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1. Uso previsto

El IdentiClone Dx IGH Assay («ensayo») es un producto de diagndstico in vitro indicado para la deteccién basada en
electroforesis capilar de clonalidad en reordenamientos de genes de cadena pesada de inmunoglobulina (/GH) en
especimenes de sangre periférica como método complementario para el diagndstico de pacientes con sospecha de
enfermedad linfoproliferativa de células B.

Los resultados positivos (es decir, la deteccion de clonalidad) no deben ser el Unico criterio para determinar la presencia
de enfermedad. Los resultados negativos no descartan la enfermedad linfoproliferativa. En el diagndstico final de

la enfermedad linfoproliferativa deben tenerse en cuenta las pruebas de laboratorio adicionales (p. ej., recuentos

de leucocitos [LEU], morfologia, inmunohistoquimica, deteccién de mutaciones conductoras, citometria de flujo, etc.)

y la presentacion clinica.

Este ensayo cualitativo no automatizado es para uso en los ABI 3500xL Dx y ABI 3500xL Genetic Analyzers.

2. Indicaciones / Contraindicaciones

No se identifican contraindicaciones.

3. Glosarioy abreviaturas
3.1. Glosario

Tabla 1. Glosario de términos especificos del IdentiClone Dx /GH Assay

Término Definicion

Amplicdn

Copias multiplicadas de fragmentos de ADN creadas mediante amplificacion (p. ej., PCR).

Amplificacion

Hacer varias copias de una secuencia de ADN o gen (p. €j., PCR).

Artefacto

Un pico rojo detectado por el andlisis de fragmentos en el ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer
que esta a menos de 0,5 pares de bases de hasta los 5 picos azules o verdes mas altos. Si el
pico de artefacto es igual o mayor que el pico azul o verde asociado, el resultado de la
mezcla maestra (MM) asociada se considerara no vélido.

Clan

Los reordenamientos de los genes IGH se identifican mediante el IdentiClone Dx /IGH Assay
mediante el uso de cebadores dirigidos a los 7 subgrupos de genes IGHV, IGHV1 —7. Los
subgrupos de genes de IGHV pueden categorizarse adicionalmente en clanes de genes de
IGHV (clan I, Il'y 1ll) en funcién de la similitud de sus secuencia.’® El clan | incluye los
subgrupos de genes IGHV1, IGHVS e IGHV7, el clan Il incluye los subgrupos de genes
IGHV2, IGHV4 e IGHVS6, y el clan lll incluye el subgrupo de genes IGHV3.

Clonal

e Unresultado ID de la muestra (llamada global) en el que se detecta clonalidad.
e Unresultado Nombre de la muestra (para una MM) en el que se detecta un pico
significativo en el rango de tamafios valido.

Deteccién

Parte del ensayo en el que se separan los amplicones por electroforesis capilar y se
detectan como picos.

In vitro

Que ocurre fuera de un organismo vivo.

Indeterminado

Un resultado de muestra en el que los 3 resultados de la mezcla maestra (MM) generaron
resultados indeterminados; o un resultado de MM de muestra en el que no puede
determinarse la presencia o ausencia de clonalidad (es decir, resultado ambiguo)

linfoproliferativa

No vaélido Un resultado de muestra en el que los 3 resultados de la mezcla maestra no son validos; o
un resultado de MM de muestra que no cumple los criterios de validez (consulte la tabla 8).
Enfermedad Trastorno caracterizado por la proliferacién anémala de linfocitos.

Producto de mezcla maestra

Amplicones generados a partir de la amplificacion de 3 MM diferentes: MM tubo IGH A
(FR1), MM tubo IGH B (FR2), MM tubo IGH C (FR3).

Control negativo

Solucion tampon que contiene ADN policlonal; se espera que este control genere un
resultado no clonal con cada mezcla maestra.

No clonal

Un resultado de muestra en el que no se detecta clonalidad o un resultado de MM de
muestra en el que no se detecta un pico significativo dentro del rango de tamafio valido.

IdentiClone Dx IGH Assay

PI-00022 Rev. A | Marzo 2026



Pagina 4 de 40

Tabla 1. Glosario de términos especificos del IdentiClone Dx /GH Assay

Término Definicién

Mapa de placa Representacion visual de una placa de deteccién, importada al ABI Genetic Analyzer. Este
archivo proporciona un esquema de placa de 96 pocillos que contiene informacion del
desarrollo asociado, como la Sample ID (ID de la muestra), el Sample Name (Nombre de la
muestra), el Sample Type (Tipo de muestra)y la Master Mix (Mezcla maestra) para cada
ubicacion de pocillo.

Control positivo Solucién tampdn que contiene ADN utilizada para evaluar la validez del ensayo; se espera
que este control genere un resultado clonal con cada mezcla maestra.

ID de la muestra Identificacién Unica asociada con una muestra de paciente. Es necesario analizar cada /D de
la muestra con cada mezcla maestra (n = 3) incluida con el ensayo. Los resultados de |a
prueba individuales de la mezcla maestra y especificos del desarrollo se identifican con el
Nombre de la muestra. Cada ID de la muestra tendra al menos 3 resultados de nombre de
muestra asociados. Consulte un ejemplo en la Figura 10.

Nombre de la muestra Identificacion Unica asociada a los resultados de pruebas de mezcla maestra y especificos
del desarrollo asociados a una ID de la muestra (muestra de paciente). Consulte un
ejemplo en la Figura 10.

Saturacion Presencia de pico con URF excesivamente altas (=30 000)
Error de calidad de tamafio Un error determinado en un ABI 3500xL o ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer en el que la
(CT) similitud calculada entre el patron de fragmentos de tincidn del estdndar de tamafio

especifico y la distribucién observada de los picos del estandar de tamafio en una muestra
no alcanzé el umbral predeterminado.

Pico significativo Un pico dominante dentro de un rango de tamafios valido.

3.2.  Abreviaturas

Tabla 2. Definiciones de las abreviaturas

Acrénimo Definicidn

pb Par de bases

EC Electroforesis capilar; método electrocinético utilizado para separar los amplicones por tamafio.

IC Intervalo de confianza

ADN Acido desoxirribonucleico

CNA Convencién de nombre de archivo; sistema para asignar nombres a los archivos de forma que describa lo
que contienen y cémo se relacionan con otros archivos.

FSA Archivo de datos de analisis de fragmentos creado por el instrumento de electroforesis capilar.

ADNg ADN genodmico

IFU Instrucciones de uso

IGH Gen de cadena pesada de inmunoglobulina

IGHFR1/2/3 Los marcos conservados 1, 2 y 3 si el gen IGH

IUO Solo para uso en investigacion

IVD Diagnéstico in vitro

LI Limite inferior

LB Limite de blanco

LD Limite de deteccion

MM Mezcla maestra

N/A No aplicable

CB Control en blanco (agua); se espera que este control no genere picos amplificados dentro del rango de

tamafios valido.

CPN Concordancia porcentual negativa

IdentiClone Dx IGH Assay PI-00022 Rev. A | Marzo 2026
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Tabla 2. Definiciones de las abreviaturas

Acrénimo Definicidn

CPG Concordancia porcentual global

SP Sangre periférica

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

CPP Concordancia porcentual positiva

SPC Sangre periférica combinada

RPR Cociente pico relativo, el valor utilizado para determinar la clonalidad.

RUO Solo para uso en investigacion

(o) Calidad de tamafio; una presentacién numérica de la similitud entre el patrén de fragmentos para el

patrén de tincion especifico de tamafio en la definicién del patron de tamafio y la distribucion real de los
picos del patron de tamafio en la muestra.

XLSX Un formato de archivo compatible con las versiones de Office 2010 y posteriores. Este formato de
archivo puede utilizarse para crear el registro de placa en los ABI 3500xL Dx y ABI 3500xL Genetic
Analyzers.

XML Archivo de lenguaje de marcado extensible disefiado para almacenar y transportar datos. Este formato

de archivo se utiliza para los parametros del instrumento del IdentiClone Dx IGH Assay, el grupo de
resultados y la convencion de nombre de archivo para los ABI 3500xL Dx y ABI 3500xL Genetic Analyzers
(incluido con 91010111).

4. Resumeny explicacion de la prueba

4.1. Antecedentes
Se calcula que cada afio se diagnostican mas de 900 000 nuevos casos de enfermedades linfoproliferativas de
las células B en todo el mundo, teniendo en cuenta la variedad de enfermedades que se incluyen en esta
categoria.?? Los trastornos linfoproliferativos de las células B, como linfomas y leucemias, a menudo surgen
debido a la desregulacion de los procesos normales de desarrollo de las células B, especialmente en los
reordenamientos de los genes de las cadenas pesadas de la inmunoglobulina (IGH).
Durante la ontogenia en linfocitos B, el gen /IGH sufre un proceso denominado recombinacion V(D)J, donde la
variable (Vu), diversidad (Dn), y los segmentos génicos de unidn (Ju) se reordenan aleatoriamente.*> Estos
segmentos de genes reordenados aumentan la diversidad genética, generando aproximadamente 10*2
secuencias de ADN Unicas, y permiten al sistema inmunitario reconocer una amplia variedad de antigenos.*>® Sin
embargo, en las enfermedades linfoproliferativas de las células B, un solo clon de células B con una reordenacién
particular de IGH prolifera anormalmente, lo que da lugar a una poblacién de células B con reordenamientos
idénticas (o clonales) del gen IGH. La deteccion de estas expansiones clonales es una caracteristica definitoria de
las neoplasias de células B.#>678°2

Cuando se aplica la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a estos reordenamientos genéticos, se generan
productos de longitud y secuencia Unicas para cada célula.®”®° Por lo tanto, esta metodologia puede aplicarse
para identificar poblaciones de linfocitos derivadas de una sola célula, identificando los reordenamientos Unicos
del gen V-J presentes en el locus de IGH.%%%1° La presencia de reordenamientos clonales de /GH se utiliza para
confirmar el diagndstico de enfermedades linfoproliferativas de las células B y distinguir las proliferaciones
linfoides malignas de las benignas.11213.14

4.2. Descripcién general
El IdentiClone Dx /IGH Assay incluye tres mezclas maestras para PCR (MM), un control positivo (/GH POS [+]), un
control negativo (NEG [-]), un control en blanco (CB), ADN polimerasa Taq y el paquete de software IdentiClone
Dx IGH Software. Las mezclas maestras del ensayo utilizan varios cebadores consenso marcados con fluorescencia
disefiados para dirigirse a los marcos conservados (FR1, 2 y 3) dentro de las regiones Vy y Ju del locus de IGH.
Tras la amplificacidn, los amplicones marcados con fluoréforo se fraccionan por tamafio, generando perfiles de
amplicones para cada mezcla maestra de PCR. A continuacion, los datos resultantes se cargan en el IdentiClone
Dx IGH Software para su analisis, con el fin de determinar la validez y el estado de clonalidad. Se compilan
resultados validos de cada mezcla maestra para establecer el estado de clonalidad de cada espécimen: Clonal,
no clonal, no valido o indeterminado.

IdentiClone Dx IGH Assay PI-00022 Rev. A | Marzo 2026
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5. Principios del procedimiento

5.1.

5.2.

5.3.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Debido a que la regidn variable (V) estd sujeta a mutaciones somaticas, es dificil emplear un solo conjunto de
cebadores de PCR para dirigirse a todas las regiones conservadas que flanquean los reordenamientos de Vi-Jh.
Por ese motivo, el IdentiClone Dx IGH Assay utiliza varios cebadores consenso de PCR dirigidos a tres marcos
(FR1, FR2 y FR3) y la region Ju del gen IGH. Los cebadores consenso se conjugan con tinciones fluorescentes y

se contienen en tres mezclas maestras individuales: MMA, MMB y MMC. (Figura 1) Estas mezclas maestras
amplifican los tres marcos (FR) y las dos regiones determinantes de complementariedad (CDR) del ADN gendmico
(ADNg) aislado de especimenes de sangre periférica.

Figura 1. La organizacion de un gen de cadena pesada de inmunoglobulina reordenado en el cromosoma 14. Las flechas
negras representan las posiciones relativas de los cebadores que se dirigen al marco conservado (FR1/2/3) y los segmentos
de los genes Jy de consenso secuencia abajo. Los amplicones derivados de estas regiones se detectan usando conjuntos de
cebadores fluorescentes e instrumentos de electroforesis capilar para la deteccidn por fluorescencia.

Vi Dn JH

Cebadores Vu-FR1 Cebadores Vu-FR2 Cebadores Vu-FR3 Cebador Ju
L (cebador consenso)

Cebadores de la familia Vy

Cebadores IGH FR1 +Ju (cebador consenso)
Cebadores IGH FR2 +Ju (cebador consenso)
Cebadores IGH FR3 +Ju (cebador consenso)

Deteccidn por fluorescencia

Tras la amplificacién, cada producto de PCR se procesa en un instrumento ABI 3500xL Dx o ABI 3500xL Genetic
Analyzer, en el que los amplicones marcados con fluoréforo se fraccionan por tamafio. Los parametros de
desarrollo especificos del ensayo, como la configuracién del instrumento, grupos de resultados y la convencion
de nombre de archivo, se incluyen como archivos XML en el paquete IdentiClone Dx IGH Software y deben
configurarse antes de realizar el ensayo por primera vez. Una vez configurados, los perfiles de amplicones de
cada mezcla maestra para PCR se recogen como formato de archivo FSA y se cargan en el IdentiClone Dx IGH
Software para su interpretacion.

Analisis de software

El IdentiClone Dx IGH Software esta disefiado para complementar al IdentiClone Dx /IGH Assay y eliminar la
subjetividad de la interpretacién del electroferograma. Los archivos de datos sin procesar generados por los
amplicones del ensayo con deteccion por fluorescencia se analizan para determinar su validez y estado de
clonalidad, haciendo referencia a un mapa de placa configurado para la trazabilidad de las muestras.

Dado que este ensayo requiere tres mezclas maestras para determinar el estado de clonalidad, se utiliza una
jerarquia de nombres para correlacionar los resultados de la mezcla maestra, identificados por un Sample Name
(Nombre de la muestra), con la muestra del paciente, que se identifica por un Sample ID (ID de la muestra)
(consulte la Figura 9). Cada conjunto de pruebas de mezcla maestra, incluidas las muestras, un control positivo,
un control negativo y un control en blanco, se considera un «desarrollo», y puede configurarse individualmente
mediante la funcion de configuracion de placas del software y cargarse en la misma placa, que contiene
desarrollos adicionales. Una vez finalizada la deteccion, los archivos de datos se cargan en el software, que
procede al analisis, haciendo referencia al mapa de placa para completar el anélisis intermedio para esa mezcla
maestra. Si se determina que los desarrollos de las tres mezclas maestras son validos, los datos se procesan para
generar resultados intermedios, representados por Sample Names (Nombres de muestras), que se muestran para
que el usuario elija y genere el estado de clonalidad de cada Sample ID (ID de la muestra). Para obtener mas
detalles, consulte las instrucciones de uso correspondientes del IdentiClone Dx /GH Software.
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5.4.  Usuario final y entorno de uso

5.4.1. Este producto es solo para uso profesional en laboratorios clinicos.
5.4.2. El producto no esta indicado para pruebas en entornos cercanos al paciente ni para autodiagnostico.
5.4.3. El producto no es un ensayo de diagndstico complementario.

6. Reactivos
6.1. Componentes del reactivo
Tabla 3. Kits disponibles

Numero de catalogo Descripcion Cantidad

91010101 IdentiClone Dx /IGH Assay 33 reacciones

Tabla 4. Componentes reactivos (componentes del kit)

Reactivo Nimero de Componentes del reactivo Cantidad | Ndmero| Temperatura
referencia (principios activos) por de de almacena-

unidad unida- | miento
des

Mezclas maestras 21010191 IGH FR1 1500 pl 1 /1/4500
-30°C

Distintos oligonucleétidos dirigidos a la
region marco 1 del gen de la cadena
pesada de la inmunoglobulina en una
solucién salina amortiguada.

21010201 IGH ER2 1500 pl 1

Distintos oligonucledtidos dirigidos a la
region marco 2 del gen de la cadena
pesada de la inmunoglobulina en una
solucién salina amortiguada.

21010211 /GH FR3 1500 pl 1

Distintos oligonucleétidos dirigidos a la
region marco 3 del gen de la cadena
pesada de la inmunoglobulina en una
solucién salina amortiguada.

ADN de control 40883460 CONTROL IGH 100 pl 1

positivo de /GH ADNg de células cultivadas en una
solucién salina amortiguada

ADN de control 40920070 CONTROI. 100 Ll| 1

negativo ADNg de células cultivadas en una
solucién salina amortiguada
Control en blanco (CB) 40930010 |CONTR°L‘ NTc| 100 ul 1
Agua
FalconTaq® DNA 60970150 50 ul 1
Polymerase Enzima ADN polimerasa FalconTaq
Paquete IdentiClone Dx 91010111 | IdentiClone Dx /GHSoftware 1 paquete | 1 30°C
/GH Software e |dentiClone-Dx-/IGH-Software- de 15°C

1.2.x.IVD.msi software
Parametros del IdentiClone Dx /GH

Assay
e |GH_IP.xml
e |GH_FNC.xml
e |GH_RG.xml
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6.2. Conservacion y manipulacién de los reactivos

6.2.1.

6.2.1.1.

6.2.2.

6.2.3.

Sino va a hacer un uso inmediato de los kits de ensayo, consérvelos a una temperatura de entre -30 °C
y -15 °C.
Almacene las mezclas maestras de PCR en un lugar oscuro para proteger los cebadores marcados
con fluoréforo.

Tras abrir el kit del ensayo, inspeccione visualmente cada reactivo para comprobar si presenta dafios
o fugas.

Descongele y agite en vortex bien todos los reactivos y controles antes de usarlos para asegurarse de
que estén completamente resuspendidos y homogéneos.

ilMPORTANTE! Una agitacion vorticial excesiva puede daiar el ADN y hacer que los cebadores marcados pierdan

6.2.3.1.
6.2.3.2.
6.2.3.3.

sus fluoréforos. NO agite en vértex el tubo que contiene ADN polimerasa Taq.

Agite el volumen en el agitador voértex a velocidad maxima durante 5 a 15 segundos.

Centrifugue de 2 a 5 segundos.

Si se almacenan y manipulan segun las instrucciones, los materiales abiertos son estables durante
6 meses o 5 ciclos de congelacidon-descongelacién, o hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta. No utilice los kits después de su fecha de caducidad.

6.3. Advertencias y precauciones

6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.

6.3.4.
6.3.5.

6.3.6.

6.3.7.

6.3.8.
6.3.9.

6.3.10.
6.3.11.

6.3.12.

6.3.13.

Este producto es solo para uso profesional.

Utilice este kit de ensayo a modo de sistema. No utilice los reactivos de otros fabricantes. Cualquier
alteracion del protocolo —como la realizacion de diluciones o reducciones de las reacciones de
amplificacion— puede afectar al rendimiento de la prueba e implicar la anulacién de cualquier licencia
limitada derivada de la adquisicién de estos kits.

El cumplimento del protocolo garantizard un rendimiento y una reproducibilidad éptimos. Asegurese de
usar el programa adecuado del termociclador, ya que, si usa otros programas, los resultados podrian ser
imprecisos o erréneos, como falsos positivos y falsos negativos.

Elimine los reactivos no utilizados y los residuos de acuerdo con las normativas nacionales, regionales y
locales.

No mezcle ni combine reactivos de kits con diferentes nimeros de lote.

El personal de laboratorio debe usar equipos de proteccion personal estandar, seguir las practicas dptimas
de laboratorio y tomar las precauciones necesarias cuando trabaje con especimenes. Manipule siempre los
especimenes en instalaciones aprobadas de contencién de seguridad bioldgica y dbralos solo en campanas
de seguridad biolégica certificadas.

Dado que se trata de una prueba de sensibilidad analitica, sea extremadamente cauteloso para evitar la
contaminacion de los reactivos o mezclas de amplificacion con muestras, controles o material amplificado.
Deben controlarse todos los reactivos para detectar signos de contaminacion (p. ej., controles negativos
gue den sefiales positivas). Elimine cualquier reactivo que pueda haberse contaminado.

Para reducir al minimo la contaminacion, use guantes limpios cuando manipule muestras y reactivos y
limpie de manera regular las zonas de trabajo y las pipetas antes de realizar la PCR.

El autoclave no elimina la contaminacion del ADN.

