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IMG-121 V.07

Health in Code, SL. le garantiza que todos sus productos estan libres de defectos, tanto
en los materiales empleados como en su proceso de fabricacion. Esta garantia se hace
extensible hasta la fecha de caducidad, siempre que se observen las condiciones de
conservacion especificadas en este manual.

Nuestros productos estan disefados para diagnéstico in vitro. Health in Code, SL.

no le ofrece ninguna otra garantia, expresa o implicita, que se extienda mas alla del
funcionamiento correcto de los componentes de este kit. La Unica obligacion de Health
in Code, SL., respecto de las garantias precedentes, sera la de reemplazar los productos,
0 bien devolver el precio de la compra de estos, a voluntad del cliente, siempre y cuando
se pruebe la existencia de un defecto en los materiales, o bien en la elaboracion de sus
productos. Health in Code, SL. no sera responsable de ningln dafo, directo o indirecto,
que resulte en pérdidas economicas o en danos que pudieran producirse por el uso de
este producto por parte del comprador o usuario.

Todos los productos comercializados por Health in Code, S.L. son sometidos a un
riguroso control de calidad. El kit Imegen® M-BCR-ABL1 ha superado todas las pruebas de
validacion internas, que garantizan la fiabilidad y reproducibilidad de cada lote fabricado.

Para cualquier consulta sobre las aplicaciones de este producto o sobre sus protocolos,
puede contactar con nuestro Departamento Técnico:
D +34 963212340

& tech.support@healthincode.com

Imegen® es una marca registrada de Health in Code, SL. en Espana.

Modificaciones de las Instrucciones de Uso (IFU)

Actualizacion del contenido, cambio figura 1y 2, se anade apartado 12 de

version 07 NOV 2023 Caracteristicas de rendimiento .

Version 06 AGO 2023  Serenombra la enzima en los apartados 3,6, 7 y 10.

Cambio de direccién del fabricante: Health in Code S.L, Calle de la Travesia s/n,

version 05 NOV 2022 yoe pace 5 valencia 46024, Esparia.

Version 04 SEP 2022 Cambio de la identificacion del fabricante: de Imegen a HEALTH IN CODE, S.L.

Version 03 AGO 2018  Actualizacion por marcado CE/IVD del producto
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INnformacion general

La translocacion entre los genes BCR y ABLIT o translocacion del cromosoma Filadelfia
es una alteracion génica que suele estar presente en la mayoria de los pacientes con
leucemia mieloide cronica (CML) y en algunos pacientes con leucemia linfoblastica
aguda (ALL). La deteccion de este reordenamiento esta asociada a una prognosis
favorable en los pacientes.

La fusion de los genes BCR, localizado en el cromosoma 22, y ABLI, localizado en el
cromosoma 9, da lugar a un oncogén (BCR-ABL) que produce una proteina anormal. Esta
proteina da lugar a una actividad tirosina kinasa aumentada que produce el crecimiento
anormal y fuera de control de linfocitos, desencadenando en leucemia.

Segulin donde se genere el punto de rotura dentro del gen BCR, se generan distintos
reordenamientos. Existen tres formas principales del oncogen quimerico BCR/ABLT:

M-BCR-ABL!: cuando se fusionan b3/a2 o a3 y b2/a2 y a3 se genera una
tirosina quinasa quimerica de 210 kDa (p210).

m-BCR-ABLT: cuando se fusionan el/a2 o a3 se genera una tirosina quinasa
quimeérica de 190 kDA (p190).

p230: cuando se fusionan e19/a2 o0 a3 se genera una tirosina quinasa
quimerica de 230 kDa.

Ademas, en la bibliografia se han descrito otros dos reordenamientos mucho
menos frecuentes:

e6/a2 o a3
e8/a2 o a3

Referencias

> https://crmjrceceuropa.eu/p/q/bcr-abl/ERM-AD623-BCR-ABL-pDNA-CALIBRANT/ERM-AD623
> Leukemia. 2003; Volume 17: 2318-2357. doi:10.1038/sjleu.2403135
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Uso previsto

EL kit Imegen® M-BCR-ABL1 emplea una combinacién de oligonucledtidos y sondas de
hidrolisis para la amplificacion y cuantificacion del reordenamiento M-BCR-ABL1 (p210)
mediante PCR a tiempo real. Este kit permite calcular el nimero de copias del
reordenamiento y el numero de copias del gen enddogeno ABLT, comparandolo con un
plasmido sintético que posee una copia de las dos dianas de amplificacion. Ademas,
este analisis genético permite al usuario detectar enfermedad minima residual (EMR). El
nivel de sensibilidad que se puede alcanzar depende del numero maximo de copias del
gen de referencia (ABL1) que se pueda detectar.

