, PR, HER2 y Ki67, y con los de la hibridacion fluorescente in situ (FISH) para la amplificacion

de gen HER2 en centros de EE. UU. y la UE. Inicialmente, este estudio incluyé un total de 211 muestras FFPE de tumores
primarios de cancer de mama invasivo sobrantes desidentificadas de EE. UU. y la UE. 10 muestras se excluyeron debido

a que no habia suficiente tumor disponible para los ensayos, y una muestra se excluyo por la retirada del consentimiento.
Por tanto, estaba disponible un total de 200 muestras para la inclusion en los analisis de datos. Para cada muestra FFPE se
prepararon varios portaobjetos para el ensayo Xpert, para las pruebas IHC de ER, PR, HER2 y Ki67, y para la prueba FISH
para la amplificacion del gen HER2.

En general, Xpert Breast Cancer STRAT4 aportd resultados validos en el primer intento de prueba para 99,5% (199/200)

de las muestras en estudio. Una muestra que al principio produjo un resultado no determinado (ERROR, NO VALIDO
(INVALID) o SIN RESULTADO (NO RESULT)) produjo un resultado de prueba después de una sola repeticion. El indice
de éxito general del ensayo fue del 100,0% (200/200).

De las 200 muestras con resultados validos en la prueba Xpert, ESR1 y ERBB2 arrojaron un resultado valido positivo o
negativo en la prueba el 100 % de las veces (200/200). En el caso de PGR y MKi67, la prueba Xpert arroj6 un resultado
valido positivo o negativo el 98,5 % de las veces (197/200) y el 97,0 % de las veces (194/200), respectivamente. Las 7
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muestras con resultados indeterminados para PGR o MKi67 en la prueba Xpert se volvieron a analizar utilizando el método
del lisado FFPE concentrado. Los resultados del original (primer intento) como de la repeticion de la prueba se muestran en
la Tabla 3.

En todo el conjunto de datos, incluidos los resultados de las repeticiones de las pruebas, la prueba Xpert Breast Cancer
STRAT4 demostr6 un porcentaje de concordancia de positivos (PPA) del 97,2 %, un porcentaje de concordancia de
negativos (NPA) del 95,0 %, y un porcentaje de concordancia global (PCG) del 97,0 % para ESR1 respecto a IHC;!8 un
PPA del 88,4 %, un NPA del 90,7 % y un PCG del 88,9 % para PGR respecto a IHC;!8 un PPA del 100,0 %, un NPA del
92,4 % y un PCG del 93,3 % para ERBB2 respecto a IHC;!° y un PPA del 100 %, un NPA del 92,0 % y un PCG del 93,3 %
para ERBB2 respecto a HER2 FISH.!9 En el caso de MKi67 se obtuvo un PPA del 88,8 %, un NPA del 100 % y un PCG del
90,7 % con el umbral de IHC ajustado al >20 % para los positivos y del <10 % para los negativos. Las muestras intermedias
en la prueba IHC de MKi67 (umbral de 10 %-20 %, ambos inclusive) se excluyeron del analisis. E1 PPA, el NPA y el PCG
globales de cada diana se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Eficacia clinica

i Conjunto
Comparacién a Total (n)b PPA 95% IC del NPA 95% IC del PCG 95% IC del
de datos'
. 97,2 % . 97,5 %
ESR1/ER Original 199 (174/179) 93,6-98,8 100 % (20/20) 83,9-100 (194/199) 94,3-98,9
Xpert frente Rebpeticié o o 0
peticiéon 97,2 % y 95,0 % ) 97,0 % g
alHC de la prueba 199 (174/179) 93,6-98,8 (19/20) 76,4-99,1 (193/199) 93,6-98,6
- 89,0 % 92,9 % 89,8 %
PGR/PR Original 196 (137/154) 83,0-93,0 (36/42) 81,0-97,5 (176/196) 84,8-93,3
Xpert frente Rebeticié o o 0
peticion 88,4 % ) 90,7 % ) 88,9 % ~
alHC de la prueba 198 (137/155) 82,4-92,5 (39/43) 78,4-96,3 (176/198) 83,8-92,5
- 92,4 % 93,3 %
0 _ , _ ) -
ERBB2/HER2 |  Original 180 100 % (22/22) | 85,1-100 (146/158) 87,2-956 (166/180) 88,7-96,1
Xpert frente Repeticié - -
peticion o } 92,4 % g 93,3 % g
alHC de la prueba 180 100 % (22/22) 85,1-100 (146/158) 87,2-95,6 (168/180) 88,7-96,1
- 92,0 % 93,3 %
0 " ’ _ ’ X
ERBB2/HER2 Original 178 100 % (28/28) 87,9-100 (138/150) 86,5-95,4 (166/178) 88,6-96,1
Xper e | Repeticion 178 100 % (28/28) | 87,9-100 92,0 % 86,5-95,4 93,3 % 88,6-96,1
aFISH de la prueba o ' (138/150) 99, (166/178) -9,
- 91,2 % 92,4 %
ERBB2/HER2 ° - 4 - ’ _
Original 197 100 % (27/27) 87,5-100 (155/170) 86,0-94,6 (182/197) 87,8-95,3
Xpert frente
a pruebas Repeticion o : 91,2 % ! 92.4 % ]
e Fisn | deta prusba 197 100 % (27/27) | 87,5-100 (158/170) 86,0-94,6 (183/197) 87,8-95,3
- . 88,7 % . 90,5 %
MKi67/Ki67 Original 148 (110/124) 81,9-93,2 100 % (24/24) 86,2-100 (134/148) 84,7-94,3
Xpert frente Repeticié N .
peticiéon 88,8 % ) o R 90,7 % g
alHC de la prueba 151 (111/125) 82,1-93,2 100 % (26/26) 87,1-100 (137/151) 85,0-94,4