El flujo de trabajo en el laboratorio de PCR sigue una secuencia de trabajo unidireccional entre zonas de
trabajo: comience con la preparaciéon de especimenes, pase a la preparacion de mezclas maestras,
después la amplificacién y, por Ultimo, la deteccion. No introduzca amplicones (es decir, placa de PCR
después de la amplificacion) en las zonas designadas para la mezcla maestra o la preparacion de
especimenes.

Mantenga todas las pipetas, puntas de pipetas y cualquier otro instrumento utilizado en una zona
especifica del laboratorio reservada para tal fin.

Siempre que sea posible, utilice material plastico estéril desechable para evitar la contaminacion con
RNasa y DNasa o la contaminacion cruzada.

Cuando el recipiente del polimero POP-7 haya alcanzado la temperatura ambiente, examine el interior del
cuello en el punto de instalacion. Asegurese de que el recipiente no contenga restos de polimero secos ni
cristalizados. No introduzca el recipiente en el instrumento ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer si observa
cristalizacioén, pues esta podria afectar al rendimiento del ensayo o el instrumento. Pdngase en contacto
con el servicio de atencidn al cliente de Thermo Fisher Scientific.

Cualquier incidencia grave que se haya producido en relacién con el producto debe comunicarse al
fabricante y a la autoridad competente del Estado miembro del usuario o paciente.
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6.4. Reactivos, materiales y equipo
Realice el mantenimiento de todo el equipo siguiendo las instrucciones del fabricante. Tabla 5 enumera los
reactivos, materiales y equipos necesarios que no se suministran en el kit.

Tabla 5. Reactivos, materiales y equipos necesarios (no proporcionados)

Reactivo / Material / Proveedores y reactivos recomendados / Materiales /

Equipo Equipo

Tiras de 8 tapas N/A Sin DNasa, RNasa, ADN e inhibidores de PCR
Membranas de goma de Thermo Fisher Scientific: N/A

96 pocillos e Membrana de goma para 3500xL Dx Genetic

Analyzers, 96 pocillos
e Membranas para placa de 96 pocillos, para
3500/SeqStudio™ Flex

Ldmina adhesiva de N/A Sin DNasa y RNasa
sellado de placas

Contenedor de Thermo Fisher Scientific: Sin DNasa y RNasa
amortiguador anddico e Contenedor de amortiguador anddico para

3500 Dx/3500xL Genetic Analyzers
e Contenedor de amortiguador anddico (ABC), para
3500/SeqStudio Flex

Pipetas calibradas N/A Deben ser capaces de medir con precision
volumenes de entre 1 ply 1000 pl

Matriz de capilares Thermo Fisher Scientific: N/A

e Matriz de 24 capilares para 3500xL Dx Genetic
Analyzer, 50 cm

e Matriz de 24 capilares para 3500xL Genetic Analyzer,

50 cm
Instrumento de Thermo Fisher Scientific: Aseglrese de que el instrumento esté
electroforesis capilar e (UE) 3500xL Dx Genetic Analyzer con software de calibrado con el DS-33 Matrix Standard Kit
recogida de datos 3 IVD v3.0 serie 3500 Dx (juego de tincidn G5) con el patron de

e (EE. UU.) 3500xL Dx Genetic Analyzer con software de | tamafio GeneScan 600 LIZ v2.0
recogida de datos 3 IVD v3.2 serie 3500 Dx
e 3500xL Genetic Analyzer con software de recogida de

datos v1.0 serie 3500
Contenedor de Thermo Fisher Scientific: N/A
amortiguador catddico e Contenedor de amortiguacion catddica para 3500

Dx/3500xL Genetic Analyzers
e Contenedor de amortiguacion catddica (CAC), para
3500/SeqStudio Flex

Membrana de goma de Thermo Fisher Scientific: N/A

amortiguador catddico e Membrana de goma para el contenedor de
amortiguacion catddica para los 3500 Dx/3500xL Dx
Genetic Analyzers

e Membrana de goma para el contenedor de
amortiguacion catddica para 3500 y SeqStudio Flex

Reactivo de Thermo Fisher Scientific: N/A

acondicionamiento e Reactivo de acondicionamiento para 3500 Dx/3500xL
Dx Genetic Analyzers

e Reactivo de acondicionamiento, para 3500/SeqStudio
Flex
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Reactivo / Material /
Equipo

Puntas de pipeta con
barrera de filtro

Tabla 5. Reactivos, materiales y equipos necesarios (no proporcionados)

Proveedores y reactivos recomendados / Materiales /
Equipo

N/A
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Estériles y sin RNasa, DNasa y pirégenos

Hi-Di Formamide

Thermo Fisher Scientific:
e Hi-Di™ Formamide, 3500 Dx Series
e Hi-Di Formamide

N/A

Tubos de unidn baja

N/A

Para almacenar ADNg; RNasa, DNasa, ADN,
sin inhibidores de PCR

Patrones de tamafio LIZ Thermo Fisher Scientific: N/A

e Patrén de tamafio GeneScan™ 600 LIZ® v2.0 — Dx

e Patron de tamafio v2.0 GeneScan 600 LIZ
Microcentrifugadora N/A Estéril
Espectrofotdometro UV-Vis | N/A Capaz de determinar la absorbancia a
de microvolimenes 260 nm para el célculo de la concentracion

del acido nucleico

Placas o tubos para PCR N/A Sin DNasa, RNasa, ADN e inhibidores de PCR
Centrifugadora de placas N/A Centrifugadora con capacidad para 1000 RCF
Polimero POP-7 Thermo Fisher Scientific: N/A

e POP-7™ (384) polimero de rendimiento optimizado

para serie 3500 Dx

e Polimero POP-7, para 3500/SeqStudio™ Flex

Conjunto de basey Thermo Fisher Scientific: N/A

retenedor

e Conjunto de base y retenedor (estandar) para los
3500 Dx/3500xL Dx Genetic Analyzers, 96 pocillos

e Conjunto de base y retenedor (estandar) para los
3500/3500xL Genetic Analyzers, 96 pocillos

Agua estéril N/A Estéril y sin RNasa y DNasa
Termociclador Thermo Fisher Scientific: N/A
e Veriti™ Dx
Tampdn Tris-EDTA (TE) N/A Solucién de 10 mM Tris-HCl, pH 8,0y 1 mM
EDTA
Nota: diluya 1:10 con agua
Agitador vortex N/A N/A

Pdéngase en contacto con el fabricante para obtener los nimeros de referencia de los articulos de su regién.

IdentiClone Dx IGH Assay
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7. Recogiday preparacion de los especimenes

7.1.  Precauciones
Los especimenes bioldgicos procedentes de seres humanos pueden contener materiales posiblemente
infecciosos. Manipule todos los especimenes de acuerdo con la norma de la OSHA sobre patdgenos de
transmision hematica y de acuerdo con un nivel de bioseguridad 2.

7.2.  Sustancias interferentes
Se sabe que las siguientes sustancias interfieren con la amplificaciéon por PCR; evite, si es posible:

7.2.1. Quelantes de cationes divalentes

7.2.2. Puntas de pipeta de baja retencion

7.2.3. EDTA (no significativo en concentraciones bajas)
7.2.4. Heparina

7.3.  Requisitos y estabilidad de los especimenes
Este ensayo requiere al menos 0,5 ml de sangre periférica anticoagulada con EDTA.

7.3.1. El espécimen puede conservarse a entre 2 °Cy 8 °C durante un maximo de 7 dias antes del analisis.
7.3.2. El espécimen puede enviarse con una placa de frio; nunca debe congelarse.

7.4.  Preparacion de las muestras

7.4.1. Extraiga el ADNg de los especimenes <7 dias después de la recogida.
7.4.2. Cuantifique el ADNg extraido utilizando un espectrofotémetro UV-Vis de microvolimenes.
7.4.3. Prepare una dilucién de ADNg en 50 ng/ul con 1/10 de TE.
7.4.3.1. Para la amplificacidon con cada mezcla maestra, se requieren 5 pl de ADNg a una concentraciéon de
50 ng/ul.

=  Prepare al menos 15 ul - 20 pl de ADNg diluido.

7.4.3.2. Sila concentracién de ADNg disponible es <50 ng/ul, vuelva a extraer los especimenes de pacientes.

7.5. Conservacion de las muestras

7.5.1. Conserve el ADNg hasta 7 dias entre 2 °Cy 8 °C antes de su uso o hasta 3 afios entre -30 °Cy -15 °C antes
de su uso.
7.5.2. Almacene las muestras de ADNg diluidas en tubos de union baja.
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8. Procedimiento de la prueba

Nota:

Este ensayo requiere el uso de este documento junto con las instrucciones de uso del IdentiClone Dx /GH Software.
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8.1.  Preparacion de la mezcla maestra
® Incluya controles de desarrollos (controles positivos, negativos y en blanco) en cada anélisis.
=  Serequiere una réplica de la muestra para el analisis con cada mezcla maestra.

8.1.1. Retire la mezcla maestra (o mezclas maestras), el control positivo, el control negativo, el CB y la muestra de
ADNg diluida (50 ng/ul) de su lugar de conservacién y deje que el tubo (o los tubos) se descongele
completamente a temperatura ambiente; a continuacidn, agite en el agitador vértex a velocidad maxima
durante aproximadamente 15 segundos.

8.1.2. Retire la ADN polimerasa Taq de su lugar de conservacién y manténgala fria (es decir, sobre hielo o sobre
una placa de frio).

ilMPORTANTE! NO agite en vértex el tubo de enzima ADN polimerasa Taq.
8.1.2.1. Centrifugue los tubos durante 2 a 5 segundos en una microcentrifugadora.

Nota: Se requieren pasos de centrifugacion para recoger todo el liquido en el fondo de un tubo o pocillo de placa.
Pueden utilizarse velocidades y tiempos aproximados si el usuario confirma visualmente que la recogida se
ha realizado correctamente. Las velocidades y duraciones indicadas se incluyen como recomendacién.

8.1.3. Siga las directrices siguientes para calcular el nimero total de reacciones (N) para cada mezcla maestra:
= Incluya al menos un volumen de reaccion adicional para tener en cuenta el error de pipeteado.
n n.2 de muestras

+1 ADN de control positivo (/IGH POS (+))

+1 ADN de control negativo (NEG (-))

+1 Control en blanco (CB)

+1 volumen de reaccién adicional

N=(n+4) n.2 de muestras + 3 controles + 1 volumen de reaccion adicional
8.1.3.1. Afiada el volumen calculado para cada mezcla maestra en tubos independientes etiquetados,
utilizando N x 45 pl.

8.1.3.2. Afada el volumen calculado de ADN polimerasa Taq a cada mezcla maestra, utilizando N x 0,25 pl.
8.1.3.3. Agite la mezcla maestra + solucién(es) de ADN polimerasa Taq a velocidad maxima durante 5 a

15 segundos.
= NO agite en voértex la ADN polimerasa Taq antes de afiadirla a cada mezcla maestra. Agite en
vortex Unicamente después de la formulacidon con la mezcla maestra.

8.1.3.4. Con una microcentrifugadora, centrifugue los tubos entre 2 y 5 segundos.

8.1.4. Para cada reaccién, combine 45 pl de MM + solucién(es) de ADN polimerasa Taq con 5 pl de plantilla (muestra
de ADNg diluida en 50 ng/ul, control positivo, control negativo o CB) en pocillos individuales adecuados de una
placa o tubo(s) de PCR.

8.1.4.1. Pipetee varias veces y, a continuacion, cierre el tubo o selle la placa con tiras de tapa o laminas adhesivas
de sellado; O

8.1.4.2. Cierre el tubo o selle la placa con tiras de tapa o ldminas adhesivas de sellado; a continuacion, agite en
vortex a velocidad maxima durante aproximadamente 15 segundos.

8.1.4.3. Si utiliza un tubo de PCR, utilice una microcentrifugadora para centrifugar el tubo (o tubos) durante 2 a

5 segundos. Si esta utilizando una placa de PCR, centrifugue la placa a 1000 RCF durante
aproximadamente 30 segundos.
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8.2.  Amplificacién por PCR

8.2.1. Amplifique el tubo (o las placas) o la placa de acuerdo con los pardametros de PCR indicados en la Tabla 6.
8.2.1.1. Asegurese de que el valor del Reaction Volume (Volumen de reaccion) sea de 50 ply de que la
Cover Temperature (Temperatura de la cubierta) sea de 105 °C.
8.2.1.2. Aseglrese de que el valor del Reaction Volume (Volumen de reaccion) sea de 50 pl y de que la
Cover Temperature (Temperatura de la cubierta) sea de 105 °C.
8.2.2. Una vez terminado el programa de PCR, extraiga la placa o tubos de amplificacién del termociclador.
8.2.2.1. Los productos de PCR pueden conservarse a una temperatura de 2 °C a 8 °C durante un maximo de 7 dias,
0 a una temperatura de -30 °C a -15 °C durante un maximo de 3 meses antes de la deteccion.
8.2.2.2. Siga la seccidon Crear mapa de placa de las instrucciones de uso del software para crear un mapa de placa

antes de pasar a la seccion 8.3.

Tabla 6. Parametros de PCR

Paso Temperatura Tiempo Ciclos Velocidad de
la rampa

1 95°C 7 minutos 1 75 %

2 95 °C 45 segundos 35

3 60 °C 45 segundos

4 72 °C 90 segundos

5 72°C 10 minutos 1

6 15°C oo Mantener

8.3.  Preparacion de la placa de deteccion

Nota: Asegurese de que el mapa de placa se haya creado segun la seccion Crear mapa de placa de las
instrucciones de uso del software.

8.3.1. Deje que se descongele un nimero adecuado de tubos de Hi-Di Formamide a temperatura ambiente.
" Eltamafo unitario de Hi-Di Formamide, 3500 Dx Series es de 5 ml.

Nota: Para evitar ciclos de congelacion/descongelacion, la Hi-Di Formamide puede descongelarse, mezclarse y
dividirse en alicuotas en tubos de 2 ml a un volumen de 1 ml y almacenarse de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

8.3.2. Saque un tubo del patrén de tamafio LIZ v2.0 Dx del lugar de conservacion.
8.3.3. Agite en vortex tanto la Hi-Di Formamide como el patréon de tamafio LIZ a la velocidad maxima durante 5 a
15 segundos.
8.3.4. Centrifugue los tubos aproximadamente de 2 a 5 segundos.
8.3.5. En un nuevo tubo adecuado para el volumen, combine la cantidad necesaria de Hi-Di Formamide con los
patrones de tamafio LIZ.
8.3.5.1. La proporcion final debe ser de 0,056 (56 pl de patron de tamafio LIZ + 1000 pl de Hi-Di Formamide).

= Asegurese de que el volumen de solucién LIZ:Hi-Di sea suficiente para dividir en alicuotas de 19 pl
por reaccion.
8.3.5.2. Agite la solucidn en el agitador vértex a la velocidad maxima durante 5 a 15 segundos y, a continuacion,
centrifugue durante 2 a 5 segundos.

8.3.6. Centrifugue la placa o los tubos de amplificacién de la seccion 8.2.2 a 1000 RCF durante 30 segundos.
8.3.7. En una nueva placa de PCR de 96 pocillos, combine 19 ul de solucién LIZ:Hi-Di con 1 ul de producto de PCR por
pocillo.

= Verifique que solo haya un tipo de plantilla de reaccion (esto es, muestra, control positivo, control
negativo, control en blanco) por pocillo.

8.3.8. Afiada 20 ul de Hi-Di Formamide a cualquier pocillo vacio dentro de la inyeccion de 24 pocillos.
=  Cadainyeccién en el instrumento ABI 3500xL Dx o ABI 3500xL Genetic Analyzer evalla 24 pocillos a
la vez.
8.3.9. Mezcle la placa de deteccidn de una de estas dos maneras:
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8.3.9.1. Pipetee hacia arriba y hacia abajo varias veces y, a continuacion, selle la placa con tiras de tapa o ldmina
adhesiva de sellado; O

8.3.9.2. Selle la placa con tiras de tapa o lamina adhesiva de sellado vy, a continuacién, agite en el agitador voértex a
velocidad maxima durante 15 segundos.

8.3.9.3. Centrifugue la placa a 1000 RCF durante 30 segundos.

8.3.9.4. Desnaturalice la placa de deteccion utilizando los pardmetros de la Tabla 7 en el termociclador.

Nota: Consulte el apartado 8.3.1 para confirmar que los volimenes de reactivo ABI son suficientes para el
desarrollo.

Tabla 7. Parametros de desnaturalizacidn

Temperatura Tiempo Velocidad de
la rampa

1 95°C 3 minutos 1 75 %

2 4°C 5 minutos 1
8.3.9.5. Asegurese de que el valor del Reaction Volume (Volumen de reaccion) sea de 20 ul y de que la Cover

Temperature (Temperatura de la cubierta) sea de 105 °C.
8.3.10. Inicie el desarrollo.

8.3.10.1. Una vez finalizado el programa de desnaturalizacién, retire la placa de deteccidon del termociclador y

centrifugue la placa a 1000 RCF durante 30 segundos.

8.4. Instalar parametros de ensayo

Los parametros del ensayo pueden importarse del archivo /GH /P.xm/suministrado, incluido en el paquete IdentiClone
Dx IGH Software (IREFl 91010111) y requiere la biblioteca de IVD 3 del software de recogida de datos ABI 3500 Dx Series.

Nota: La seccion 8.4 es necesaria para el primer uso de este ensayo con cualquier instrumento ABI.
Nota: Confirme que los parametros del ensayo estén configurados correctamente antes de pasar al apartado 8.5.
ilMPORTANTE! Los parametros del instrumento y protocolo de asignacion de tamaiios determinaran cdmo se

procesaran las muestras (es decir, analisis de fragmentos). Es esencial asegurarse de que se guarden
los parametros correctos con el nombre del ensayo correcto (IGH Instrument Parameters [Parametros
del instrumento de IGH]) para la ejecucion correcta del ensayo.

8.4.1. Importe los parametros del instrumento del IdentiClone Dx IGH Assay en el instrumento ABI.
8.4.1.1. Haga doble clic en el icono ABI 3500 Dx para abrir el software de recogida de datos 3 IVD de 3500 Dx
Series.
8.4.1.1.1. En el mend del panel, haga clic en Library (Biblioteca) ().
8.4.1.1.2. Haga clic en Manage (Gestionar) (* Manage ) y, a continuacion, seleccione Assays (Ensayos) en el

menu desplegable.

8.4.1.1.2.1. Seleccione el icono Import (Importar) ({2 Import) navegue hasta la ruta de archivo del
paguete de software y seleccione /GH-IP.xml/.

8.4.2. Importe la convencidon de nombres de archivos del IdentiClone Dx /IGH Assay en el instrumento ABI.

8.4.2.1.1. Haga clic en Manage (Gestionar) (* Marage) y, a continuacion, seleccione File Name Convention
(Convencién del nombre de archivo) en el menu desplegable.

84.2.1.1.1. Seleccione el icono Import (Importar) (|EE Impert), desplacese hasta la ruta de archivo del
paquete de software y seleccione /GH-FNC.xml/.
8.4.3. Importe el grupo de resultados del IdentiClone Dx IGH Assay en el instrumento ABI.

8.4.3.1.1. Haga clic en Manage (Gestionar) (* Manage) y, a continuacion, seleccione Results Group
(Grupo de resultados) en el menu desplegable.

8.4.3.1.1.1. Seleccione el icono Import (Importar) (IEze Import) desplacese hasta la ruta de archivo del
paquete de software y seleccione /GH-RG.xm/.
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Verifique que los pardmetros adecuados del Instrument Protocol (Protocolo del instrumento) (Figura 3) y del

Sizecalling Protocol (Protocolo de asignacion de tamarfios) (Figura 4) estén correctamente configurados y
guardados en la biblioteca de ensayos del software de recogida de datos ABI 3500.

Figura 3. Protocolo del instrumento

?.d!j IGH Instrument Parameters - Edit Instrument Protocel IC_Dx_IP

Setup an Instrument Protocol

Application Type: |Fragment -

Capillary Length: |5Cl - cm

Instrument Protocol Setup Help @

Polymer: |POP7

Dye Set:

Instrument Protocol Properties

Dizable Narne Filter

* Run Medule: [FragmentAnalyslsS(!_POP?xl

VI Run Modules for 24 capillary are only available in the list.

* Protecel Mame: ‘ 1IC_Dx IP ‘ Locked
Description:
OvenTemperature (°C): 60 | RunVoltage (Volts): 195  PreRunVoltage (kVolts: 15 Injection Voltage (kVolts): 1
Run Time (sec.): W PreRun Time (sec.): T Injection Time (sec): 7 Data Delay (sec.): 1—
= Advanced Options
Following values are not recormmended to be changed.
Voltage Tolerance (Kolts): 07 Voltage £ of Steps (nk): 30 Voltage Step Interval (sec): 15
First Read Out Time (ms): 200 Second Read Out Time (ms): 200
Mermalization Target:  4500.0 Mermalization Factor Threshold Min: 0.3 Mermalization Factor Threshold Max: 3.0
Apply to Assay | | Save to Library

Figura 4. Pestafias Protocolo de asignacion de tamafios

Setup a Sizecalling Protocol

* Protocol Name: | IC_Dx JGH_SP I Locked
Deseription:
SueStandard: | GSB0OLE =
Sizecaller: SuzeCallervil0 ~|
[‘Analysis Settings | QC Settings|
(7]
AnalysisRange:  [Full = SingRange:  [Full  ~ Size Calling Method: |Local Southem =
Analysis Start Point: | 0 Sizing Start Size: | 0 Primer Peak:
Analysis Stop Point: | 1000000 Sizing Stop Size: | 100000
Blue 7] Green 7] Yellow [ Red /| Purple Orange
Minimum Peak Height m m m u m 50
Common Settings
Use Smocthing
Use Baselining (Baseline Window (Pts) | & 51
Minimum Peak Half Width | 2
PeskWindowSize | 15
Polynomis Degres | 5
Stape Theeshold Pesk Start | 00
Slope Threshold PeakEnd | 00

Apply to Assay | | Saveto Library

Setup a Sizecalling Protocol

S

* Protocol Name: | 1C_Dx IGH_SP [[ILocked
Description:

Sizecaller

Analysis Settings | QC Settings

Size Quality
Fail if Value is

Suspect Range
025-0.75

Passif Value is

Assume Linearity from (bp): 0

To (bp): 800

PullUp

Actuate Pull-Up flag if Pull-Up Ratio s 01  and Pull-UpScans 1

Close

Apply to Assay | | Saveto Library

IdentiClone Dx IGH Assay
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8.4.4.1. Guarde los parametros del ensayo en la biblioteca del ensayo ABI 3500 Dx utilizando el nombre /C_Dx_IP
para el protocolo del instrumento e /C_Dx_/GH_SP para el protocolo de asignaciéon de tamafios,
exactamente como se muestra en la Figura 5.
Figura 5. Parametros del instrumento de ensayo
{! Edit Assay IGH Instrument Parameters 3
Setup an Assay
Assay Setup Help @
* Assay Name: |05 nspime ot Pt | B Locked Flis
Application Type: [T] Disable Filters
Protocols
Do you wish to assign multiple instrument protocols to this assay? @ No () Yes
* Instrument Protocol: ’IC_D)(_IP v] ’Clea’(e New]
* Sizecalling Protocol: [1c_Dx JGH S - [ Create New|
8.4.4.2. En la seccion File Name Conventions (Convenciones de nombre de archivo), haga clic en el icono del lapiz
|
.ﬁr para asegurarse de que la configuracion de la convencién de nombre de archivo (CNA) coincida con
las de la Figura 6y se guarde como /C_Dx_FNC (exactamente como se muestra).
8.4.4.2.1. La CNA determina qué campos de datos y en qué orden contendran los archivos de datos
resultantes (archivos FSA).
8.4.4.2.2. Verifique que los atributos seleccionados coinciden con el orden mostrado en la Figura 6.

Confirme que el campo Sample Name (Nombre de la muestra) esta en primer lugar en la lista de
Selected Attributes (Atributos seleccionados).

Figura 6. Atributos de la Convencion de nombre de archivo
B Edit File Mame Canvention IC_Dx_FNC ®
Setup a File Name Convention Eg i

* Name: | IC_Dx FNC [Locked Color: | Black v

Select File Name Attributes

Preview of File Name:  <Sample Name>_<Well Position>_<Date of Run>_<Time of Run>

Available Attributes Selected Attributes

Polymer Type ~ Add >
Run Name

S i << Remove
Specimen Name

Sample Name
Underscore ()
Well Position
Underscore ()
Date of Run
Move Up Underscore ()

& Time of Run
Move Down

Unique Time Stamp Integer
User Defined Field 1
User Defined Field 2

~ Delimiters

Selecta delimiter [ nderscore () o

[JAdd between attributes | Add >>

Add a custom value to available attributes (optional)

Custom Text 1: Custom Text 2: Custom Text 3:
Select File Location

@ DefaultFile Location  D:\Applied Biosystems\3500\Data

(O Custom File Location Browse...

IdentiClone Dx IGH Assay
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8.4.5. En la seccidn Results Group (Grupo de resultados), haga clic en el icono del lapiz —/ para asegurarse de que los
ajustes del Results Group (Grupo de resultados) (RG) coinciden con los de la Figura 7 y se guardan como

IC_Dx_RG (exactamente como se muestra).

8.45.1. El grupo de resultados se utiliza para asignar un nombre, ordenar y personalizar las carpetas en las que se

almacenan los archivos de datos de muestras.

8.45.2. Verifique que los atributos seleccionados coinciden con el orden mostrado en la Figura 7.

IMPORTANTE: Configure correctamente la convencion de nombre de archivo y el grupo de resultados como se indicé

anteriormente para evitar errores en el andlisis de datos.

Figura 7. Atributos del grupo de resultados
B Edit Results Group IC_Dx_ RG =
Setup a Results Group g
(7]

Name: [ 1C_Dx RG

[ Locked Color: [Black -

Preview of Results Group Name:  <Plate Name>_<Assay Name>_IC_Dx_RG

Select Results Group Attributes

Available Attributes Selected Attributes
Injection Number Plate Mame

Underscore ()

1P Name
Logged in User Name L

Assay Name
PA Protocol Name

| = Underscore { _)
Prefix asindotl

Results Group Neme
Start Instrument Run Date/Time Stamp

i %

» Delimiters

Enter 3 custam value 25 either the Prefix or Suffix (optional)

Prefic Suffoc

Select Reinjection Folder Option
® Store reinjection sample files in 3 separate Reinjection folder (same level as Injection folders)
Store reinjection sample files with original sample files (zame level)
Select Folder Option

@ Defaultfile location  D\Applied Biosystems\3500\Data\ <IR Folders\<Plate Name>_<Assay Name>_IC_Dx RG\<Inj Folders'

Custom file location

[ Include n Instrument Run Name folder
[ Include  Result Group Name folder

¥ Include 2n Injection folder

Analisis de fragmentos por electroforesis capilar
8.5.1. Revise el estado de los consumibles del instrumento.

8.5.1.1. En el panel del instrumento ABI, haga clic en Refresh (Actualizar) y, a continuacion, revise el tiempo
restante del instrumento y el nimero de inyecciones realizadas para los consumibles (Figura 8) y verifique
lo siguiente:
8.5.1.1.1. Volumenes suficientes de reactivo ABI para el ensayo(s) de electroforesis capilar (EC),
8.5.1.1.2. Los amortiguadores, el polimero y los capilares no han superado el tiempo maximo permitido en el
instrumento,
8.5.1.1.3. El numero de inyecciones restantes para cada componente es suficiente para el nimero de
inyecciones necesarias para el desarrollo o desarrollos de EC, y
8.5.1.1.4. El POP7 restante es suficiente para el nimero de muestras en el desarrollo o desarrollos.
8.5.1.2.

Si un consumible ha caducado o ha de sustituirse, siga las instrucciones del fabricante para realizar el
mantenimiento necesario antes de continuar.

IdentiClone Dx IGH Assay
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Figura 8. Panel de control de ABI: consumibles
Quick View
~ Gauges
POPT Polymer VD] ABC - (Anode) CBC - (Cathode) 50cm - 24 cap Array
v 2 v, s 2, s B0
%6, ‘oam R * ‘ ’, R ' ’ ’, n N L m
0 /_.ma ul / 7 nI / 7 (S \J \mn
384 Samples Remaining 5 Days 4.7 Hrs Remaining 5 Days 4.9 Hrs Remaining 14 Injections Performed
20 Injections Remaining (50 Injections Remaining) (50 Injections Remaining)
Instrument: 3500 Instrument State:  Idle [T ——————— |~ Pre-Heat the Oven
Laser: Off Oven: Off Oven Temperature (°Cl 28.4 SR
R Off mmu:‘:’:gzz: Szz: Detection Cell Tempersture ("C): 23.1 [8012] o) [start pre-Heat
w Consumables Information
Consumable ‘Name Status Days on Instrument | Expiration Date | Lot Number Part Number
Pouch [WBlPOP7 384 Samples Remaining 1 Day 19.4 Hrs 07-Dec-2021 11... 2105173 4393709
Anode Buffer [WDlABC 5 Days 4.7 Hrs Remaining 1Day 19.3 Hrs 29-Jan-2022 1. 2105141 4393925
Cathode Buffer CEC 5 Days 4.9 Hrs Remaining 1Day 19.1 Hrs: 05-Oct-2021 11 2101145 4408258
Capillary Ay~ [WBl50cm - 24 cap 146 Injections Remaining 7 Days 1.7 Hrs 22-Jan-202211.. P8 4404688 - Serial # M520LP805
= Calendar Reminders
Name ‘Pnonty |Not\f|catmn Date Description Action
Clean the anode buffer cup pin-...  HIGH  20-Aug-2021 12:00:00 AM Clean the anode buffer cup pin-valve assembly on the polymer del. £
Flush Pump Trap HIGH  10-Aug-2021 12:00:00 AM Flush Pump Trap ]
Clean Drip Tray HIGH  10-Aug-2021 12:00:00 AM Clean Drip Tray. x
Replace cathode buffer containe..  HIGH  10-Aug-202112:00:00 AM Replace cathode buffer container septa ®
Clean Autosampler HIGH  10-Aug-2021 12:00:00 AM Clean Autosampler ®
8.5.1. Importe el mapa de placa completado ABI (CSV) creado con el IdentiClone Dx /GH Software (consulte la seccidn
Crear mapa de placas en las instrucciones de uso del software).
ilMPORTANTE! Asegurese de que se cred un archivo LIVS cuando se generé el mapa de placa. Si falta el archivo LIVS,
el IdentiClone Dx IGH Software NO podra realizar el analisis de resultados.
8.5.1.1. Haga clic en Create New Plate (Crear placa nueva) e introduzca un nombre para la placa.
8.5.1.2. Seleccione 96 como Number of Wells (Numero de pocillos).
8.5.1.3. Seleccione Fragment (Fragmento) como Plate Type (Tipo de placa).
8.5.1.4. Seleccione 50 cm como Capillary Length (Longitud del capilar).
8.5.1.5. Seleccione POP7 como Polymer Type (Tipo de polimero).
8.5.1.6. Haga clic en Assign Plate Contents (Asignar el contenido de la placa).
8.5.1.7. Haga clic en Import (Importar).
8.5.2.

Compruebe que se han importado los atributos correctos del mapa de placa.

8.5.2.1. Abra el mapa de placa (CSV) de ABI creado con el IdentiClone Dx /IGH Software
8.5.2.1.1. Verifique que todos los pocillos de muestras y controles estén correctamente nombrados y que
cada pocillo tenga asignado el Assay (Ensayo), la File Name Convention (Convencidn de nombre de
archivo) y el Results Group (Grupo de resultados) correctos (consulte las secciones 8.4.5y 8.4.3,
respectivamente).
8.5.2.2. Si el mapa de placa no coincide con la configuracion prevista, genere un nuevo archivo de mapa de placa
ABI comenzando en el apartado 8.5.1.
ilMPORTANTE! NO modifique el mapa de placa con el ABI Genetic Analyzer. Utilice el software para modificar el
mapa de placa y asegurarse de que también se actualiza el archivo LIVS asociado.
Si los archivos de mapa de placa y LIVS estan desalineados, el software NO podra realizar el analisis
de resultados.
8.5.2.3. Seleccione cualquier pocillo que no contenga una reaccién (muestra o control), haga clic con el botdn
derecho y seleccione delete (eliminar) para evitar la generacién de resultados.
Nota: Si no se completa este paso, pueden producirse errores de CT o dafios en el capilar.
8.5.2.4.

Haga clic en Save Plate (Guardar placa) y, a continuacién, haga clic en Link Plate for Run (Vincular placa
para desarrollo).
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8.5.3. Desarrolle la placa en el instrumento ABI 3500xL Dx o ABI 3500xL Genetic Analyzer.
8.5.3.1. Cargue la placa de deteccion adecuada (preparada en el apartado 8.3) en el instrumento ABI siguiendo las
instrucciones del fabricante.
8.5.3.1.1. Compruebe que todos los pocillos ocupados de la placa de deteccidén no contengan burbujas de
aire y que el contenido esté en el fondo del pocillo.
8.5.3.1.2. Compruebe que la orientacién de la placa sea correcta cuando se coloque en el instrumento.
8.5.3.1.3. Compruebe que la posicion de la placa en el instrumento ABI esté seleccionada correctamente

(placa A frente a placa B).

8.5.3.2. Haga clic en Start Run (Iniciar desarrollo).
= Elinstrumento realizard la inicializacion y, si se superan todas las comprobaciones de control de
calidad interno, comenzara el desarrollo.

8.5.3.2.1. Aseglrese de que haya comenzado el desarrollo; verifique que el fondo del conjunto de muestras
en la primera inyeccion en la visualizacion de la placa se vuelva verde.
8.5.4. Preparar los datos del desarrollo para su analisis
8.5.4.1. Después del desarrollo ABI, verifique que este se ha completado sin errores y, a continuacion, desplacese

hasta la ubicacion del archivo que contiene los resultados del andlisis en formato FSA.
= La ubicacién del archivo FSA la determina el Results Group (Grupo de resultados), guardado en la
seccién 8.4.1, Figura 5.

8.5.4.1.1. Copie los archivos FSA en la misma ubicacion que contiene los archivos LIVS generados por el
software.
= La ubicacidn del archivo LIVS se especifica durante la Configuracion de la placa (consulte las
instrucciones de uso del software) en el momento en que se guardo el mapa de placa.

8.5.4.1.2. Proceda al analisis de datos con el IdentiClone Dx /GH Software; consulte el apartado Andlisis de
resultados en las instrucciones de uso del software correspondiente.

8.5.4.2. Retire la placa de la base del instrumento ABI y deséchela.

8.6. Control de calidad

El kit incluye controles positivos, negativos y en blanco, que deben incluirse cada vez que se realice el ensayo. Los
datos generados por el ensayo seran interpretados por el IdentiClone Dx /IGH Software, tal como se describe en la
seccion 9.
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9. Interpretacion de los resultados

9.1. Puntos de comprobacion del software
El IdentiClone Dx /IGH Software interpreta los datos generados por el instrumento ABI siguiendo una logica
predeterminada que requiere puntos de comprobacién de validez para continuar con el paso de analisis posterior
(consulte la Figura 9). El estado de clonalidad de la muestra (es decir, resultado de /D de la muestra) requiere al menos
un resultado de un desarrollo valido para cada mezcla maestra (es decir, resultados de Nombre de la muestra).

Figura 9: Diagrama de interpretacién del ensayo

e  Losresultados de 3 Nombres de muestra se combinan para determinar el resultado de clonalidad final para la /D de /a muestra.

e  Elresultado de clonalidad final requiere un resultado de Nombre de /a muestra de 1 desarrollo valido (para cada mezcla maestra)
generado a partir de cada una de las 3 mezclas maestras. Estos resultados deben ser de un desarrollo vélido y pueden incluir
resultados no vélidos e indeterminados.

e El Nombre de la muestra asignado para cada mezcla maestra estd vinculado a la /D de /a muestra.
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9.1.1. Los controles del desarrollo se evallan para determinar su validez.
9.1.1.1. Un estado de desarrollo valido requiere los 3 tipos de controles de ciclo (positivo, negativo y en blanco)
para generar resultados vélidos; de lo contrario, el estado del desarrollo sera no vélido.
9.1.1.2. Todos los resultados del Nombre de la muestra incluidos en un desarrollo no vélido se considerardn
automaticamente no validos y no se realizara el analisis.
ilMPORTANTE! Solo los desarrollos validos, que requieren que los 3 controles sean validos, pasaran al siguiente paso.
9.1.2. Se evalua la validez de los resultados del Nombre de la muestra de un desarrollo valido (para cada mezcla maestra).
9.1.2.1. Un resultado no valido del Nombre de la muestra no continuara con el analisis posterior (es decir, el
estado de clonalidad de la mezcla maestra).
9.1.3. Los resultados validos del Nombre de la muestra se evallan para determinar la clonacién (para cada mezcla
maestra).
9.1.3.1. Clonal
9.1.3.2. No clonal
9.1.3.3. Indeterminado
9.1.4. Los resultados validos del Nombre de la muestra para las 3 mezclas maestras se evallan para determinar el
estado de clonalidad de la muestra (resultado de /D de la muestra); consulte la Figura 10.
9.14.1. Si uno o mas resultados de Sample Name (Nombre de la muestra) (o mezcla maestra de muestra) son
Clonal, el resultado de Sample ID (ID de la muestra) es Clonal.
9.1.4.2. Si todos los resultados de Sample Name (Nombre de la muestra) (o mezcla maestra de la muestra) son
No clonales, el resultado de Sample ID (ID de la muestra) es No clonal.
9.1.4.3. Si los resultados de Sample Name (Nombre de la muestra) (o0 mezcla maestra de la muestra) son una
mezcla de resultados Indeterminados y No clonales, el resultado de la Sample ID (ID de la muestra) es
Indeterminado.
9.14.4. Si un resultado de Sample Name (Nombre de la muestra) (o mezcla maestra de muestra) no es valido y

otros resultados son No clonal o Indeterminado, el resultado de Sample ID (ID de la muestra) es No valido.
9.1.4.4.1. Los resultados no validos del Sample Name (Nombre de la muestra) (o de la mezcla maestra de la
muestra) de un desarrollo valido pueden volverse a analizar segun el apartado 10 para resolver el
estado de clonalidad de la Sample ID (ID de la muestra).
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Figura 10. Esquema de interpretacidn de las muestras
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10. Repeticion de las pruebas, si procede

10.1.

10.1.1.

10.1.2.

10.2.

Desarrollos no validos

Un desarrollo en el que cualquiera de los controles no cumple los criterios de validez es un Invalid Run (Desarrollo
no valido). Repita el desarrollo, incluidas todas las muestras, el control positivo, el control negativo y el CB.

Cada mezcla maestra se desarrolla de forma independiente.

Repita el desarrollo de acuerdo con las instrucciones de uso del software asociado, basandose en el cédigo o
codigos de error indicados en el informe de desarrollo del IdentiClone Dx IGH Software.

Muestras no validas en un desarrollo valido

Los resultados no validos del Nombre de la muestra generados a partir de un desarrollo vélido requieren repetir la
prueba si los resultados del Nombre de la muestra de las otras mezclas maestras incluyen resultados no clonales o
indeterminados; de lo contrario, no es necesario repetir la prueba. Consulte la Figura 11 para ver la jerarquia de
repeticién de la prueba.

10.2.1.

10.2.2.

10.2.3.

IdentiClone Dx IGH Assay

Silos resultados de cualquiera de las mezclas maestras son Clonal (en un desarrollo valido), no es necesario
repetir la prueba.

Si los resultados de todas las mezclas maestras son No clonal (en desarrollos validos), no es necesario repetir
la prueba.

Si los resultados de todas las mezclas maestras son No Clonal, Indeterminado y No vélido, vuelva a analizar el
Nombre(s) de la muestra con el resultado no valido y los controles del desarrollo asociados de acuerdo con el
codigo de error (consulte la Figura 11).
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Se permiten hasta cuatro eventos de repeticién de la prueba cuando los fallos se deben a causas diferentes (es decir,
resultado de Nombre de la muestra = no valido en la 1° ronda debido a un desarrollo no valido; resultado de Nombre
de la muestra = no valido en la 22 ronda debido a un artefacto; resultado de Nombre de la muestra = no valido en la
3? ronda debido a una saturacién; resultado de Nombre de la muestra = no valido en la 42 ronda debido a un error

de CT).