a  Original = Lisado 1X de acuerdo con el contenido de las instrucciones de uso; Repeticion de la prueba = Resultado de la
repeticion de la prueba con un lisado concentrado 4X en casos en los que la muestra original (lisado 1X) arrojé un resultado

indeterminado para PGR o MKi67.
b Se excluyeron las muestras con resultados no determinados o indeterminados en la prueba Xpert y las muestras con resultados
equivocos o intermedios en la prueba IHC, las muestras con fallos IHC y las muestras con fallos en FISH.

19 Eficacia analitica

19.1 Sensibilidad analitica/entrada minima del ensayo

La entrada minima del ensayo se determiné evaluando el Ct maximo de CYFIP1 (gen de referencia) que determina con
exactitud la entrada de muestra necesaria para conseguir un buen rendimiento del ensayo. Esa entrada de muestra asegura la
obtencion de resultados validos en la mayoria de las muestras FFPE clinicas analizadas. Las muestras con un valor de Ct de
CYFIPI superior al permitido generaran un resultado NO VALIDO (INVALID) .

16
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La sensibilidad analitica/entrada minima del ensayo Xpert Breast Cancer STRAT4, definidas como el Ct de CYFIP1
maximo que da un 95 % o mas de resultados validos, se determind utilizando diluciones de lisados de muestra clinica FFPE
para poner a prueba el Ct de CYFIP1. Para evaluar la sensibilidad del Ct de CYFIP1, se hicieron diluciones sucesivas de
lisado de muestra clinica FFPE y se analizaron dichas diluciones con N=20 réplicas por nivel de dilucién durante 3 dias
hasta que el 95 % o menos de los resultados de la prueba fue valido. Los niveles de dilucion incluyeron una muestra con la
entrada minima del ensayo esperada, dos niveles por debajo de dicha entrada y dos niveles por encima de ella. Las pruebas
se realizaron en dos lotes de cartuchos del Xpert Breast Cancer STRAT4.

Antes del inicio del estudio, se realizo el limite de andlisis de blanco con N=60 réplicas utilizando dos lotes independientes
de cartuchos del Xpert Breast Cancer STRAT4. El limite de muestra de blanco consistid en una seccion de parafina en
blanco (sin muestra de tejido), y todos los resultados de la prueba mostraron la clasificacion de resultado NO VALIDO (
NO VALIDO (INVALID) ) esperada. Las diluciones sucesivas de la entrada de muestra clinica de tejido FFPE a 1/1000
arrojaron 20/20 Ct de CYFIP1 validos, con una media de Ct = 33,4 y una DE de 0,6 en el caso del lote 1 de la prueba Xpert
Breast Cancer STRAT4, y una media de Ct = 33,6 y una DE de 0,5 en el caso del lote 2. Otras diluciones con valores Ct
CYFIP1 posteriores no cumplieron los resultados validos de >95% necesarios para el estudio. Tabla 4 resume el numero de
analisis de prueba validos en cada nivel de entrada de muestra diluida de serie como Dilucion relativa o como CYFIP1 Ct
media. La sensibilidad analitica utilizando dos lotes de cartuchos de la prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 demostré un
requisito de entrada minima del ensayo para un Ct de CYFIP1 = 33,4. Este valor, combinado con la variabilidad del ensayo,
permitiria ajustar el limite de Ct de CYFIP1 = 35 superior para la prueba Xpert Breast Cancer STRAT4.