Figura 11. Instrucciones para repetir la prueba

Nota: La muestra de esta figura se refiere al Nombre de la muestra (producto de mezcla maestra individual)

Desarrollos
no valido

Resultado
no valido
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no
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validez del
desarrollo

Fallo del
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Falso pesitive o false negativo
Amplificacion insuficiente

Saturacion detectada
Artefacto detectado

Interrumpir desarrello
Error delinstrumento

Error de calidad
de tamafio

No se cumplen los
criterios de
validez de la
muesira

Error de calidad
de tamafio

Amplificacion insuficiente
Requisito de valor del andlisis no
safisfecho

Saturacion detectada
Artefacto detectade

Utilice tubes nuevosde confrolesy
mezclas maesiras, si estdn
disponibles

o}

Prepare nuevas diluciones de la
placa de EC con el amplicon
existente

Neta: Prepareuna solucién
estdndar de tamafio nueva s se
observanvarios errores de calidad
de tamafio

Vuelva a analizar la mezcla maestra afectada con

Re-Amp

Utilice tubes nuevos
de controlesy
mezclas maesiras,
si estéin disponibles

todas las muestras y controles asociados

Vuelva a analizar la mezcla maestra afectada solo con

las muestras no validas y todos los controles

asociados

Re-Amp
Utilice fubos nuevos de confroles y
mezclas maestras, si estan
disponibles

O
Re-CE

Prepare nuevas diluciones dela
placa de EC con el amplican
existente

Re-Amp

Cenfirmar la

concentracion de ADNg s
se ufiliza ADNg existente

o]

Re-Exiract ADNg y la
cantidad

Nota: Prepare una solucion
estandar de tamafio nueva si se
observan varios errores de calidad
de famafio

11. Limitaciones del procedimiento

Limite de deteccidn: 2,5 % de clonalidad de células B
Este ensayo no identifica el 100 % de las poblaciones de células clonales.

Interprete los resultados de las pruebas de clonalidad molecular en el contexto de los datos clinicos, histoldgicos e

inmunofenotipicos disponibles.

Las pruebas de tipo PCR estan sujetas a interferencia por degradacion del ADN o inhibicion de la PCR por EDTA,

heparina u otros compuestos.
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12. Eficacia diagnostica

12.1. Validaciones de muestras y especimenes: estabilidad de los especimenes
12.1.1. Este estudio proporciona una evaluacién de validez del tipo de muestra para respaldar las afirmaciones

propuestas sobre las instrucciones de uso; el dispositivo en investigacion estd validado para sangre periférica
anticoagulada con EDTA. La finalidad de este estudio es determinar la estabilidad de la sangre periférica
anticoagulada con EDTA para el IdentiClone Dx /IGH Assay, proporcionando pruebas objetivas de los
especimenes analizados antes y después de diversas condiciones de conservacion con el dispositivo en
investigacién en comparacién con los resultados de las pruebas de referencia especificas de los especimenes.
Este estudio se llevd a cabo en 2 réplicas de 15 especimenes (10 clonales/positivos de células B, 5 no
clonales/negativos) analizados en 5 puntos temporales diferentes con 1 lote de reactivos, en varios
instrumentos ABI 3500xL Dx, por varios operadores durante varios dias. Los puntos temporales analizados
incluyen:

"  Punto temporal 0: Referencia

= Punto temporal 1: Refrigerado (2-8 °C) durante 5 dias

"  Punto temporal 2: Refrigerado (2-8 °C) durante 7 dias

"  Punto temporal 3: Temperatura ambiente (15-30 °C) durante 5 dias

" Punto temporal 4: Temperatura ambiente (15-30 °C) durante 7 dias

12.1.2. Tabla 8 proporciona el resultado de la prueba para cada réplica analizada de los 15 especimenes. Todos los
resultados del analisis de muestras (2 réplicas para cada uno de los 15 especimenes) fueron validos (tasa de
validez de la muestra del 100,0 %, 30/30). Ambas réplicas de cada espécimen no clonal y clonal generaron los
resultados esperados, lo que indica una concordancia del 100,0 % entre el punto temporal O frente al punto
temporal 1, punto temporal O frente al punto temporal 2, punto temporal O frente al punto temporal 3y el
punto temporal O frente al punto temporal 4.

Tabla 8. Resumen de resultados de estado de clonalidad

ID del Réplica Estado de clonalidad
sujeto

Punto Punto Punto Punto Punto
temporal O temporal 1 temporal 2 temporal 3 temporal 4

CS189 1 No clonal No clonal No clonal No clonal No clonal

2 No clonal No clonal No clonal No clonal No clonal
030723-1 1 No clonal No clonal No clonal No clonal No clonal

2 No clonal No clonal No clonal No clonal No clonal
030723-2 1 No clonal No clonal No clonal No clonal No clonal

2 No clonal No clonal No clonal No clonal No clonal
0412234 | 1 No clonal No clonal No clonal No clonal No clonal

2 No clonal No clonal No clonal No clonal No clonal
CS231 1 No clonal No clonal No clonal No clonal No clonal

2 No clonal No clonal No clonal No clonal No clonal
CS201 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS08 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS09 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS10 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS11 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS12 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS13 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal

2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
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Tabla 8. Resumen de resultados de estado de clonalidad

Réplica Estado de clonalidad
Punto Punto Punto Punto Punto
temporal 0 temporal 1 temporal 2 temporal 3 temporal 4
DLS14 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS15 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
DLS16 1 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
2 Clonal Clonal Clonal Clonal Clonal
12.1.2.1. Los resultados de este estudio han establecido que la estabilidad de la sangre periférica anticoagulada con

EDTA para uso con el IdentiClone Dx IGH Assay es =5 dias cuando se conserva a 2 °C - 8 °C o a temperatura
ambiente (15 °C - 30 °C).

12.2. Valor de corte clinico
12.2.1. Este estudio realiza una evaluacién comparativa de los datos historicos generados a partir del IdentiClone Dx
IGH Assay con muestras clinicas, previamente identificadas como positivas para reordenamientos del gen IGH
clonal, para establecer el valor de corte clinico de la relacidn de pico relativa (RPR). Los dos métodos de
referencia seleccionados incluyen 1) un ensayo IVD comercialmente disponible (en el momento del estudio)
que aplica secuenciacién de nueva generacion (NGS) para detectar reordenamientos del gen IGH clonal (ensayo
de referencia), con un uso previsto similar al dispositivo en investigacion, el IdentiClone Dx IGH Assay y 2) el
diagndstico clinico basado en los codigos ICD-10 para la enfermedad linfoproliferativa de células B (asignada
clonal) o sana (asignada no clonal).
12.2.2. En total, se evaluaron los resultados de 170 especimenes. El primer conjunto de datos incluyé 114 muestras que
generaron un resultado valido tanto con el ensayo de referencia (IVD) como con el IdentiClone Dx IGH Assay
(IUO); estas muestras se evaluaron en cuanto a la concordancia porcentual (%) de los resultados generados por
los dos ensayos. La evaluacion se realizo utilizando 3 valores de RPR diferentes como valor de corte: 2,0, 3,0y
4,0. El segundo conjunto de datos incluyd 145 muestras que generaron un resultado vélido con el IdentiClone
Dx IGH Assay junto con un diagndstico clinico conocido basado en el cédigo ICD-10 o en el estado sano. Este
conjunto de datos se evalud para comprobar la concordancia porcentual entre las 2 clasificaciones (clonal o no
clonal) utilizando un valor de corte de 3,0. Se utilizaron diferentes subconjuntos de resultados de la prueba de
los 170 especimenes para la evaluacidon porque algunos especimenes generaron resultados no vélidos con el
IdentiClone Dx IGH Assay (IUO) o el ensayo de referencia (IVD), o porque no se disponia de informacion de
diagndstico clinico (cédigo ICD-10 o estado sano).
12.2.2.1. El primer conjunto de datos de 114 muestras compard los resultados de clonalidad generados por el
IdentiClone Dx IGH Assay con el ensayo de referencia utilizando el valor de RPR establecido en 23,0 como
valor de corte. La CPG, CPP y CPN frente al ensayo de referencia fueron del 92,1 %, 93,8 %y 87,9 %,
respectivamente. El limite inferior del IC del 95 % calculado utilizando el método de puntuacion bilateral
para CPPy CPN fue del 86,4 % y del 72,7 %, respectivamente. (Tabla 9) Para garantizar la solidez de un
valor de RPR de corte clinico de 3,0, se volvieron a analizar los mismos datos utilizando valores de RPR
tanto por debajo como por encima de una RPR = 3,0 (es decir, RPR = 2,0 y RPR = 4,0). Se demostro que el
valor de corte clinico para RPR establecido en 23,0 era éptimo, ya que generaba el mejor valor de
concordancia porcentual entre el dispositivo en investigacion y el ensayo de referencia, con un espacio
mas amplio lejos del valor de RPR clasificado inmediatamente por debajo.

Tabla 9. Evaluacidn frente al ensayo de referencia (VD)

IdentiClone Dx /GH Assay Ensayo de referencia (VD)
(Vo)

Clonal No clonal

Clonal 76 4
No clonal 5 29 34
Total 81 33 114
CPG 92,1%

CPP 93,8 % (IC 95 %: 86,4 % - 97,3 %)

CPN 87,9 % (IC95 %: 72,7 % - 95,2 %)
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12.2.2.2. El segundo conjunto de datos constaba de 145 muestras y compardé un diagndstico clinico conocido
(codigo ICD-10 o estado sano) con los resultados de clonalidad generados con el IdentiClone Dx /GH Assay
utilizando un valor de RPR >3,0 como valor de corte. La CPG, CPP y CPN resultantes frente al diagndstico
clinico fueron del 91,7 %, 92,8 % y 90,3 %, respectivamente. El IC del 95 % del LI calculado utilizando el
método de puntuacién bilateral para la CPP y CPN fue del 85,1 % y del 80,5 %, respectivamente. (Tabla 10 )

Tabla 10. Evaluacién con diagnéstico clinico como método de referencia

IdentiClone Dx /GH Assay Diagndstico clinico (referencia)

L) Enfermedad Sano

linfoproliferativa de
células B

Clonal 77 6
No clonal 6 56 62
Total 83 62 145
CPG 91,7 %

CPP 92,8 % (IC 95 %: 85,1 % - 96,6 %)

CPN 90,3 % (IC 95 %: 80,5 % - 95,5 %)

12.2.3. Los resultados de la prueba de muestras clinicas generados por el IdentiClone Dx IGH Assay demuestran una
alta concordancia con los métodos de referencia, utilizando un valor de corte clinico de RPR establecido en
>3,0, que es también el valor de RPR discriminador para determinar la clonalidad. El LI del IC del 95 % para la
CPP y CPN estuvieron ambos por encima del 70 % en comparacion con el ensayo de referencia basado en NGS,
un ensayo IVD comercialmente disponible o en comparacion con el diagndstico clinico.

12.3. Sensibilidad analitica: Limite de blanco (LB)

12.3.1. Este estudio establece el limite de blanco (LB) para el IdentiClone Dx /GH Assay analizando 20 especimenes de
donantes no clonales (3 réplicas cada uno) con 2 lotes de reactivos en varios ABI 3500xL Dx Genetic Analyzers,
por varios operadores durante varios dias (60 puntos de datos por mezcla maestra, por lote de reactivos).

12.3.2. Todas (100 %) las muestras del panel de prueba de LB analizadas fueron no clonales (negativas) con una RPR
< 3,0. El mayor RPR observado (2,9) se generd analizando un espécimen clinico negativo con MMA, lote de
reactivos 2. Para cada lote de reactivos, se clasificaron 60 resultados de la prueba segin la RPR. El percentil
95 responde al 57,5° rango; por lo tanto, se calculé el promedio de la RPR del 57° y del 58° rango para cada
mezcla maestra para cada lote de reactivos. (Tabla 11) En conclusion, utilizando el enfoque conservador, se
determindé que el LB global del ensayo era RPR de 2,0.

Tabla 11. Resumen de resultados de LB

RPR promedio de
reactivos los rangos 57 + 58
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12.4. Sensibilidad analitica: Limite de deteccion (LD)

12.4.1. Este estudio establece un limite de deteccidn (LD) para el IdentiClone Dx /IGH Assay proporcionando pruebas
objetivas de los resultados generados con ADNg clinico extraido de sangre periférica que representa los clanes
de IGH (I, Il y Ill) diluidos con ADNg de sangre periférica combinada (SPC) obtenida de donantes sanos.

12.4.2. Un total de 20 especimenes (10 donantes sanos y 10 donantes con sospecha de linfoproliferacién de células B
con estado no clonal) conformaron la SPC utilizada para preparar las 7 diluciones de ADNg que representan
cada clan de IGH (I/11/111) utilizado para el analisis con el dispositivo en investigacién: 0,0 %, 0,3 %, 1,0 %, 3,0 % y
10,0 %. Los valores de RPR resultantes de las muestras que generaron un resultado clonal se verificaron con la
tabla de patrones de clonalidad (Tabla 12), que proporciona la correlacion entre el valor de RPR generado para
cada mezcla maestra con cada clan de /GH con la dilucién porcentual de la reordenacion de IGH clonal. Se
generaron un minimo de 20 resultados validos con el IdentiClone Dx IGH Assay para cada clan de /IGH en cada
dilucién, con cada lote de reactivos. Este estudio fue realizado con 2 lotes de reactivos, en varios instrumentos
ABI 3500xL Dx, por varios operadores durante varios dias.

Tabla 12. Tabla de patrones de clonalidad
% de dilucién | Valores de RPR de mezcla maestra

0 % de IGH clan IA IGHclan IIB IGH clan lI€
clonalidad

MMA MMB MMC ‘ MMA MMA MMB
25 % 65,2 121,9 131,5 91,2 119,5 149,7 169,1 162,8
10% 52,6 96,0 92,5 26,5 40,5 53,0 57,3 79,9
5% 30,4 48,0 50,4 12,1 18,1 28,7 31,8 34,2
2,5% 14,9 25,7 29,9 6,3 8,6 11,8 11,7 15,9
1,0% 51 10,8 13,3 2,3 3,0 3,9 4,8 7,1
0,5% 2,9 4,7 5,9 1,3 16 1,8 2,0 33
0,25% 1,4 2,3 3,1 1,3 1,3 1,4 1,3 1,8
0,1% 1,4 1,4 1,4 1,3 1,4 1,3 1,5 1,5
0,05 % 1,3 1,4 1,3 1,5 1,3 1,2 1,2 1,4

AEstirpe celular IVS-0019 utilizada como patrén clonal para la estimacion de la clonalidad de IGH clan |
BEstirpe celular IVS-0002 utilizada como patron clonal para la estimacidn de la clonalidad de /IGH clan |l
CEstirpe celular IVS-0003 utilizada como patron clonal para la estimacién de la clonalidad de /a IGH clan Il

12.4.2.1. La dilucién del 1,0 % del clan | de IGH amplificada con la mezcla maestra C (lote de reactivos 1 - 95 %
positivo, RPR promedio = 4,1) y la dilucién del clan 1 de IGH al 3,0 % con MMA, MMB y MMC (lote de
reactivos 2 MMA - 100 % positivo, RPR promedio = 9,9; lote de reactivos 2 MMB - 100 % positivo, RPR
promedio = 12,8; lote de reactivos 2 MMC - 100 % positivo, RPR promedio = 13,2) es la dilucion del % mas
baja con un % positivo > 95 % por lote de reactivos de mezcla maestra. (Tabla 13 y Tabla 14). Dado que el
LD debe establecerse basdndose en el peor rendimiento, se seleccioné para su evaluacion el resultado de
dilucion porcentual mas alto de los dos lotes de reactivos (valores de RPR generados por la dilucién del
3,0 % de clan | de IGH con el lote de reactivos 2). Los valores de RPR generados por la dilucion de clan | de
IGH al 3,0 % con cada mezcla maestra se evaluaron frente a la tabla de patrones clonales para convertir el
% de dilucion en el % de clonalidad.
12.4.2.1.1. De acuerdo con la tabla de patrones clonales, los valores de RPR de MMA, MMB y MMC estan
dentro del intervalo correspondiente al intervalo de clonalidad del 1,0 % - 2,5 % para MMA
(intervalo de RPR =5,1 - 14,9), al intervalo de clonalidad del 1 % - 2,5 % para MMB (intervalo de
RPR =10,8 - 26,7) y al intervalo de clonalidad del 0,5 % - 1 % para MMC (intervalo de valor de
RPR =5,9 - 13,3). Utilizando un enfoque conservador, se determiné que el LD para el clan | de IGH
era de clonalidad del 2,5 %.

12.4.2.2. La dilucidn del 3,0 % de clan 2 de IGH amplificada con MMB es la dilucién porcentual mas baja, donde se
observé un % positivo de 295 % (lote de reactivos - 100 % positivo, RPR promedio = 8,5; lote de reactivos
2 - 100 % positivo, RPR promedio = 8,3). Los valores de RPR de 8,5y 8,3 para MMB se correlacionan con
una clonalidad del 1,0 % al 2,5 %, segln la tabla de patrones clonales. Por lo tanto, se ha determinado que
el LD para el clan 2 de IGH es de clonalidad del 2,5 %.

12.4.2.3. La dilucién porcentual mds baja, donde el porcentaje positivo de 295 % observado para clan Ill de IGH es la
dilucién del 1,0 % con MMC (100 % positivo, RPR promedio = 6,3) con ambos lotes de reactivos. Utilizando
la tabla de patrones de clonalidad, una RPR de 6,3 esta dentro de un intervalo de valores de RPR que
corresponden a un intervalo de clonalidad del 0,5 % al 1,0 %. Por lo tanto, el LD para clan lll de /IGH se
determina como clonalidad del 1,0 %.
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12.4.3. Dado que se determind que el LD paraclan |, Il y Ill de IGH era del 2,5 %, 2,5 % y 1 % de clonalidad, y aplicando
un enfoque conservador, se determind que el LD general del ensayo era del 2,5 %.

Tabla 13. Resumen de resultados de LD para el lote de reactivos 1

Clan % de MMA

dilucion | % pos RPR prome- n RPR prome- n RPR prome-
valida dio valida dio valida dio

N/A 0,0 19 0 1,4 20 0 1,4 20 0 1,4

| 0,1 20 0 1,4 20 0 1,4 20 0 1,4
0,3 20 0 1,3 20 0 1,4 20 0 1,3
1,0 18 50,0 3,0 19 89,5 3,8 20 95,0 4,1
3,0 20 100,0 10,2 20 100,0 | 13,3 20 100,0 | 12,9
10,0 19 100,0 40,3 20 100,0 | 52,7 20 100,0 | 45,9
30,0 20 100,0 91,4 20 100,0 | 144,5 20 100,0 | 111,2

1] 0,1 20 0 1,4 20 0 1,5 20 0 1,4
0,3 20 0 1,3 20 0 1,6 20 0 1,4
1,0 19 0 1,3 20 50,0 2,9 20 0 1,3
3,0 19 0 1,9 20 100,0 | 8,5 20 0 1,4
10,0 20 100,0 6,9 20 100,0 | 30,7 19 0 1,3
30,0 20 100,0 28,8 20 100,0 | 99 20 0 1,3

1] 0,1 20 0 1,4 20 0 1,4 20 0 1,3
0,3 20 0 2,0 20 0 1,5 20 0 1,9
1,0 20 100,0 5,8 20 95,0 4,4 19 100,0 | 6,3
3,0 20 100,0 17,5 19 100,0 | 14 20 100,0 | 19,2
10,0 20 100,0 59,3 20 100,0 | 52,8 20 100,0 | 67,6
30,0 20 100,0 113,9 20 100,0 | 132,5 20 100,0 | 147,4

Tabla 14. Resumen de resultados de LD para el lote de reactivos 2

% de MMA MMB
dilucion n RPR n n n n
valida clonal sirgme- valida clonal vélida clonal
N/A 0,0 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 14
| 0,1 20 0 0,0 1,3 20 0,0 1,4 20 0,0 1,3
0,3 20 0 0,0 1,3 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,5
1,0 20 10 50,0 3,0 19 16 84,2 3,8 19 17 89,5 3,9
3,0 18 18 100,0 9,9 20 20 100,0 | 12,8 20 20 100,0 | 13,2
10,0 20 20 100,0 37,4 20 20 100,0 | 53,7 19 19 100,0 | 46,3
30,0 20 20 100,0 90,4 20 20 100,0 | 118,7 20 20 100,0 | 114,9
1 0,1 20 0 0,0 1,3 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 14
0,3 20 0 0,0 1,4 20 0 0,0 1,6 20 0 0,0 14
1,0 20 0 0,0 1,3 20 10 50,0 3,1 20 0 0,0 1,4
3,0 20 0 0,0 1,7 20 20 100,0 | 8,3 20 0 0,0 14
10,0 20 20 100,0 6,5 20 20 100,0 | 28,9 19 0 0,0 1,3
30,0 20 20 100,0 28,3 20 20 100,0 | 82,8 20 0 0,0 1,4
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Tabla 14. Resumen de resultados de LD para el lote de reactivos 2

% de MMA MMB MMC
dilucién

n % pos | RPR n n n n
vélida clonal prome- valida clonal vélida clonal

dio

1,0 19 19 100,0 6,1 19 18 94,7 5,2 20 20 100,0 | 6,3
3,0 20 20 100,0 18,7 20 20 100,0 | 14,6 20 20 100,0 | 18,9
10,0 19 19 100,0 65,9 20 20 100,0 | 54,3 20 20 100,0 | 63,7
30,0 20 20 100,0 133,9 | 20 20 100,0 | 125,7 | 20 20 100,0 | 1315

12.5. Especificidad analitica: Sustancias interferentes
12.5.1. Este disefio del estudio se basd en los estandares CLSI EPO7-A3 y EP37-Ed1 e incluye la evaluacidn del efecto de
6 sustancias diferentes potencialmente interferentes cuando estan presentes en el espécimen analizado con el
IdentiClone Dx /GH Assay. Las sustancias analizadas fueron bilirrubina, hemoglobina, colesterol, EDTA,
triglicérido y etanol al 70 %, que se afiadio a las muestras de ADNg después de la extraccion, ya que la posible
introduccién de esta sustancia en el flujo de trabajo del ensayo tendria lugar después de la extracciéon de ADNg.
De lo contrario, las demds sustancias se afiadieron a especimenes de PB nuevos antes de la extraccion de ADNg.