Tabla 4. Entrada minima del ensayo del Xpert Breast Cancer STRAT4

Entrada de . . -
. Media de Ct Ciclo valido
Lote del kit _ muestra de CYFIP1 DE N (Ct < 35)
(dilucion relativa)
1/20 27,6 0,4 20/20
1/100 29,8 0,3 20/20
1/1000 33,4 0,6 20/20
00801 (Lote 1)
1/2000 34,2 0,5 9/20
1/4000 34,5 0,5 2/20
NTC n/c n/c 0/20
1/20 27,8 0,3 20/20
1/100 30,0 0,3 20/20
1/1000 33,6 0,5 20/20
00903 (Lote 2)
1/2000 34,2 0,4 9/20
1/4000 34,6 0,0 1/20
NTC n/c n/c 0/20

19.2 Pruebas de interferencia

Tejido adyacente normal/no tumoral

Entre las muestras de tejido de cancer de mama suele haber presentes tejidos adyacentes normales (no tumorales) (TAN)
como contaminantes que pueden interferir en la deteccion de dianas especificas. La prueba Xpert Breast Cancer STRAT4
puede requerir que una seccion FFPE de tumor de mama verificada anatomopatologicamente se macrodiseccione para
reducir al minimo los posibles efectos de los contaminantes no tumorales en los casos en los que un anatomopatdlogo lo
considere procedente. Para evaluar el efecto de los tejidos adyacentes normales/no tumorales, se utilizo la prueba Xpert
Breast Cancer STRAT4, con y sin macrodiseccion, para analizar quince (15) bloques de tejido FFPE con carcinoma de
mama invasivo que contenian entre un 21 y un 98 % de TAN alrededor. Las pruebas con el Xpert Breast Cancer STRAT4 se
realizaron con N=4 réplicas del mismo lisado por condicion. Los dCt de ESR1, PGR, ERBB2 y MKi67 de cada muestra de
tejido con macrodiseccion (barras azules) o sin macrodiseccion (barras negras) se evaluaron primero mediante un ANOVA
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ERBB2 dCt PGR dCt

MKi67 dCt

de una via para determinar la interferencia estadistica del TAN. La interferencia clinicamente significativa por parte del TAN
se consider6 presente cuando el ddCt (Ct delta-delta) entre las muestras macrodiseccionadas y no macrodiseccionadas fue
>1,0 y hubo un cambio en el resultado de la prueba. Los resultados del estudio se resumen en la Figura 6.

Los dCt de ESR1, PGR, ERBB2 y MKi67 de todas las 15 muestras se agruparon segun el porcentaje de TAN (<30 %,
31-60 % o0 >61 %). Los graficos de barras verticales azules y negras con DE representan medias de dCt de dianas de N=4
réplicas de secciones FFPE macrodiseccionadas y no macrodiseccionadas de un bloque de cancer de mama invasivo FFPE.
Todos los 15 bloques FFPE (N=1 TAN por debajo del 30 %, N=8 TAN con 31-60 % y N=6 TAN por encima del 60 %)
mostraron o bien ninguna significacion estadistica de la interferencia de tejido adyacente normal/no tumoral segtin los
analisis ANOVA de una via con valor p 20,05, o bien ninguna significacion clinica (marcada como #) si la variacion en los
valores de Ct delta de cada diana entre las muestras macrodiseccionadas y no macrodiseccionadas fue <1,0 o cuando los
resultados de la prueba de las dianas (positivo, negativo) permanecieron no afectados.

Figura 6. Interferencia del tejido adyacente normal/no tumoral
en los dCt de dianas del Xpert Breast Cancer STRAT4
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Tejido de carcinoma ductal in situ, necrético y hemorragico

Para evaluar el efecto de los tejidos de carcinoma ductal in situ, necrdtico y hemorragico, se analizé un total de 9 muestras
de tumor de mama FFPE (3 bloques de tumor de mama FFPE con 3-61 % de carcinoma ductal in situ, 3 bloques FFPE

con 10-65 % de tejido necrotico y 3 bloques FFPE con 15-41 % de tejido hemorragico) con la prueba Xpert Breast Cancer
STRAT4 con y sin macrodiseccion. La prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 se realiza con N=4 réplicas del mismo lisado
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por condicion. En todas las condiciones de la prueba se observo que las diferentes contaminaciones de tejido de carcinoma
ductal in situ, necrético y hemorragico no tuvieron ningtn efecto estadistica o clinicamente significativo al utilizar la prueba
Xpert Breast Cancer STRAT4 (no se muestran datos graficos).