12.5.2. En este estudio se utilizd un total de 24 muestras de sangre periférica reciente (no congelada) anticoagulada en
especimenes con EDTA de donantes normales (negativos/no clonales) o de donantes con linfoproliferacién de
células B diagnosticados (positivos/clonales) y se almacenaron a una temperatura de 2 °C a 8 °C hasta 7 dias
antes de la extraccion del ADNg. Cada espécimen se analizd por duplicado, sin adicién o con adicién, lo que
incluia 10 especimenes clonales por sustancia y 5 especimenes no clonales por sustancia. Este estudio fue
realizado con 2 lotes de reactivos, en varios instrumentos ABI 3500xL Dx, por varios operadores durante varios
dias.

12.5.3. Los resultados de este estudio se presentan en la Tabla 15 y no muestran ninguna interferencia de las 6
sustancias a las concentraciones analizadas. Todas los especimenes generaron el estado de clonalidad esperado
(clonal o no clonal) cuando se analizaron sin adicion frente a con adicién. Especificamente, cada sustancia
interferente analizd 5 especimenes no clonales y 10 clonales, con excepcion de la sustancia colesterol. El
colesterol se analizé con 5 especimenes no clonales y 11 especimenes clonales, y cada muestra sin adicion o
con adicién se analizé por duplicado. En total, se determinaron 30 resultados de clonalidad para cada sustancia
interferente antes y después de la adicion, excepto para el colesterol (32 resultados finales). Todos los
resultados del estado de clonalidad generados por las muestras con adicidn coincidieron con los resultados del
estado de clonalidad generados por las muestras sin adicion correspondientes, lo que demuestra que las
sustancias analizadas no impusieron interferencias en el ensayo a la concentraciéon analizada. El limite inferior
del intervalo de confianza del 95 % para el porcentaje de concordancia para cada sustancia interferente fue
igual o superior al 88,4 %. (Tabla 15)

Tabla 15. Porcentaje de concordancia de llamada final sin adicién frente a sustancia interferente

Sustancia  Tipode Resultados totalesde | Resultados  %de
interferente muestra la prueba concordantes concordancia
(concentracién Sin Con totales? (IC del 95 %)3
final de la prueba) adicién adicién
Colesterol No clonal 5 32 32 32 100,0 %

(4,0 mg/ml) Clonal 11 (89,1-100,0)
Triglicérido No clonal 5 30 30 30 100,0 %
W0 il Clonal 10 (88,4-100,0)
Hemoglobina No clonal 5 30 30 30 100,0 %
100 meg/mi) Clonal 10 (88,4-100,0)
Bilirrubina No clonal 5 30 30 30 100,0 %
(0,4 mg/mi) Clonal 10 (88,4-100,0)
EDTA No clonal 5 30 30 30 100,0 %
(5,4 mg/mi) Clonal 10 (88,4-100,0)
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Tabla 15. Porcentaje de concordancia de llamada final sin adicién frente a sustancia interferente

PO de Re ados totales de Re ado % de
erferente estra a prueba oncordante oncorda
once acio o otale del 95 %

de€ fa prueba diCiO diCioO
Etanol al 70 % No clonal 5 30 30 30 100,0 %
10 %
(10% v/v) Clonal 10 (88,4-100,0)

1Dos réplicas por cada espécimen analizado antes y después de afiadir sustancias interferentes.
2Resultados de la prueba con adicion que coinciden con el resultado de la prueba sin adicion
correspondiente de los mismos especimenes.

3Método exacto de Pinper-Pearson.

Especificidad analitica: Contaminacién cruzada / por arrastre

Este estudio evalué la tasa de contaminacidn cruzada y por arrastre durante el flujo de trabajo del IdentiClone
Dx IGH Assay en la configuracién de la PCR y el anélisis de fragmentos por electroforesis capilar. Se realizaron
pruebas con 106 muestras negativas artificiales para contaminacién por arrastre y 126 muestras negativas
artificiales para contaminacion cruzada. Se prepararon muestras negativas artificiales (no clonales) con ADN de
control policlonal IVS-0000 al 100 %; muestras positivas artificiales (clonales) con ADN de control clonal
[VS-0019 al 100 %.

El esquema de la placa consta de muestras positivas y negativas alternas en un patrén de tablero de ajedrez,
disefiado para maximizar la aparicién de contaminacion por arrastre y contaminacion cruzada. Estas muestras
se amplificaron con la mezcla maestra A (MMA), elegida como mezcla maestra representativa, ya que la
contaminacion depende de la sefial del amplicdn, no de la mezcla maestra. El analisis se realizé en varias placas
con disefios de muestras alternos en 2 ABI 3500xL Dx Genetic Analyzers diferentes, por un operador, con 1 lote
de reactivos, durante varios dias.

Antes de realizar la fragmentacion por electroforesis capilar en las muestras de prueba, se establecié una
referencia procesando una placa compuesta por una solucién Liz/HIDI a través del instrumento para confirmar
la ausencia de cualquier sefial de contaminacion presente en estudios anteriores. La contaminacidn por arrastre
se evaluo utilizando datos generados por muestras negativas de placas que consistian en la misma disposicién
de muestras (10 inyecciones en total, 106 muestras negativas combinadas). Los 105 resultados negativos de las
muestras que cumplieron los requisitos para la evaluacién del arrastre generaron resultados no clonales, vy el
porcentaje de resultados falsos debidos al arrastre es del 0,0 % (0/105), con un IC inferior del 95 % del 96,5 %.
La contaminacion cruzada se evalud utilizando datos generados a partir de muestras negativas de placas que
contenian una disposicién alternativa de las muestras (en comparacion con las evaluadas para la contaminacion
por arrastre); 12 inyecciones en total, 126 muestras negativas combinadas; el porcentaje de resultados falsos
debidos a la contaminacién cruzada es del 0,0 % (0/125), con un IC inferior del 95 % del 97,1 %. De los 129
resultados positivos de las muestras, todos fueron clonal, excepto 2 resultados indeterminados, que generaron
picos de altas UPR, en comparacion con otras muestras positivas, y se determind que eran sefiales validas y
potencialmente contaminantes. Los resultados positivos de las muestras en dos instrumentos generaron un
valor de RPR promedio de 100,4, y el valor de RPR promedio de los resultados negativos de las muestras en dos
instrumentos que reunieron los requisitos para la evaluacién de la contaminacién por arrastre y la
contaminacion cruzada fue de 1,2 y 1,2, respectivamente. (Tabla 16)

Tabla 16. Valores RPR promedio por instrumento ABI

Tipo Instrumento ABI N RPR promedio % CV
Clonal 1 65 97,8 30,2
2 62 103,2 36,3
Combinada 127 100,4 33,5
Arrastre 1 63 1,2 4,3
(No clonal) 5 62 12 5.0
Combinada 125 1,2 4,6
Contaminacién 1 53 1,2 43
cruzada 5 ) 12 )
(No clonal)
Combinada 105 1,2 4,6
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12.7. Especificidad analitica: Estudio de precision intralaboratorio
12.7.1. La precision del IdentiClone Dx IGH Assay fue determinada analizando el mismo grupo de muestras por
3 operadores, en 3 instrumentos con 3 lotes de reactivos, durante 20 dias. El grupo de muestras consistio en
1 muestra negativa de ADNg, preparada a partir de una mezcla de especimenes clinicos negativos, y 6 muestras
positivas, preparadas a partir de especimenes clinicos positivos de ADNg mezclados con ADNg de especimenes
clinicos negativos combinados a 1,5X LD y 3X LD. Todas las muestras del panel se analizaron por triplicado y las
pruebas se realizaron con una diferencia de al menos 20 dias.
12.7.2. Todos los resultados de la prueba del panel coincidieron con el resultado de clonalidad esperado (100,0 %).
La muestra negativa generd resultados no clonales en todas las réplicas (100,0 %). Las muestras positivas bajas
(1,5X LD) generaron resultados clonales en todas las réplicas (100,0 %), y las muestras positivas altas también
generaron resultados clonales en todas las réplicas (100,0 %). El % CV del valor de RPR producido por cada
mezcla maestra se indica en la Tabla 17, y el % CV del valor de RPR generado por las muestras positivas bajas
con las mezclas maestras clonales se muestra a continuacion.
12.7.2.1. Valor de RPR para MMA, el % CV observado fue del 12,2 %
12.7.2.2. Valor de RPR para MMB, el % CV observado fue del 10,5 %
12.7.2.3. Valor de RPR para MMC, el % CV observado fue del 8,5 %
12.7.3. La variacion total, entre el operador, los instrumentos, los lotes de reactivos y la variacién intraandlisis se
muestra en la Tabla 17.
12.7.3.1. Los resultados del factor de lote produjeron la mayor variabilidad intraanalisis para todas las muestras
(variabilidad promedio = 7,9 %; minimo =0 % y maximo = 42,3 %).
12.7.3.2. Los resultados del factor de operador generaron un promedio del 3,1 % (minimo =0 % y maximo = 21,7 %).
12.7.3.3. El porcentaje de varianza atribuido al instrumento ABI tuvo una varianza media del 2,2 % (minimo=0%y
maximo = 8,5 %).
12.7.3.4. Los resultados del factor intrinseco atribuidos a una varianza media del 86,9 % (minimo = 55,4 % y
maximo = 99,9 %).
12.7.4. En general, todos los resultados de la prueba de la muestra coincidieron con el resultado de clonalidad

esperado (100,0 %). El valor de RPR %CV fue <25 para las muestras positivas bajas con MMA, MMB y MMC,
respectivamente, entre 3 operadores, 3 instrumentos y 3 lotes de reactivos.

Tabla 17. Variabilidad de |a precisién del ensayo (intralaboratorio)

po de variacid ariacion tota
ek relisele e e e lotes de aana
Operaaore ento €d O D 0
PM1 | A 52 1,59 0,08 (7,7 %) 0,07 (59%) | 0,05 (3,3 %) 0,26 (83,2 %) 028 | 17,7
B 53 1,67 0,00 (0,0 %) 0,05(3,3%) | 0,06 (3,7 %) 0,28 (93,0 %) 029 | 17,2
C 54 1,52 0,06 (7,1 %) 0,04 (3,4%) | 0,06 (5,2 %) 0,22 (84,3 %) 024 | 16,0
PM2 | A 54 16,49 0,72 (12,8 %) 0,00 (0,0%) | 1,02 (25,7 %) 1,58 (61,5 %) 2,02 | 12,2
B 54 22,09 0,00 (0,0 %) 0,05(0,1%) | 0,00 (0,0%) 2,16 (99,9 %) 2,16 | 98
C 54 1,40 0,00 (0,0 %) 0,05 (8,5%) | 0,00 (0,0%) 0,17 (91,5 %) 017 | 124
PM3 | A 54 1,32 0,02 (1,3 %) 0,01(0,5%) | 0,00 (0,0 %) 0,18 (98,2 %) 0,18 | 134
B 53 23,57 0,20 (0,7 %) 0,60 (59%) | 1,53 (38,0%) 1,84 (55,4 %) 2,47 | 10,5
C 53 1,38 0,04 (5,6 %) 0,00 (0,0%) | 0,00 (0,0 %) 0,16 (94,4 %) 017 | 121
PM4 | A 53 25,94 0,56 (1,4 %) 0,00 (0,0%) | 0,00 (0,0 %) 4,72 (98,6 %) 4,76 | 183
B 54 42,10 0,14 (0,0 %) 0,00 (0,0%) | 2,41 (13,8 %) 6,04 (86,2 %) 6,50 | 154
C 52 37,59 0,00 (0,0 %) 0,41(1,6%) | 0,00 (0,0%) 3,17 (98,4 %) 320 |85
PM5 | A 54 33,44 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0%) | 2,05 (12,4 %) 5,46 (87,6 %) 583 | 17,4
B 54 49,18 0,00 (0,0 %) 0,78 (2,3%) | 0,00 (0,0 %) 5,03 (97,7 %) 509 | 104
C 54 1,39 0,00 (0,0 %) 0,03(2,2%) | 0,00 (0,0%) 0,18 (97,8 %) 0,18 | 131
PM6 | A 52 1,34 0,01 (1,0 %) 0,00 (0,0%) | 0,00 (0,0 %) 0,14 (99,0 %) 0,14 | 106
B 54 10,82 0,27 (6,3 %) 0,00 (0,0%) | 0,40 (14,4 %) 0,95 (79,3 %) 1,06 | 938
C 54 1,37 0,00 (0,0 %) 0,04 (51%) | 0,00(0,0%) 0,16 (94,9 %) 017 | 121
PM7 | A 54 54,44 0,00 (0,0 %) 1,97 (3,6 %) | 0,00 (0,0 %) 10,13 (96,4%) | 10,32 | 19,0
B 54 93,12 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0%) | 10,30(42,3%) | 12,02(57,7%) | 1583 | 17,0
C 53 77,58 4,16 (21,7 %) 1,52 (2,9%) | 2,12 (5,7 %) 7,46 (69,7 %) 893 | 11,5
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Precision de la medicion: Estudio de reproducibilidad multicéntrico

El propdsito de este estudio fue determinar si el IdentiClone Dx /GH Assay funciona segun lo previsto cuando se
analiza en 3 centros distintos. Las pruebas se realizaron en un panel que contenia 6 muestras positivas

(3 positivas bajas y 3 positivas medias) y una muestra negativa con el dispositivo en investigacién por triplicado,
utilizando 1 lote de reactivos por 2 operadores en 3 centros de analisis diferentes sobre 5 casos de analisis
diferentes. El miembro negativo del panel se preparé a partir de una mezcla de especimenes clinicos de ADNg
previamente determinadas como no clonales para /IGH, y las muestras positivas del panel consistian en ADNg de
especimenes clinicos (previamente determinado como clonal para /IGH) mezclado con ADNg de especimenes
clinicos combinados negativos a 1,5X LD (positivo bajo) y 3X LD (positivo medio).

El miembro negativo del panel generd resultados no clonales en los tres centros en todos los casos validos
(100,0 %, 88/88). Los miembros del panel positivo bajo y medio generaron resultados clonales en los tres
centros en todos los casos validos (100,0 %, 90/90 y 100,0 %, 90/90, respectivamente). La variacion total de los
valores de RPR debidos al centro, al operador, a la instancia, intraanalisis y al % CV del valor de RPR para cada
miembro del grupo de muestras se muestra en la Tabla 18 (mezcla maestra dominante con mayor RPR solo para
PM positivos; las tres mezclas maestras para PM negativos).

En general, el cociente de varianza atribuido al centro tuvo un promedio del 15,4 % y un intervalo del 0,0 % al
50,9 %.

12.8.3.1. El cociente de varianza atribuido al operador tuvo un promedio del 0,5 % y un intervalo del 0,0 % al 4,3 %.

12.8.3.2. El cociente de varianza atribuido a la instancia de prueba tuvo un promedio del 9,9 % y un intervalo del
0,0 % al 20,8 %.

12.8.3.3. El cociente de varianza atribuido a la intraanalisis tuvo un promedio del 75,5 % y un intervalo del 31,7 % al

100,0 %, respectivamente.

Tabla 18. Variabilidad de precisién entre centros del IdentiClone Dx /GH Assay por valor de RPR

Tipo de MM N Estadisticas resumidas \ Tipo de variacién Variacién total
control Min Media Méx | Entrecentros  Entre Entre Intraanélisis DE % CV
operadores instancias!
Positivo A |88 | 700 |2291 | 2970 | 0,00(0,0%) 0,04 (0,0 %) 0,00 (0,0 %) 3,44 (100%) | 3,44 15,0
bajo B 90 | 15,10 | 20,16 | 27,00 | 0,78 (10,0%) | 0,00 (0,0 %) 1,09 (19,6 %) | 2,07 (70,4%) | 2,47 12,2
c |90 |[3110]5481 | 7210 2,40(10,0%) | 0,43(0,3 %) 3,07(16,4%) | 6,50(73,3%) | 7,59 13,8
Positivo A |90 | 3000|4881 | 7560 | 4,71(351%) | 0,00(0,0%) 2,13 (7,2 %) 6,04 (57,7%) | 7,95 16,3
medio B 90 | 26,00 | 38,83 | 59,10 | 2,77 (20,3%) | 0,00 (0,0 %) 2,80(20,8%) | 4,72(589%) | 6,15 15,8
c |89 |3430]9863 | 1414 | 17,36 (50,9%) | 5,06 (4,3 %) 8,80 (13,1%) | 13,69 (31,7%) | 2432 | 24,7
Negativo | A |88 | 1,10 | 146 | 2,00 | 0,00(0,0%) 0,00 (0,0 %) 0,07(12,3%) | 0,20(87,7%) | 0,21 14,4
B 90 | 1,10 | 143 | 230 | 0,00(0,0%) 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0 %) 0,21(100%) | 0,21 15,0
c |90 [110 | 143 1,90 | 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0 %) 0,00 (0,0 %) 0,18 (100%) | 0,18 12,5

linstancias de anélisis; para cada centro, hubo 5.

12.9. Validacion del flujo de trabajo del ensayo: Estudio de extraccion de ADN
Este estudio proporciona pruebas objetivas de que tres métodos de extraccién de ADN gendmico (ADNg)

12.9.1.

comunes y comercialmente disponibles generan una cantidad suficiente de ADNg para el IdentiClone Dx IGH
Assay. Se evaluaron tres (3) métodos de extraccidon diferentes disponibles comercialmente: 1) aislamiento de
columnas de silice, 2) extraccién automatizada basada en microesferas magnéticas (utilizando King Fisher Flex)
y 3) precipitacién para extraer ADNg de especimenes de sangre periférica recogidos en EDTA de 2 donantes
Unicos con diagndstico linfoproliferativo de células B (clonal) y 8 donantes sanos Unicos (no clonales).
La Tabla 19 enumera los kits por proveedor y método de extraccion.

Tabla 19: Kits de extraccién por método de extraccién

Método Nombre del kit Proveedor Método de
extraccion

1 Kit QlAamp DNA Blood Mini (QIA) QIAGEN Membrana de
silice

2 Kit de purificacion de ADN genémico Promega Precipitacion

Promega Wizard® (PWIZ)

3 Kit MagMAX DNA Multi-Sample Ultra 2.0 (KFF) Thermo Fisher Scientific | Microesfera

magnética
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12.9.2. Las muestras se extrajeron siguiendo las instrucciones asociadas del fabricante, y el ADNg resultante se
cuantifico utilizando un espectrofotémetro UV-VIS y NanoDrop 2000. Tras la cuantificacion, el ADNg (1 réplica
por método de extraccidn) se analizd con el IdentiClone Dx /GH Assay; la finalizacion del analisis de datos tuvo
lugar en las 48 horas siguientes a la extraccion.