ADN genémico humano (ADNgh)

La prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 utiliza cebadores y sondas altamente especificos para hibridar eficientemente

con las plantillas de ARNm de ESR1, PGR, ERBB2 y MKi67 diana provenientes de un combinado de acidos nucleicos
genomicos (ADN genémico humano = ADNgh). Para evaluar el efecto del ADNgh en la prueba Xpert Breast Cancer
STRAT4, se macrodiseccionaron 10 bloques de tumor de mama FFPE con diferentes contenidos de células de carcinoma
ductal invasivo y se analizaron con y sin la adicion de 25 ng de ADNgh a los lisados de las muestras FFPE utilizando la
prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 en N=4 réplicas del mismo lisado por condicion. En todas las condiciones de la prueba
se observo que la interferencia del ADNgh no tuvo ningiin efecto estadistico o clinicamente significativo (no se muestran
datos graficos).

19.3 Contaminacién por arrastre

Se llevo a cabo un estudio para demostrar que los cartuchos GeneXpert autonomos de un solo uso reducen al minimo la
contaminacion por arrastre en muestras negativas procesadas después de muestras positivas muy altas en el mismo modulo
GeneXpert. El estudio consistié en una muestra negativa procesada en el mismo modulo GeneXpert inmediatamente después
de una muestra altamente positiva en ESR1/PGR/ERBB2/MKi67. La muestra negativa consistio en ARN transcrito in vitro
(TIV) que contenia transcrito de CYFIP1 a 5 x 104 copias para asegurar la presencia de una diana de gen de referencia. La
muestra positiva alta consistio en ARN TIV que contenia transcrito de CYFIP1 a 5 x 105 copias, y ARN TIV que contenia
transcritos de ESR1, PGR, ERBB2 y MKi67 a 5 x 10° copias, preparada como lisado FFPE. El programa de analisis se
repitio 41 veces en un Gnico médulo GeneXpert para un total de 20 muestras positivas altas y 21 muestras negativas. Todas
las 20 muestras positivas altas dieron correctamente POSITIVO (POSITIVE) en ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 y todas las 21
muestras negativas dieron correctamente NEGATIVO (NEGATIVE) en ESR1/PGR/ERBB2/MKi67.

19.4 Reproducibilidad y precisiéon del ensayo
La reproducibilidad del Xpert Breast Cancer STRAT4 se evalu6 utilizando un grupo de cinco muestras de lisado.

Tres de los miembros del grupo se prepararon afiadiendo ARN transcrito in vitro (TIV) a un tampén de lisis FFPE
enriquecido a ~2 Ct delta de los valores de corte de Ct delta de ESR1 (ARN TIV 1), PGR (ARN TIV 2) y ERBB2 (ARN
TIV 3), y con valores de Ct de CYFIP1 a ~2-3 Ct del nivel de entrada minimo del ensayo.

Dos miembros del grupo (muestra FFPE clinica 4 y muestra FFPE clinica 5) fueron creados a partir de muestras FFPE
clinicas combinadas en tampon de lisis de FFPE para generar valores de Ct de CYFIP1 cercanos a la entrada minima del
ensayo y con valores de corte de dCt para todas las dianas a lo largo del intervalo notificable y, en la medida de lo posible,
cercanos a los valores de corte de dCt del ensayo.

Dos operadores en cada uno de los tres centros del estudio analizaron dos grupos de cinco muestras por dia durante seis dias
de andlisis (cinco muestras x seis dias x dos operadores x dos réplicas x tres centros). Se analiz6 un total de 72 réplicas por
muestra. Se utilizaron tres lotes de cartuchos del Xpert Breast Cancer STRAT4 en cada uno de los tres centros de analisis. La
prueba Xpert Breast Cancer STRAT4 se realiz6 siguiendo el procedimiento de estas instrucciones de uso.

La reproducibilidad del Xpert Breast Cancer STRAT4 se evalud en términos del Ct delta de cada una de las cuatro dianas
para cada grupo. La media, la desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacion (CV) entre centros, entre lotes, entre
dias, entre operadores e intraensayo correspondientes a cada miembro del grupo de muestras se presentan en Tabla 5.

Tabla 5. Resumen de los datos de reproducibilidad

Muestra

Canal . Entre centros Entre lotes Entre dias Entre Intraensayo Total

del a Media operadores

ensayo N de dCt

(analito) Var |CV(%)| Var |[CV(%)| Var |CV(%)| Var |[CV(%)| Var |CV(%)| Var |CV (%)

ESR1 72 0,20 0,00 0,00 0,03 29,30 0,00 0,00 0,00 1,80 0,07 68,90 0,11 0,33

PGR 72 -0,03 0,00 0,00 0,01 14,70 0,00 2,30 0,00 0,00 0,06 83,00 0,07 0.26

1-ARN
v ERBB2 72 -2,42 0,00 0,00 0,04 27,90 0,02 11,40 0,00 2,60 0,08 58,10 0,13 0,36
MKi67 70 -2,55 0,00 0,00 0,32 62,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 37,90 0,52 0,72
Xpert® Breast Cancer STRAT4 19

301-4981-ES, Rev. F

2025-03



Xpert® Breast Cancer STRAT4

Canal . Entre centros Entre lotes Entre dias Entre Intraensayo Total
del a Media operadores
Muestra N
ensayo de dCt
(analito) Var [CV(%)| Var (CV(%)| Var |[CV(%)| Var [CV(%)| Var [CV(%)| Var |CV (%)
ESR1 72 -1,03 0,00 1,60 0,01 9,20 0,01 5,50 0,00 0,00 0,10 83,70 0,12 0,35
2-ARN PGR 72 -1,26 0,00 0,00 0,01 12,20 0,00 0,00 0,01 10,70 0,04 77,10 0,05 0,23
TV | ErBB2 72 -3,49 0,01 4,80 0,03 31,60 0,00 0,00 0,00 0,40 0,07 63,20 0,11 0,33
MKi67 72 -3,53 0,00 0,00 0,08 49,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 51,00 0,16 0,40
ESR1 72 3,64 0,00 0,00 0,01 8,40 0,01 16,50 0,00 0,00 0,06 75,10 0,08 0,29
3-ARN PGR 72 3,34 0,00 3,40 0,00 0,00 0,01 9,70 0,00 5,40 0,05 81,50 0,06 0,25
TIV

ERBB2 72 0,91 0,02 20,60 0,01 10,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 69,10 0,08 0,28

MKi67 72 1,14 0,00 0,00 0,02 15,40 0,02 18,00 0,00 0,00 0,07 66,60 0,10 0,31

ESR1 72 -0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14,40 0,00 15,90 0,02 69,70 0,03 0,17
Mutstra PGR 72 -1,99 0,00 6,30 0,01 19,70 0,00 2,50 0,00 0,00 0,02 71,60 0,03 0,18
cllg‘FifEa ERBB2| 72 | 239 [ 002 | 31,30 | 000 [ 220 | 000 | 000 | 000 | 370 | 005 | 6280 | 007 | 027
MKi67 72 -0,93 0,00 0,00 0,02 36,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 63,50 0,04 0,21
ESR1 72 -2,83 0,00 0,00 0,05 13,70 0,00 0,00 0,00 0,00 0,34 86,30 0,39 0,63
Mui-stra PGR 72 -5,66 0,00 0,00 0,02 3,60 0,03 4,40 0,00 0,00 0,56 92,00 0,60 0,78
clliFnFi:Ea ERBB2 72 1,93 0,00 2,90 0,00 3,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 94,20 0,03 0,17

MKi67 72 -1,57 0,00 1,70 0,01 17,10 0,01 9,00 0,00 11,10 0,05 61,10 0,09 0,29

a Resultados con valores de Ct delta validos de entre 72
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21 Sedes de las 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

22 Asistencia técnica

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

Teléfono: + 1 888 838 3222

Nombre del producto
Numero de lote

Numero de serie del instrumento
Mensajes de error (si los hubiera)
Version de software y, si corresponde, «Numero de servicio técnico» (Service Tag) del ordenador

Correo electrénico: techsupport@cepheid.com

Francia

Teléfono: + 33 563 825 319

Correo electrénico: 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

23 Tabla de simbolos

Simbolo Significado
Numero de catalogo
REF 9
Producto sanitario para diagnéstico in vitro
IVD

Marca CE — Conformidad europea

REP

Representante autorizado en la Comunidad Europea

& |[=z|| =~

No volver a utilizar

LOT

Cadigo de lote

Consultar las instrucciones de uso

Precaucion

Fabricante

Pais de fabricacion

Contiene cantidad suficiente para n pruebas

CONTROL

Control

DC'I@@L§_.

Fecha de caducidad
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Simbolo Significado
Jf Limites de temperatura
fg.)\ Riesgos bioldgicos
AL
CH |REP Representante autorizado en Suiza
@ Importador

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

EC |REP

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Zurcherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

®

Cepheid Switzerland GmbH
Zurcherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

wvb|C €
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