12.9.3. Se demostro que los tres métodos de extraccion generaban la cantidad necesaria de ADNg en el ensayo, en la
gue cada muestra generaba =250 ng de ADNg independientemente del método de extraccién. La cantidad total
de ADNg se calculd a partir del promedio de 3 réplicas de lecturas de Nanodrop para cada uno de los
10 especimenes, para cada método de extraccion. (Tabla 20) Se utilizaron diferentes volUmenes para cumplir
los requisitos de cada kit de extraccion:

12.9.3.1. El kit PWIZ requirié 300 ul de sangre periférica y el ADNg se eluyd en 100 pl, lo que generd un intervalo de
6846,7 ng-26 336,7 ng de ADNg total

12.9.3.2. El kit QIA requirio 200 pl de sangre periférica y el ADNg se eluyd en 50 ul, generando un intervalo de
2656,7 ng a 10 963,3 ng de ADNg total

12.9.3.3. El kit KFF requirio 300 ul de sangre periférica y el ADNg se eluyd en 50 ul, generando un intervalo de
6795,0 ng a 33 338,3 ng de ADNg total
Tabla 20: Resumen de ADNg extraido total
N.2 de QlA Concentracion  PWIZ ADNg KFF ADNg
espécimen | ADNgtotal  mediade ADNg total  promedio ADNg total  promedio

(ng) ADNg de QIA (ng) de PWIZ (ng) de KFF
(ng/ul) Concentracién Concentracion
(ng/ul) (ng/u)
1 7230,0 144,6 19163,3 191,6 22101,7 442,0
2 3651,7 73,0 7593,3 75,9 10471,7 209,4
3 2656,7 53,1 6846,7 68,5 8313,3 166,3
4 4238,3 84,8 9586,7 95,9 9535,0 190,7
5 4908,3 98,2 13496,7 135,0 14426,7 288,5
6 5496,7 109,9 13506,7 135,1 16171,7 3234
7 3981,7 79,6 11896,7 119,0 14963,3 299,3
8 4403,3 88,1 11990,0 119,9 6975,0 139,5
9 8776,7 175,5 17043,3 170,4 20606,7 412,1
10 10963,3 219,3 26336,7 263,4 33338,3 666,8
12.9.4. Las 30 réplicas (10 especimenes analizados con 3 métodos de extraccién) generaron al menos 250 ng de ADNg

(30/30, con limite inferior del intervalo de confianza del 95 % >80 %). El ADNg total recuperado de los métodos
PWIZ y KFF fue similar porque se utilizé el mismo volumen de entrada de sangre periférica (300 pl) por
extraccion, en comparacion con QIA, que utilizé un volumen de entrada de sangre periférica inferior (200 pl).
Cuando se analizé con el IdentiClone Dx IGH Assay, el ADNg extraido mostré valores de RPR similares (% CV
entre 1 %y 21 %) y resultados de la mezcla maestra concordantes en los tres métodos de extraccion. (Tabla 21)
El procesamiento de muestras (incluida la extraccion de ADN) hasta la obtencidon de resultados (incluido el
analisis de datos) tardd 28 horas o menos para todas las muestras.

Tabla 21: Resumen de los resultados del IdentiClone Dx /GH Assay de los 3 métodos de extraccion

Muestra MM o Global RPR QIA ‘ RPR PWIZ RPR KFF % CV ‘
PM1 A 15 1,5 1,3 7%
B 1,6 1,8 1,2 16 %
C 1,4 1,3 1,4 3%
Global No clonal No clonal No clonal N/A
PM2 A Error CT* 1,4 1,3 4%
B 1,3 1,3 15 7%
C 1,8 1,1 1,4 20%
Global N/A No clonal No clonal N/A
PM3 A 1,3 1,6 15 9%
B 15 1,1 1,6 15%
C 1,8 1,2 1,2 20 %
Global No clonal No clonal No clonal N/A
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Tabla 21: Resumen de los resultados del IdentiClone Dx /GH Assay de los 3 métodos de extraccion

Muestra RPR QIA RPR PWIZ
PM4 A No valido 1,2 1,4 8%
B 1,8 1,4 1,4 12 %
C 1,2 1,4 1,3 6 %
Global N/A No clonal No clonal N/A
PM5 A 1,5 1,4 1,2 9%
B 1,4 1,1 1,5 13%
C 1,2 1,2 11 4%
Global No clonal No clonal No clonal N/A
PM6 A 1,6 1,2 1,2 14 %
B 1,2 1,5 No valido 11%
C 1,4 1,6 1,6 6 %
Global No clonal No clonal N/A N/A
PM7 A 1,2 1,3 1,6 12%
B 1,5 1,7 1,3 11%
C 1,7 1,4 1,2 14 %
Global No clonal No clonal No clonal N/A
PM8 A 1,3 1,2 No valido 4%
B 15 1,7 15 6 %
C 1,3 1,3 1,6 10 %
Global No clonal No clonal N/A N/A
PM9 A 1,7 1,3 1,6 11%
B 66,3 112,8 86,9 21 %
C 76,5 65,9 71,5 6 %
Global Clonal Clonal Clonal N/A
PM10 A 145,9 185,7 165,9 10 %
B 196,7 192,6 196,9 1%
C 2332 199,1 216,5 6 %
Global Clonal Clonal Clonal N/A
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*No se volvié a analizar.
N/A = No aplicable

12.10. Validacion del flujo de trabajo del ensayo: Estudio de entrada de ADN

12.10.1. El propdsito de este estudio es proporcionar pruebas objetivas de los requisitos de entrada de ADNg para el
IdentiClone Dx /GH Assay. Se realizd una evaluacion de 5 cantidades diferentes de entrada de ADNg (500 ng,
250 ng, 200 ng, 125 ngy 25 ng) en 10 muestras clinicas (5 con diagnéstico clinico positivo y 5 con diagndstico
clinico negativo de linfoproliferacion de células B) utilizando el IdentiClone Dx /GH Assay. La concentracion de
todas las muestras de ADNg se midio utilizando el mismo espectrofotometro Nanodrop 2000. Las pruebas se
realizaron por duplicado en 6 ciclos, en 1 instrumento ABI 3500xL Dx por un operador, utilizando 1 lote de
reactivos, durante varios dias.

12.10.2. De los 100 resultados posibles de estado de clonalidad (10 especimenes analizados por duplicado para
5 condiciones de entrada diferentes), 96 resultados totales (utilizando las 3 mezclas maestras). Las 4 muestras
gue no generaron resultados globales contenian el nivel de entrada de ADN mas bajo (25 ng), en el que las
réplicas tuvieron resultados no vélidos debido a una amplificacion baja en una o mas mezclas maestras. La
causa probable de estos resultados no vélidos es una entrada de ADN insuficiente, por lo que estos resultados
no validos no se volvieron a analizar. De los 96 resultados globales generados, 95 coincidieron con los
resultados esperados; la concordancia global es del 99,0 %; la tabla 22 proporciona la concordancia de
resultados del estado de clonalidad por miembro del panel y nivel de entrada de ADN. El Unico resultado
discordante se produjo en PMQ9, que contenia el nivel de entrada de ADN mas bajo (25 ng); una réplica de este
miembro del panel no clonal esperado generd un resultado «Clonal» con la mezcla maestra B, generando un
valor de RPR de 3,2, que esta por encima del valor de corte del ensayo de 3,0. Este resultado discordante se
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debiod potencialmente a la baja entrada de ADN, que puede haber reducido la URF del pico de fondo
(denominador para el célculo de la RPR) mas que las URF del pico mas alto (numerador para el calculo de la
RPR), lo que infla artificialmente la RPR para que esté ligeramente por encima de la RPR de corte de 3,0. De los
20 resultados de estado de clonalidad generados con la entrada de ADN prevista (250 ng), todos coincidieron
con los resultados esperados. La concordancia global de resultados para el nivel de entrada de ADN previsto
es del 100,0 %.

Tabla 22: Concordancia global de resultados

Miembro  Clonalidad \ Concordancia global de resultados
del panel esperada 500 ng 250 ng 200 ng
(Indicado)

PMO1 Clonal 100% (2/2) | 100%(2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO2 Clonal 100 % (2/2) | 100%(2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO3 Clonal 100% (2/2) | 100%(2/2) | 100% (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO4 Clonal 100 % (2/2) | 100%(2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO5 Clonal 100 % (2/2) | 100%(2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO6 No clonal 100 % (2/2) | 100%(2/2) | 100% (2/2) | 100% (2/2) | N/A
PMO7 No clonal 100% (2/2) | 100%(2/2) | 100% (2/2) | 100% (2/2) | N/A
PMO8 No clonal 100 % (2/2) | 100%(2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
PMO9 No clonal 100% (2/2) | 200%(2/2) | 100% (2/2) | 100% (2/2) | 50 % (1/2)
PM10 No clonal 100 % (2/2) | 100%(2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2) | 100 % (2/2)
Global 100 % 100 % 100 % 100 % 93,8 %

(20/20) (20/20) (20/20) (20/20) (15/16)

12.11. Validacion del flujo de trabajo del ensayo: Equivalencia: 3500xL frente a 3500xL Dx

12.11.1. Este estudio demuestra que los resultados del IdentiClone Dx /IGH Assay son equivalentes cuando se obtienen
utilizando dos versiones diferentes de un instrumento similar:
12.11.1.1.  El Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer (RUO) y
12.11.1.2.  El Applied Biosystems 3500xL Dx Genetic Analyzer (CE-IVD)
12.11.2. Muestras compuestas por 15 amplicones de 10 muestras clonales y 5 muestras no clonales (ademas de los
amplicones de los controles de desarrollo asociados) y analizadas con IdentiClone Dx /IGH Assay en
5 instrumentos ABI 3500 diferentes (2 RUO y 3 CE-IVD) cada una.
12.11.3.  Los 5 instrumentos diferentes generaron un total de 75 resultados validos (15 amplicones x 1 réplica x
5 instrumentos). Estos resultados se evaluaron adicionalmente para calcular los valores de la relacién pico
relativa (RPR), los resultados del estado de clonalidad, la RPR promedio por tipo de instrumento y la diferencia
de RPR promedio entre los tipos de instrumento. (Figura 12)
12.11.4. Losresultados de la prueba generados con los 15 amplicones (10 clonales/positivos y 5 no clonales/negativos)

IdentiClone Dx IGH Assay

coincidieron al 100 % con los resultados esperados en los 5 instrumentos. Los valores de RPR generados por los
amplicones positivos oscilaron entre 17,0y 97,0, y los valores de RPR generados por los amplicones negativos
oscilaron entre 1,2 y 1,6. Se calculé una diferencia maxima del 61,9 % a partir de los valores de RPR promedio
generados por los diferentes instrumentos; sin embargo, esto puede atribuirse a un resultado de la prueba RUO
«atipico», que generd un valor de RPR significativamente menor, en comparacién con los resultados de los
otros cuatro instrumentos (40,1, en comparacion con 70,4, 78,0, 93,3, 97,0 y 78,0, respectivamente). Dado que
este amplicon es un positivo alto (alto porcentaje de clonalidad), es poco probable que cause una diferencia en
el resultado del estado clonal cuando se analiza en un tipo de instrumento frente al otro. La diferencia
porcentual mas alta observada para los amplicones positivos y negativos restantes fue del 18,1 % y del 4,2 %,
respectivamente. En general, los resultados de concordancia del 100,0 % producidos por los 5 instrumentos
diferentes demuestran que el rendimiento del IdentiClone Dx IGH Assay en ABI 3500xL Dx y ABI 3500xL Genetic
Analyzers son equivalentes.
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Figura 12: Valores de RPR generados por cada amplicén, por tipo de instrumento (CE-IVD frente a RUO), por ID de instrumento
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12.12. Validacion clinica

12.12.1.

12.12.2.

12.12.3.

12.12.4.

12.12.1.1.

12.12.1.2.

12.12.2.1.

12.12.3.1.

12.12.3.1.1.

12.12.3.1.2.

12.12.4.1.

12.12.4.2.

IdentiClone Dx IGH Assay

Descripcion general del estudio fundamental de exactitud clinica

Este estudio fundamental de exactitud se disefid para evaluar la equivalencia de rendimiento clinico entre
el IdentiClone Dx IGH Assay (el dispositivo en investigacion) y un dispositivo confirmatorio en ADN
retrospectivo y residual sin identificar extraido de muestras de sangre periférica (SP) de personas con
sospecha de linfoproliferacion de células B. El dispositivo confirmatorio es un ensayo IVD comercialmente
disponible (en el momento del estudio) que aplica NGS para detectar reordenamientos del gen IGH clonal
(ensayo de referencia), con un uso previsto similar al dispositivo en investigacion, el IdentiClone Dx IGH
Assay en el mismo tipo de muestra.

El IdentiClone Dx /GH Assay ha sido desarrollado por Invivoscribe como dispositivo de diagndstico in vitro
indicado para la deteccion cualitativa basada en electroforesis capilar de reordenamientos de genes de
cadena pesada (/GH) de inmunoglobulina clonal en ADN gendmico extraido de sangre periférica de
pacientes con linfoproliferaciones sospechosas. El ensayo de referencia utiliza la tecnologia NGS para
identificar los reordenamientos clonales de IGH Vi - Ju, las secuencias de ADN de la regidn Vi - Ju asociadas
y la distribucién de frecuencias de la utilizacién de segmentos de la region Vu y Ju.

Objetivos del estudio

Los objetivos de este estudio fundamental de exactitud fueron: 1) establecer la concordancia entre los
resultados del IdentiClone Dx /GH Assay y el ensayo de referencia, evaluando la concordancia porcentual
positiva y negativa entre los dos ensayos, y 2) estimar la relacién entre los diagndsticos de enfermedades y
la deteccidn de clonalidad.

Poblacién de pacientes

En el estudio se inscribio un total de 303 muestras; sin embargo, 54 muestras no fueron aptas para la
comparacion entre el ensayo de referencia vy el dispositivo de investigacion (IdentiClone Dx /GH Assay).

De estas, 4 muestras no se enviaron al centro de analisis, y 50 muestras fueron o bien cantidad
insuficiente (QNS) o tuvieron resultados que no fueron evaluables con al menos un ensayo, lo que las hizo
inadecuadas para su inclusion en el andlisis comparativo. Las 249 muestras restantes estaban compuestas
por dos poblaciones de andlisis, 1) un conjunto de analisis con sujetos sanos (n=249), que incluia ADN de
sangre periférica de sujetos con sospecha de enfermedad linfoproliferativa con resultados negativos de
clonalidad de células B o ADN extraido de especimenes de sangre periférica sana normal, y 2) un conjunto
de anélisis sin sujetos sanos (n=203), que incluia muestras de ADN de pacientes con diagndstico de
enfermedad linfoproliferativa de células B.

Todos los sujetos (muestras) inscritos en el estudio se incluyeron en el conjunto de inclusién (ES).
El andlisis de concordancia entre el IdentiClone Dx /GH Assay y el ensayo de referencia utilizé la
poblacién del ES.

El grupo de analisis principal (PAS) incluye muestras de la poblacion con resultados positivos,
negativos o no vélidos/indeterminados de los resultados del IdentiClone Dx /GH Assay y resultados
positivos o negativos del método de referencia.

Seleccién de pacientes y alicuotas para el IdentiClone Dx IGH Assay

El disefio del estudio utilizd muestras de ADN anonimizadas sobrantes de pruebas clinicas y, por lo tanto,
estaba exento de requerir consentimientos de sujetos individuales.

Solo se incluyd una muestra por sujeto en el grupo de analisis final utilizado para evaluar los objetivos
principales.
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12.12.5. Analisis de la seguridad

12.12.5.1. No se espera que el IdentiClone Dx /GH Assay suponga un riesgo directo para la seguridad de los sujetos y
no se tomaron decisiones de tratamiento basadas en los resultados del IdentiClone Dx /IGH Assay.

12.12.6.  Efectividad
12.12.6.1.  Validacién clinica primaria del IdentiClone Dx /GH Assay

12.12.6.1.1. Laintencidén principal de este estudio clinico establece la concordancia entre el dispositivo en
investigacion (IdentiClone Dx /GH Assay) y un ensayo de referencia (un ensayo IVD comercialmente
disponible [en el momento del estudio] que aplica NGS para detectar reordenamientos clonales del
gen IGH, con un uso previsto similar al dispositivo en investigacion).

12.12.6.1.2. La concordancia entre los resultados de clonalidad del dispositivo en investigacién (IdentiClone Dx
IGH Assay) y del ensayo de referencia se muestra en la Tabla 23. De las 249 muestras evaluables
mediante el método de referencia, 243 notificaron el mismo resultado con ambos métodos.

Tabla 23: Concordancia entre el IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) y el ensayo de
referencia (IVD), incluidos los sujetos sanos

IdentiClone Dx /GH Assay Ensayo de referencia (IVD)
(luo)

12.12.6.1.3. Tabla 24 detalla la concordancia basada en la concordancia entre los resultados de clonalidad del
IdentiClone Dx IGH Assay (IUO) y el ensayo de referencia basado en NGS (IVD). De las 249 muestras
evaluables analizadas, 114 de las 115 muestras negativas (-) coincidieron entre ambos métodos,
129 de las 134 muestras positivas (+) coincidieron, para un CPN del 99,1 % y un CPP del 96,3 %. El
limite inferior del intervalo de confianza (IC) del 95 % para el CPN es del 95,3 %, mientras que el
limite inferior del IC del 95 % para el CPP es del 91,5 %; la Tabla 24 detalla la concordancia entre el
dispositivo en investigacion y el método de referencia. Los cocientes de probabilidad positivo y
negativo se presentan en la Tabla 25.

Tabla 24: Concordancia entre el dispositivo en investigacién y el ensayo de

referencia
Medida de la Porcentaje de ‘ IC del 95 %!
concordancia concordancia (n/N)
CPN 99,1 % (114 / 115) (95,3 %, 100,0 %)
CPP 96,3 % (129/134) (91,5 %, 98,8 %)

1ElIC del 95 % se calcula utilizando el método exacto de Clopper-Pearson

Tabla 25: Razdn de verosimilitud entre el IdentiClone Dx /GH
Assay y el ensayo de referencia (IVD), incluidos los sujetos sanos
Razén de verosimilitud positiva Razén de verosimilitud

negativa
110,709 0,038

12.12.6.1.4. Tabla 26 presenta la concordancia entre los resultados de clonalidad del dispositivo en
investigacion y del ensayo de referencia sin sujetos sanos. De las 203 muestras evaluables
mediante el método de referencia, 197 notificaron el mismo resultado con ambos métodos.

Tabla 26: Concordancia entre el IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) y el ensayo de
referencia (IVD), excluidos los sujetos sanos

IdentiClone Dx /GH Assay Ensayo de referencia (IVD) basado en NGS
(luo) = Total
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12.12.6.1.1. La concordancia se basa en el acuerdo entre el dispositivo en investigacion y el ensayo de
referencia, excluidos los sujetos sanos (Tabla 27). De las 203 muestras evaluables analizadas,
69 de las 70 muestras negativas (-) coincidieron entre ambos métodos, 128 de las 134 muestras
positivas (+) coincidieron, con un PCN del 98,6 % y un PCP del 96,2 %. El limite inferior del IC del
95 % para el CPN es del 92,3 %, mientras que el limite inferior del IC del 95 % para el CPP es del
91,4 %. Los cocientes de probabilidad positivo y negativo se presentan en la Tabla 28.

Tabla 27: Concordancia entre el IdentiClone Dx /GH Assay (IUO) y el ensayo de
referencia (IVD), excluidos los sujetos sanos

Medida de la Porcentaje de concordancia IC del 95 % ‘
concordancia (n/N)

CPN 98,6 % (69/70) (92,3 %, 100,0 %)

CPP 96,2 % (128/ 133) (91,4 %, 98,8 %)

1EI IC del 95 % se calcula utilizando el método exacto de Clopper-Pearson

Tabla 28: Razodn de verosimilitud entre el IdentiClone Dx /GH
Assay y el ensayo de referencia (IVD), excluidos los
sujetos sanos

Razon de verosimilitud positiva  Razon de verosimilitud

negativa
67,368 0,038

12.12.7.  Conclusiones
12.12.7.1.  Esta evaluacidn clinica del IdentiClone Dx IGH Assay confirma que el dispositivo en investigacion detecta
con precision los acontecimientos clonales en el gen de la cadena pesada de inmunoglobulina (/GH).
12.12.7.2.  Este estudio fundamental de exactitud proporciona pruebas documentadas de que el dispositivo en
investigacién y el método de referencia (dispositivo confirmatorio) tienen tasas de deteccién similares
para los acontecimientos clonales de /IGH. Los objetivos principales de concordancia se establecieron en
el 70 % de un limite inferior de un IC del 95 % tanto para el CPN como para el CPP, ya que estas dos
tecnologias son bastante diferentes. Sin embargo, los resultados del ensayo demuestran que estas dos
tecnologias identifican acontecimientos clonales a una tasa muy similar.
12.12.7.3.  Se analizé mediante ambos métodos ADN desidentificado residual extraido de muestras de sangre
periférica (SP) de personas con sospecha de trastornos linfoproliferativos de las células B. Un subconjunto
de 249 muestras generaron resultados evaluables con ambos ensayos, y se cumplio el criterio de
aceptacion del estudio:
12.12.7.3.1.  Ellimite inferior del IC exacto del 95 % del CPN tenia que ser mayor o igual al 70 %. El limite inferior
obtenido fue del 95 %.
12.12.7.3.1.1. Se calculd que la especificidad diagndstica era de 0,991.
12.12.7.3.1.2. Razdn de verosimilitud negativa: 0,038

12.12.7.3.2.  Ellimite inferior del IC exacto del 95 % del CPP fue mayor o igual al 70 %. El limite inferior obtenido
fue del 92 %.
12.12.7.3.2.1. Sensibilidad diagndstica calculada en 0,963.
12.12.7.3.2.2. Razdn de verosimilitud positiva: 110,709

12.12.7.4.  Hubo un resultado falso positivo y cinco resultados falsos negativos con el método en investigacion.

12.12.7.5.  Esta evaluacion clinica del IdentiClone Dx IGH Assay confirma que el dispositivo en investigacion detecta
con precision los acontecimientos clonales en el gen IGH.

12.12.7.6.  No se identificaron problemas de seguridad durante la ejecucion de este estudio.
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IdentiClone Dx IGH Software Instructions for Use — English (Invivoscribe : 310000)

ABI 3500xL Dx Genetic Analyzer User Manual (Thermo Fisher: 100079380 2%Ision D)

ABI 3500xL Genetic Analyzer User Manual (Thermo Fisher: 4401661 Revision C)

14. Servicio técnico y atencion al cliente

Los representantes del servicio técnico y de atencidn al cliente estan disponibles de lunes a viernes para responder a sus
preguntas por teléfono, correo electrénico o web.

Invivoscribe, Inc

10222 Barnes Canyon Road | Building 1 | San Diego, CA | 92121-2711 | EE. UU.Sitio web:
www.invivoscribe.com | Horario de oficina: De 07:00 a 17:00 PST/PDT

Teléfono: +1858 224-6600 | Fax: +1 858 224-6601

Servicio técnico: support@invivoscribe.com | Servicio de atencién al cliente: sales@invivoscribe.com
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15. Simbolos

Los siguientes simbolos figuran en el etiquetado de este producto.

Numero de catdlogo TAQ ADN polimerasa Taq

Volumen de reactivo IGH Control positivo de IGH
Numero de lote Control negativo

vl lg ~ B F &

Condiciones de conservacién |CONTROL‘ NTC| Control en blanco (CB)
Identificador Unico del dispositivo IGH FR1 MMA IGH FR1 (mezcla maestra A)
Fecha de caducidad IGH FR2 MMB IGH FR2 (mezcla maestra B)
’f&ilf‘ Proteger de la luz IGH FR3 MMC IGH FR3 (mezcla maestra C)
Fabricante Consulte las instrucciones de uso
c € Conformidad europea Representante Autorizado en Suiza

Representante autorizado en la
Comunidad Europea

Para uso diagndstico in vitro

Persona Responsable del Reino Unido

m o

16. Aviso legal

Para avisos legales relacionados con este producto, visite: https://invivoscribe.com/legal-notices/

17. Historial de revisiones

Tabla 29: Historial de revisiones de las instrucciones de uso del IdentiClone Dx /GH Assay y validacion del organismo notificado

Revision de Fecha de Descripcion del cambio Revision validada por el organismo
las publicacién notificado
instrucciones
de uso
H Diciembre de Publicacidn inicial para su envio al organismo M si
2025 notificado. Idioma de validacion: Inglés
O No
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	6.3.12. Cuando el recipiente del polímero POP-7 haya alcanzado la temperatura ambiente, examine el interior del cuello en el punto de instalación. Asegúrese de que el recipiente no contenga restos de polímero secos ni cristalizados. No introduzca el r...
	6.3.13. Cualquier incidencia grave que se haya producido en relación con el producto debe comunicarse al fabricante y a la autoridad competente del Estado miembro del usuario o paciente.

	6.4. Reactivos, materiales y equipo

	7. Recogida y preparación de los especímenes
	7.1. Precauciones
	7.2. Sustancias interferentes
	7.2.1. Quelantes de cationes divalentes
	7.2.2. Puntas de pipeta de baja retención
	7.2.3. EDTA (no significativo en concentraciones bajas)
	7.2.4. Heparina

	7.3. Requisitos y estabilidad de los especímenes
	7.3.1. El espécimen puede conservarse a entre 2  C y 8  C durante un máximo de 7 días antes del análisis.
	7.3.2. El espécimen puede enviarse con una placa de frio; nunca debe congelarse.

	7.4. Preparación de las muestras
	7.4.1. Extraiga el ADNg de los especímenes <7 días después de la recogida.
	7.4.2. Cuantifique el ADNg extraído utilizando un espectrofotómetro UV-Vis de microvolúmenes.
	7.4.3. Prepare una dilución de ADNg en 50 ng/μl con 1/10 de TE.
	7.4.3.1. Para la amplificación con cada mezcla maestra, se requieren 5 μl de ADNg a una concentración de 50 ng/μl.
	7.4.3.2. Si la concentración de ADNg disponible es <50 ng/μl, vuelva a extraer los especímenes de pacientes.


	7.5. Conservación de las muestras
	7.5.1. Conserve el ADNg hasta 7 días entre 2  C y 8  C antes de su uso o hasta 3 años entre -30  C y -15  C antes de su uso.
	7.5.2. Almacene las muestras de ADNg diluidas en tubos de unión baja.


	8. Procedimiento de la prueba
	8.1. Preparación de la mezcla maestra
	8.1.1. Retire la mezcla maestra (o mezclas maestras), el control positivo, el control negativo, el CB y la muestra de ADNg diluida (50 ng/μl) de su lugar de conservación y deje que el tubo (o los tubos) se descongele completamente a temperatura ambien...
	8.1.2. Retire la ADN polimerasa Taq de su lugar de conservación y manténgala fría (es decir, sobre hielo o sobre una placa de frío).
	8.1.2.1. Centrifugue los tubos durante 2 a 5 segundos en una microcentrifugadora.

	8.1.3. Siga las directrices siguientes para calcular el número total de reacciones (N) para cada mezcla maestra:
	8.1.3.1. Añada el volumen calculado para cada mezcla maestra en tubos independientes etiquetados, utilizando N × 45 μl.
	8.1.3.2. Añada el volumen calculado de ADN polimerasa Taq a cada mezcla maestra, utilizando N × 0,25 μl.
	8.1.3.3. Agite la mezcla maestra + solución(es) de ADN polimerasa Taq a velocidad máxima durante 5 a 15 segundos.
	8.1.3.4. Con una microcentrifugadora, centrifugue los tubos entre 2 y 5 segundos.

	8.1.4. Para cada reacción, combine 45 μl de MM + solución(es) de ADN polimerasa Taq con 5 μl de plantilla (muestra de ADNg diluida en 50 ng/μl, control positivo, control negativo o CB) en pocillos individuales adecuados de una placa o tubo(s) de PCR.
	8.1.4.1. Pipetee varias veces y, a continuación, cierre el tubo o selle la placa con tiras de tapa o láminas adhesivas de sellado; O
	8.1.4.2. Cierre el tubo o selle la placa con tiras de tapa o láminas adhesivas de sellado; a continuación, agite en vórtex a velocidad máxima durante aproximadamente 15 segundos.
	8.1.4.3. Si utiliza un tubo de PCR, utilice una microcentrifugadora para centrifugar el tubo (o tubos) durante 2 a 5 segundos. Si está utilizando una placa de PCR, centrifugue la placa a 1000 RCF durante aproximadamente 30 segundos.


	8.2. Amplificación por PCR
	8.2.1. Amplifique el tubo (o las placas) o la placa de acuerdo con los parámetros de PCR indicados en la Tabla 6.
	8.2.1.1. Asegúrese de que el valor del Reaction Volume (Volumen de reacción) sea de 50 μl y de que la Cover Temperature (Temperatura de la cubierta) sea de 105  C.
	8.2.1.2. Asegúrese de que el valor del Reaction Volume (Volumen de reacción) sea de 50 μl y de que la Cover Temperature (Temperatura de la cubierta) sea de 105  C.

	8.2.2. Una vez terminado el programa de PCR, extraiga la placa o tubos de amplificación del termociclador.
	8.2.2.1. Los productos de PCR pueden conservarse a una temperatura de 2  C a 8  C durante un máximo de 7 días, o a una temperatura de -30  C a -15  C durante un máximo de 3 meses antes de la detección.
	8.2.2.2. Siga la sección Crear mapa de placa de las instrucciones de uso del software para crear un mapa de placa antes de pasar a la sección 8.3.


	8.3. Preparación de la placa de detección
	8.3.1. Deje que se descongele un número adecuado de tubos de Hi-Di Formamide a temperatura ambiente.
	8.3.2. Saque un tubo del patrón de tamaño LIZ v2.0 Dx del lugar de conservación.
	8.3.3. Agite en vórtex tanto la Hi-Di Formamide como el patrón de tamaño LIZ a la velocidad máxima durante 5 a 15 segundos.
	8.3.4. Centrifugue los tubos aproximadamente de 2 a 5 segundos.
	8.3.5. En un nuevo tubo adecuado para el volumen, combine la cantidad necesaria de Hi-Di Formamide con los patrones de tamaño LIZ.
	8.3.5.1. La proporción final debe ser de 0,056 (56 μl de patrón de tamaño LIZ + 1000 μl de Hi-Di Formamide).
	8.3.5.2. Agite la solución en el agitador vórtex a la velocidad máxima durante 5 a 15 segundos y, a continuación, centrifugue durante 2 a 5 segundos.

	8.3.6. Centrifugue la placa o los tubos de amplificación de la sección 8.2.2 a 1000 RCF durante 30 segundos.
	8.3.7. En una nueva placa de PCR de 96 pocillos, combine 19 μl de solución LIZ:Hi-Di con 1 μl de producto de PCR por pocillo.
	8.3.8. Añada 20 μl de Hi-Di Formamide a cualquier pocillo vacío dentro de la inyección de 24 pocillos.
	8.3.9. Mezcle la placa de detección de una de estas dos maneras:
	8.3.9.1. Pipetee hacia arriba y hacia abajo varias veces y, a continuación, selle la placa con tiras de tapa o lámina adhesiva de sellado; O
	8.3.9.2. Selle la placa con tiras de tapa o lámina adhesiva de sellado y, a continuación, agite en el agitador vórtex a velocidad máxima durante 15 segundos.
	8.3.9.3. Centrifugue la placa a 1000 RCF durante 30 segundos.
	8.3.9.4. Desnaturalice la placa de detección utilizando los parámetros de la Tabla 7 en el termociclador.
	8.3.9.5. Asegúrese de que el valor del Reaction Volume (Volumen de reacción) sea de 20 μl y de que la Cover Temperature (Temperatura de la cubierta) sea de 105  C.

	8.3.10. Inicie el desarrollo.
	8.3.10.1. Una vez finalizado el programa de desnaturalización, retire la placa de detección del termociclador y centrifugue la placa a 1000 RCF durante 30 segundos.


	8.4. Instalar parámetros de ensayo
	8.4.1. Importe los parámetros del instrumento del IdentiClone Dx IGH Assay en el instrumento ABI.
	8.4.1.1. Haga doble clic en el icono ABI 3500 Dx para abrir el software de recogida de datos 3 IVD de 3500 Dx Series.
	8.4.1.1.1. En el menú del panel, haga clic en Library (Biblioteca) ().
	8.4.1.1.2. Haga clic en Manage (Gestionar) () y, a continuación, seleccione Assays (Ensayos) en el menú desplegable.
	8.4.1.1.2.1. Seleccione el icono Import (Importar) (), navegue hasta la ruta de archivo del paquete de software y seleccione IGH-IP.xml.



	8.4.2. Importe la convención de nombres de archivos del IdentiClone Dx IGH Assay en el instrumento ABI.
	8.4.2.1.1. Haga clic en Manage (Gestionar) () y, a continuación, seleccione File Name Convention (Convención del nombre de archivo) en el menú desplegable.
	8.4.2.1.1.1. Seleccione el icono Import (Importar) (), desplácese hasta la ruta de archivo del paquete de software y seleccione IGH-FNC.xml.


	8.4.3. Importe el grupo de resultados del IdentiClone Dx IGH Assay en el instrumento ABI.
	8.4.3.1.1. Haga clic en Manage (Gestionar) () y, a continuación, seleccione Results Group (Grupo de resultados) en el menú desplegable.
	8.4.3.1.1.1. Seleccione el icono Import (Importar) (), desplácese hasta la ruta de archivo del paquete de software y seleccione IGH-RG.xml.


	8.4.4. Verifique que los parámetros adecuados del Instrument Protocol (Protocolo del instrumento) (Figura 3) y del Sizecalling Protocol (Protocolo de asignación de tamaños) (Figura 4) estén correctamente configurados y guardados en la biblioteca de en...
	8.4.4.1. Guarde los parámetros del ensayo en la biblioteca del ensayo ABI 3500 Dx utilizando el nombre IC_Dx_IP para el protocolo del instrumento e IC_Dx_IGH_SP para el protocolo de asignación de tamaños, exactamente como se muestra en la Figura 5.
	8.4.4.2. En la sección File Name Conventions (Convenciones de nombre de archivo), haga clic en el icono del lápiz  para asegurarse de que la configuración de la convención de nombre de archivo (CNA) coincida con las de la Figura 6 y se guarde como IC_...
	8.4.4.2.1. La CNA determina qué campos de datos y en qué orden contendrán los archivos de datos resultantes (archivos FSA).
	8.4.4.2.2. Verifique que los atributos seleccionados coinciden con el orden mostrado en la Figura 6.


	8.4.5. En la sección Results Group (Grupo de resultados), haga clic en el icono del lápiz  para asegurarse de que los ajustes del Results Group (Grupo de resultados) (RG) coinciden con los de la Figura 7 y se guardan como IC_Dx_RG (exactamente como se...
	8.4.5.1. El grupo de resultados se utiliza para asignar un nombre, ordenar y personalizar las carpetas en las que se almacenan los archivos de datos de muestras.
	8.4.5.2. Verifique que los atributos seleccionados coinciden con el orden mostrado en la Figura 7.


	8.5. Análisis de fragmentos por electroforesis capilar
	8.5.1. Revise el estado de los consumibles del instrumento.
	8.5.1.1. En el panel del instrumento ABI, haga clic en Refresh (Actualizar) y, a continuación, revise el tiempo restante del instrumento y el número de inyecciones realizadas para los consumibles (Figura 8) y verifique lo siguiente:
	8.5.1.1.1. Volúmenes suficientes de reactivo ABI para el ensayo(s) de electroforesis capilar (EC),
	8.5.1.1.2. Los amortiguadores, el polímero y los capilares no han superado el tiempo máximo permitido en el instrumento,
	8.5.1.1.3. El número de inyecciones restantes para cada componente es suficiente para el número de inyecciones necesarias para el desarrollo o desarrollos de EC, y
	8.5.1.1.4. El POP7 restante es suficiente para el número de muestras en el desarrollo o desarrollos.

	8.5.1.2. Si un consumible ha caducado o ha de sustituirse, siga las instrucciones del fabricante para realizar el mantenimiento necesario antes de continuar.

	8.5.1. Importe el mapa de placa completado ABI (CSV) creado con el IdentiClone Dx IGH Software (consulte la sección Crear mapa de placas en las instrucciones de uso del software).
	8.5.1.1. Haga clic en Create New Plate (Crear placa nueva) e introduzca un nombre para la placa.
	8.5.1.2. Seleccione 96 como Number of Wells (Número de pocillos).
	8.5.1.3. Seleccione Fragment (Fragmento) como Plate Type (Tipo de placa).
	8.5.1.4. Seleccione 50 cm como Capillary Length (Longitud del capilar).
	8.5.1.5. Seleccione POP7 como Polymer Type (Tipo de polímero).
	8.5.1.6. Haga clic en Assign Plate Contents (Asignar el contenido de la placa).
	8.5.1.7. Haga clic en Import (Importar).

	8.5.2. Compruebe que se han importado los atributos correctos del mapa de placa.
	8.5.2.1. Abra el mapa de placa (CSV) de ABI creado con el IdentiClone Dx IGH Software
	8.5.2.1.1. Verifique que todos los pocillos de muestras y controles estén correctamente nombrados y que cada pocillo tenga asignado el Assay (Ensayo), la File Name Convention (Convención de nombre de archivo) y el Results Group (Grupo de resultados) c...

	8.5.2.2. Si el mapa de placa no coincide con la configuración prevista, genere un nuevo archivo de mapa de placa ABI comenzando en el apartado 8.5.1.
	8.5.2.3. Seleccione cualquier pocillo que no contenga una reacción (muestra o control), haga clic con el botón derecho y seleccione delete (eliminar) para evitar la generación de resultados.
	8.5.2.4. Haga clic en Save Plate (Guardar placa) y, a continuación, haga clic en Link Plate for Run (Vincular placa para desarrollo).

	8.5.3. Desarrolle la placa en el instrumento ABI 3500xL Dx o ABI 3500xL Genetic Analyzer.
	8.5.3.1. Cargue la placa de detección adecuada (preparada en el apartado 8.3) en el instrumento ABI siguiendo las instrucciones del fabricante.
	8.5.3.1.1. Compruebe que todos los pocillos ocupados de la placa de detección no contengan burbujas de aire y que el contenido esté en el fondo del pocillo.
	8.5.3.1.2. Compruebe que la orientación de la placa sea correcta cuando se coloque en el instrumento.
	8.5.3.1.3. Compruebe que la posición de la placa en el instrumento ABI esté seleccionada correctamente (placa A frente a placa B).

	8.5.3.2. Haga clic en Start Run (Iniciar desarrollo).
	8.5.3.2.1. Asegúrese de que haya comenzado el desarrollo; verifique que el fondo del conjunto de muestras en la primera inyección en la visualización de la placa se vuelva verde.


	8.5.4. Preparar los datos del desarrollo para su análisis
	8.5.4.1. Después del desarrollo ABI, verifique que este se ha completado sin errores y, a continuación, desplácese hasta la ubicación del archivo que contiene los resultados del análisis en formato FSA.
	8.5.4.1.1. Copie los archivos FSA en la misma ubicación que contiene los archivos LIVS generados por el software.
	8.5.4.1.2. Proceda al análisis de datos con el IdentiClone Dx IGH Software; consulte el apartado Análisis de resultados en las instrucciones de uso del software correspondiente.

	8.5.4.2. Retire la placa de la base del instrumento ABI y deséchela.


	8.6. Control de calidad

	9. Interpretación de los resultados
	9.1. Puntos de comprobación del software
	9.1.1. Los controles del desarrollo se evalúan para determinar su validez.
	9.1.1.1. Un estado de desarrollo válido requiere los 3 tipos de controles de ciclo (positivo, negativo y en blanco) para generar resultados válidos; de lo contrario, el estado del desarrollo será no válido.
	9.1.1.2. Todos los resultados del Nombre de la muestra incluidos en un desarrollo no válido se considerarán automáticamente no válidos y no se realizará el análisis.

	9.1.2. Se evalúa la validez de los resultados del Nombre de la muestra de un desarrollo válido (para cada mezcla maestra).
	9.1.2.1. Un resultado no válido del Nombre de la muestra no continuará con el análisis posterior (es decir, el estado de clonalidad de la mezcla maestra).

	9.1.3. Los resultados válidos del Nombre de la muestra se evalúan para determinar la clonación (para cada mezcla maestra).
	9.1.3.1. Clonal
	9.1.3.2. No clonal
	9.1.3.3. Indeterminado

	9.1.4. Los resultados válidos del Nombre de la muestra para las 3 mezclas maestras se evalúan para determinar el estado de clonalidad de la muestra (resultado de ID de la muestra); consulte la Figura 10.
	9.1.4.1. Si uno o más resultados de Sample Name (Nombre de la muestra) (o mezcla maestra de muestra) son Clonal, el resultado de Sample ID (ID de la muestra) es Clonal.
	9.1.4.2. Si todos los resultados de Sample Name (Nombre de la muestra) (o mezcla maestra de la muestra) son No clonales, el resultado de Sample ID (ID de la muestra) es No clonal.
	9.1.4.3. Si los resultados de Sample Name (Nombre de la muestra) (o mezcla maestra de la muestra) son una mezcla de resultados Indeterminados y No clonales, el resultado de la Sample ID (ID de la muestra) es Indeterminado.
	9.1.4.4. Si un resultado de Sample Name (Nombre de la muestra) (o mezcla maestra de muestra) no es válido y otros resultados son No clonal o Indeterminado, el resultado de Sample ID (ID de la muestra) es No válido.
	9.1.4.4.1. Los resultados no válidos del Sample Name (Nombre de la muestra) (o de la mezcla maestra de la muestra) de un desarrollo válido pueden volverse a analizar según el apartado 10 para resolver el estado de clonalidad de la Sample ID (ID de la ...




	10. Repetición de las pruebas, si procede
	10.1. Desarrollos no válidos
	10.1.1. Un desarrollo en el que cualquiera de los controles no cumple los criterios de validez es un  Invalid Run (Desarrollo no válido). Repita el desarrollo, incluidas todas las muestras, el control positivo, el control negativo y el CB.  Cada mezcl...
	10.1.2. Repita el desarrollo de acuerdo con las instrucciones de uso del software asociado, basándose en el código o códigos de error indicados en el informe de desarrollo del IdentiClone Dx IGH Software.

	10.2. Muestras no válidas en un desarrollo válido
	10.2.1. Si los resultados de cualquiera de las mezclas maestras son Clonal (en un desarrollo válido), no es necesario repetir la prueba.
	10.2.2. Si los resultados de todas las mezclas maestras son No clonal (en desarrollos válidos), no es necesario repetir la prueba.
	10.2.3. Si los resultados de todas las mezclas maestras son No Clonal, Indeterminado y No válido, vuelva a analizar el Nombre(s) de la muestra con el resultado no válido y los controles del desarrollo asociados de acuerdo con el código de error (consu...

	10.3. Códigos de error y repetición de la prueba

	11. Limitaciones del procedimiento
	12. Eficacia diagnóstica
	12.1. Validaciones de muestras y especímenes: estabilidad de los especímenes
	12.1.1. Este estudio proporciona una evaluación de validez del tipo de muestra para respaldar las afirmaciones propuestas sobre las instrucciones de uso; el dispositivo en investigación está validado para sangre periférica anticoagulada con EDTA. La f...
	12.1.2. Tabla 8 proporciona el resultado de la prueba para cada réplica analizada de los 15 especímenes. Todos los resultados del análisis de muestras (2 réplicas para cada uno de los 15 especímenes) fueron válidos (tasa de validez de la muestra del 1...
	12.1.2.1. Los resultados de este estudio han establecido que la estabilidad de la sangre periférica anticoagulada con EDTA para uso con el IdentiClone Dx IGH Assay es ≥5 días cuando se conserva a 2  C - 8  C o a temperatura ambiente (15  C - 30  C).


	12.2. Valor de corte clínico
	12.2.1. Este estudio realiza una evaluación comparativa de los datos históricos generados a partir del IdentiClone Dx IGH Assay con muestras clínicas, previamente identificadas como positivas para reordenamientos del gen IGH clonal, para establecer el...
	12.2.2. En total, se evaluaron los resultados de 170 especímenes. El primer conjunto de datos incluyó 114 muestras que generaron un resultado válido tanto con el ensayo de referencia (IVD) como con el IdentiClone Dx IGH Assay (IUO); estas muestras se ...
	12.2.2.1. El primer conjunto de datos de 114 muestras comparó los resultados de clonalidad generados por el IdentiClone Dx IGH Assay con el ensayo de referencia utilizando el valor de RPR establecido en ≥3,0 como valor de corte. La CPG, CPP y CPN fren...
	12.2.2.2. El segundo conjunto de datos constaba de 145 muestras y comparó un diagnóstico clínico conocido (código ICD-10 o estado sano) con los resultados de clonalidad generados con el IdentiClone Dx IGH Assay utilizando un valor de RPR ≥3,0 como val...

	12.2.3. Los resultados de la prueba de muestras clínicas generados por el IdentiClone Dx IGH Assay demuestran una alta concordancia con los métodos de referencia, utilizando un valor de corte clínico de RPR establecido en ≥3,0, que es también el valor...

	12.3. Sensibilidad analítica: Límite de blanco (LB)
	12.3.1. Este estudio establece el límite de blanco (LB) para el IdentiClone Dx IGH Assay analizando 20 especímenes de donantes no clonales (3 réplicas cada uno) con 2 lotes de reactivos en varios ABI 3500xL Dx Genetic Analyzers, por varios operadores ...
	12.3.2. Todas (100 %) las muestras del panel de prueba de LB analizadas fueron no clonales (negativas) con una RPR < 3,0. El mayor RPR observado (2,9) se generó analizando un espécimen clínico negativo con MMA, lote de reactivos 2. Para cada lote de r...

	12.4. Sensibilidad analítica: Límite de detección (LD)
	12.4.1. Este estudio establece un límite de detección (LD) para el IdentiClone Dx IGH Assay proporcionando pruebas objetivas de los resultados generados con ADNg clínico extraído de sangre periférica que representa los clanes de IGH (I, II y III) dilu...
	12.4.2. Un total de 20 especímenes (10 donantes sanos y 10 donantes con sospecha de linfoproliferación de células B con estado no clonal) conformaron la SPC utilizada para preparar las 7 diluciones de ADNg que representan cada clan de IGH (I/II/III) u...
	12.4.2.1. La dilución del 1,0 % del clan I de IGH amplificada con la mezcla maestra C (lote de reactivos 1 - 95 % positivo, RPR promedio = 4,1) y la dilución del clan 1 de IGH al 3,0 % con MMA, MMB y MMC (lote de reactivos 2 MMA - 100 % positivo, RPR ...
	12.4.2.1.1. De acuerdo con la tabla de patrones clonales, los valores de RPR de MMA, MMB y MMC están dentro del intervalo correspondiente al intervalo de clonalidad del 1,0 % - 2,5 % para MMA (intervalo de RPR = 5,1 - 14,9), al intervalo de clonalidad...

	12.4.2.2. La dilución del 3,0 % de clan 2 de IGH amplificada con MMB es la dilución porcentual más baja, donde se observó un % positivo de ≥95 % (lote de reactivos - 100 % positivo, RPR promedio = 8,5; lote de reactivos 2 - 100 % positivo, RPR promedi...
	12.4.2.3. La dilución porcentual más baja, donde el porcentaje positivo de ≥95 % observado para clan III de IGH es la dilución del 1,0 % con MMC (100 % positivo, RPR promedio = 6,3) con ambos lotes de reactivos. Utilizando la tabla de patrones de clon...

	12.4.3. Dado que se determinó que el LD para clan I, II y III de IGH era del 2,5 %, 2,5 % y 1 % de clonalidad, y aplicando un enfoque conservador, se determinó que el LD general del ensayo era del 2,5 %.

	12.5. Especificidad analítica: Sustancias interferentes
	12.5.1. Este diseño del estudio se basó en los estándares CLSI EP07-A3 y EP37-Ed1 e incluye la evaluación del efecto de 6 sustancias diferentes potencialmente interferentes cuando están presentes en el espécimen analizado con el IdentiClone Dx IGH Ass...
	12.5.2. En este estudio se utilizó un total de 24 muestras de sangre periférica reciente (no congelada) anticoagulada en especímenes con EDTA de donantes normales (negativos/no clonales) o de donantes con linfoproliferación de células B diagnosticados...
	12.5.3. Los resultados de este estudio se presentan en la Tabla 15 y no muestran ninguna interferencia de las 6 sustancias a las concentraciones analizadas. Todas los especímenes generaron el estado de clonalidad esperado (clonal o no clonal) cuando s...

	12.6. Especificidad analítica: Contaminación cruzada / por arrastre
	12.6.1. Este estudio evaluó la tasa de contaminación cruzada y por arrastre durante el flujo de trabajo del IdentiClone Dx IGH Assay en la configuración de la PCR y el análisis de fragmentos por electroforesis capilar. Se realizaron pruebas con 106 mu...
	12.6.2. El esquema de la placa consta de muestras positivas y negativas alternas en un patrón de tablero de ajedrez, diseñado para maximizar la aparición de contaminación por arrastre y contaminación cruzada. Estas muestras se amplificaron con la mezc...
	12.6.3. Antes de realizar la fragmentación por electroforesis capilar en las muestras de prueba, se estableció una referencia procesando una placa compuesta por una solución Liz/HIDI a través del instrumento para confirmar la ausencia de cualquier señ...

	12.7. Especificidad analítica: Estudio de precisión intralaboratorio
	12.7.1. La precisión del IdentiClone Dx IGH Assay fue determinada analizando el mismo grupo de muestras por 3 operadores, en 3 instrumentos con 3 lotes de reactivos, durante 20 días. El grupo de muestras consistió en 1 muestra negativa de ADNg, prepar...
	12.7.2. Todos los resultados de la prueba del panel coincidieron con el resultado de clonalidad esperado (100,0 %). La muestra negativa generó resultados no clonales en todas las réplicas (100,0 %). Las muestras positivas bajas (1,5X LD) generaron res...
	12.7.2.1. Valor de RPR para MMA, el % CV observado fue del 12,2 %
	12.7.2.2. Valor de RPR para MMB, el % CV observado fue del 10,5 %
	12.7.2.3. Valor de RPR para MMC, el % CV observado fue del 8,5 %

	12.7.3. La variación total, entre el operador, los instrumentos, los lotes de reactivos y la variación intraanálisis se muestra en la Tabla 17.
	12.7.3.1. Los resultados del factor de lote produjeron la mayor variabilidad intraanálisis para todas las muestras (variabilidad promedio = 7,9 %; mínimo = 0 % y máximo = 42,3 %).
	12.7.3.2. Los resultados del factor de operador generaron un promedio del 3,1 % (mínimo = 0 % y máximo = 21,7 %).
	12.7.3.3. El porcentaje de varianza atribuido al instrumento ABI tuvo una varianza media del 2,2 % (mínimo = 0 % y máximo = 8,5 %).
	12.7.3.4. Los resultados del factor intrínseco atribuidos a una varianza media del 86,9 % (mínimo = 55,4 % y  máximo = 99,9 %).

	12.7.4. En general, todos los resultados de la prueba de la muestra coincidieron con el resultado de clonalidad esperado (100,0 %). El valor de RPR %CV fue ≤25 para las muestras positivas bajas con MMA, MMB y MMC, respectivamente, entre 3 operadores, ...

	12.8. Precisión de la medición: Estudio de reproducibilidad multicéntrico
	12.8.1. El propósito de este estudio fue determinar si el IdentiClone Dx IGH Assay funciona según lo previsto cuando se analiza en 3 centros distintos. Las pruebas se realizaron en un panel que contenía 6 muestras positivas (3 positivas bajas y 3 posi...
	12.8.2. El miembro negativo del panel generó resultados no clonales en los tres centros en todos los casos válidos (100,0 %, 88/88). Los miembros del panel positivo bajo y medio generaron resultados clonales en los tres centros en todos los casos váli...
	12.8.3. En general, el cociente de varianza atribuido al centro tuvo un promedio del 15,4 % y un intervalo del 0,0 % al 50,9 %.
	12.8.3.1. El cociente de varianza atribuido al operador tuvo un promedio del 0,5 % y un intervalo del 0,0 % al 4,3 %.
	12.8.3.2. El cociente de varianza atribuido a la instancia de prueba tuvo un promedio del 9,9 % y un intervalo del 0,0 % al 20,8 %.
	12.8.3.3. El cociente de varianza atribuido a la intraanálisis tuvo un promedio del 75,5 % y un intervalo del 31,7 % al 100,0 %, respectivamente.


	12.9. Validación del flujo de trabajo del ensayo: Estudio de extracción de ADN
	12.9.1. Este estudio proporciona pruebas objetivas de que tres métodos de extracción de ADN genómico (ADNg) comunes y comercialmente disponibles generan una cantidad suficiente de ADNg para el IdentiClone Dx IGH Assay. Se evaluaron tres (3) métodos de...
	12.9.2. Las muestras se extrajeron siguiendo las instrucciones asociadas del fabricante, y el ADNg resultante se cuantificó utilizando un espectrofotómetro UV-VIS y NanoDrop 2000. Tras la cuantificación, el ADNg (1 réplica por método de extracción) se...
	12.9.3. Se demostró que los tres métodos de extracción generaban la cantidad necesaria de ADNg en el ensayo, en la que cada muestra generaba ≥250 ng de ADNg independientemente del método de extracción. La cantidad total de ADNg se calculó a partir del...
	12.9.3.1. El kit PWIZ requirió 300 μl de sangre periférica y el ADNg se eluyó en 100 μl, lo que generó un intervalo de 6846,7 ng-26 336,7 ng de ADNg total
	12.9.3.2. El kit QIA requirió 200 μl de sangre periférica y el ADNg se eluyó en 50 μl, generando un intervalo de 2656,7 ng a 10 963,3 ng de ADNg total
	12.9.3.3. El kit KFF requirió 300 μl de sangre periférica y el ADNg se eluyó en 50 μl, generando un intervalo de 6795,0 ng a 33 338,3 ng de ADNg total

	12.9.4. Las 30 réplicas (10 especímenes analizados con 3 métodos de extracción) generaron al menos 250 ng de ADNg (30/30, con límite inferior del intervalo de confianza del 95 % ≥80 %). El ADNg total recuperado de los métodos PWIZ y KFF fue similar po...

	12.10. Validación del flujo de trabajo del ensayo: Estudio de entrada de ADN
	12.10.1. El propósito de este estudio es proporcionar pruebas objetivas de los requisitos de entrada de ADNg para el IdentiClone Dx IGH Assay. Se realizó una evaluación de 5 cantidades diferentes de entrada de ADNg (500 ng, 250 ng, 200 ng, 125 ng y 25...
	12.10.2. De los 100 resultados posibles de estado de clonalidad (10 especímenes analizados por duplicado para 5 condiciones de entrada diferentes), 96 resultados totales (utilizando las 3 mezclas maestras). Las 4 muestras que no generaron resultados g...

	12.11. Validación del flujo de trabajo del ensayo: Equivalencia: 3500xL frente a 3500xL Dx
	12.11.1. Este estudio demuestra que los resultados del IdentiClone Dx IGH Assay son equivalentes cuando se obtienen utilizando dos versiones diferentes de un instrumento similar:
	12.11.1.1. El Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer (RUO) y
	12.11.1.2. El Applied Biosystems 3500xL Dx Genetic Analyzer (CE-IVD)

	12.11.2. Muestras compuestas por 15 amplicones de 10 muestras clonales y 5 muestras no clonales (además de los amplicones de los controles de desarrollo asociados) y analizadas con IdentiClone Dx IGH Assay en 5 instrumentos ABI 3500 diferentes (2 RUO ...
	12.11.3. Los 5 instrumentos diferentes generaron un total de 75 resultados válidos (15 amplicones x 1 réplica x 5 instrumentos). Estos resultados se evaluaron adicionalmente para calcular los valores de la relación pico relativa (RPR), los resultados ...
	12.11.4. Los resultados de la prueba generados con los 15 amplicones (10 clonales/positivos y 5 no clonales/negativos) coincidieron al 100 % con los resultados esperados en los 5 instrumentos. Los valores de RPR generados por los amplicones positivos ...

	12.12. Validación clínica
	12.12.1. Descripción general del estudio fundamental de exactitud clínica
	12.12.1.1. Este estudio fundamental de exactitud se diseñó para evaluar la equivalencia de rendimiento clínico entre el IdentiClone Dx IGH Assay (el dispositivo en investigación) y un dispositivo confirmatorio en ADN retrospectivo y residual sin ident...
	12.12.1.2. El IdentiClone Dx IGH Assay ha sido desarrollado por Invivoscribe como dispositivo de diagnóstico in vitro indicado para la detección cualitativa basada en electroforesis capilar de reordenamientos de genes de cadena pesada (IGH) de inmunog...

	12.12.2. Objetivos del estudio
	12.12.2.1. Los objetivos de este estudio fundamental de exactitud fueron: 1) establecer la concordancia entre los resultados del IdentiClone Dx IGH Assay y el ensayo de referencia, evaluando la concordancia porcentual positiva y negativa entre los dos...

	12.12.3. Población de pacientes
	12.12.3.1. En el estudio se inscribió un total de 303 muestras; sin embargo, 54 muestras no fueron aptas para la comparación entre el ensayo de referencia y el dispositivo de investigación (IdentiClone Dx IGH Assay). De estas, 4 muestras no se enviaro...
	12.12.3.1.1. Todos los sujetos (muestras) inscritos en el estudio se incluyeron en el conjunto de inclusión (ES). El análisis de concordancia entre el IdentiClone Dx IGH Assay y el ensayo de referencia utilizó la población del ES.
	12.12.3.1.2. El grupo de análisis principal (PAS) incluye muestras de la población con resultados positivos, negativos o no válidos/indeterminados de los resultados del IdentiClone Dx IGH Assay y resultados positivos o negativos del método de referencia.


	12.12.4. Selección de pacientes y alícuotas para el IdentiClone Dx IGH Assay
	12.12.4.1. El diseño del estudio utilizó muestras de ADN anonimizadas sobrantes de pruebas clínicas y, por lo tanto, estaba exento de requerir consentimientos de sujetos individuales.
	12.12.4.2. Solo se incluyó una muestra por sujeto en el grupo de análisis final utilizado para evaluar los objetivos principales.

	12.12.5. Análisis de la seguridad
	12.12.5.1. No se espera que el IdentiClone Dx IGH Assay suponga un riesgo directo para la seguridad de los sujetos y no se tomaron decisiones de tratamiento basadas en los resultados del IdentiClone Dx IGH Assay.

	12.12.6. Efectividad
	12.12.6.1. Validación clínica primaria del IdentiClone Dx IGH Assay
	12.12.6.1.1. La intención principal de este estudio clínico establece la concordancia entre el dispositivo en investigación (IdentiClone Dx IGH Assay) y un ensayo de referencia (un ensayo IVD comercialmente disponible [en el momento del estudio] que a...
	12.12.6.1.2. La concordancia entre los resultados de clonalidad del dispositivo en investigación (IdentiClone Dx IGH Assay) y del ensayo de referencia se muestra en la Tabla 23. De las 249 muestras evaluables mediante el método de referencia, 243 noti...
	12.12.6.1.3. Tabla 24 detalla la concordancia basada en la concordancia entre los resultados de clonalidad del IdentiClone Dx IGH Assay (IUO) y el ensayo de referencia basado en NGS (IVD). De las 249 muestras evaluables analizadas, 114 de las 115 mues...
	12.12.6.1.4. Tabla 26 presenta la concordancia entre los resultados de clonalidad del dispositivo en investigación y del ensayo de referencia sin sujetos sanos. De las 203 muestras evaluables mediante el método de referencia, 197 notificaron el mismo ...
	12.12.6.1.1. La concordancia se basa en el acuerdo entre el dispositivo en investigación y el ensayo de referencia, excluidos los sujetos sanos (Tabla 27). De las 203 muestras evaluables analizadas, 69 de las 70 muestras negativas (-) coincidieron ent...


	12.12.7. Conclusiones
	12.12.7.1. Esta evaluación clínica del IdentiClone Dx IGH Assay confirma que el dispositivo en investigación detecta con precisión los acontecimientos clonales en el gen de la cadena pesada de inmunoglobulina (IGH).
	12.12.7.2. Este estudio fundamental de exactitud proporciona pruebas documentadas de que el dispositivo en investigación y el método de referencia (dispositivo confirmatorio) tienen tasas de detección similares para los acontecimientos clonales de IGH...
	12.12.7.3. Se analizó mediante ambos métodos ADN desidentificado residual extraído de muestras de sangre periférica (SP) de personas con sospecha de trastornos linfoproliferativos de las células B. Un subconjunto de 249 muestras generaron resultados e...
	12.12.7.3.1. El límite inferior del IC exacto del 95 % del CPN tenía que ser mayor o igual al 70 %. El límite inferior obtenido fue del 95 %.
	12.12.7.3.1.1. Se calculó que la especificidad diagnóstica era de 0,991.
	12.12.7.3.1.2. Razón de verosimilitud negativa: 0,038

	12.12.7.3.2. El límite inferior del IC exacto del 95 % del CPP fue mayor o igual al 70 %. El límite inferior obtenido fue del 92 %.
	12.12.7.3.2.1. Sensibilidad diagnóstica calculada en 0,963.
	12.12.7.3.2.2. Razón de verosimilitud positiva: 110,709


	12.12.7.4. Hubo un resultado falso positivo y cinco resultados falsos negativos con el método en investigación.
	12.12.7.5. Esta evaluación clínica del IdentiClone Dx IGH Assay confirma que el dispositivo en investigación detecta con precisión los acontecimientos clonales en el gen IGH.
	12.12.7.6. No se identificaron problemas de seguridad durante la ejecución de este estudio.
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