Para alcanzar el limite de sensibilidad necesario para un analisis de enfermedad minima
residual con una respuesta molecular clinicamente significativa, es importante optimizar
el proceso de extraccion de ARN total de células de sangre periférica o de médula 6sea vy,
por tanto, los protocolos de transcripcion reversa para maximizar la cantidad de ADN
complementario (cDNA) presente en cada muestra.

El calibrador estandarizado disponible en el Institute of Reference Materials and
Measuraments (IRMM), Bélgica: nimero de catalogo ERM-AD623;
https://web.jrc.ec.europa.eu/rmcatalogue/searchrmcatalogue.do, se utiliza en la
calibracion del plasmido pIMEGEN (M-BCR-ABLT:ABLT en un ratio de copias 11), que se
utiliza como estandar para la cuantificacion realizada con el kit Imegen® M-BCR-ABL1.

Imegen® M-BCR-ABLI es sélo para uso en diagnostico in vitro y esta dirigido a
profesionales del sector de la biologfa molecular.

CHA DE REVISION 10112023 HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03 PAG.5DE 23
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Caracteristicas tecnicas

El kit Imegen® M-BCR-ABLI1 ha sido validado utilizando muestras de cDNA sintetizadas a
partir de la retrotranscripcion de ARN total, extraido de muestras de sangre periférica de
pacientes sanos y de pacientes diagnosticados con leucemia mieloide cronica. Este kit
detecta especificamente los productos de fusion y el gen de referencia (ABL1)
mencionado en el apartado 2 de este manual (finalidad del producto).

La validacién del kit Imegen® M-BCR-ABLI1 se ha realizado utilizando los siguientes
reactivos no incluidos en este kit:

N M-MLV RT (Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase). Retrotranscripcion
llevada a cabo usando 1 ug de RNA total

N Master Mix de PCR Hot Start (TagMan™ Environmental Master Mix 2.0, ThermoFisher
Scientific)

El limite de deteccion (LOD) de este analisis ha sido establecido en 5 copias totales de
M-BCR-ABL1y ABLI, empleando nuestro estandar de ADN sintético, plasmido pIMEGEN,
calibrado con el material de referencia certificado del IRMM (ERM®-AD623).

El limite de cuantificacion (LOQ) es el valor minimo cuantificable, establecido en 50 copias
totales tanto para el reordenamiento M-BCR-ABL1 como para el gen de referencia ABL], de
aht que el punto mas diluido incluido en la curva estandar corresponda con el LOQ en ambos
casos. Este kit es adecuado para detectar una respuesta molecular (MR) correspondiente a
una reduccion de 45 log del Estudio Aleatorizado Internacional, definido como:

O Enfermedad detectable < 0.0032% BCR-ABL]
O Enfermedad indetectable en cDNA con > 32,000 copias del gen de referencia ABLI1

DE REVISION 10112023 HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03 PAG. 6 DE 23
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Advertencias
y precauciones

<

<

<

Se recomienda seguir estrictamente las instrucciones de este manual, especialmente
en cuanto a las condiciones de manipulacion y almacenamiento de los reactivos.

No pipetear con la boca.

No fumar, comer, beber ni aplicarse cosmeticos en las zonas donde se manipulan
kits y muestras.

Se debe proteger debidamente cualquier afeccion cutanea, asf como cortes, abrasiones
y otras lesiones de la piel.

No verter los restos de reactivos a la red de agua potable. Se recomienda utilizar los
contenedores de residuos establecidos por la normativa legal y gestionar su tratamiento
a traves de un gestor de residuos autorizado.

En caso de un derrame accidental de alguno de los reactivos, evitar el contacto con
la piel, los ojos y las membranas mucosas y limpiar con abundante agua.

Las hojas de datos de seguridad (MSDS) de todos los componentes peligrosos
que contiene este kit estan disponibles bajo peticion.

Este producto requiere la manipulacion de muestras y materiales de origen humano.
Se recomienda considerar todos los materiales de procedencia humana como
potencialmente infecciosos y manipularlos conforme a la norma de la OSHA sobre
Bioseguridad de nivel 2 de los patdgenos de transmision sanguinea o se deben
utilizar otras practicas pertinentes de bioseguridad para los materiales que contienen
0 se sospecha que puedan contener agentes infecciosos.

Los reactivos incluidos en este kit no son toxicos, explosivos, infecciosos, radiactivos,
magneticos, corrosivaos ni causantes de contaminacion ambiental biologica.

Este kit ha sido validado con unos equipos y en unas condiciones especificas que
podrian variar sensiblemente en otros laboratorios. Se recomienda por tanto que cada
laboratorio realice una validacion interna cuando vaya a utilizar por primera vez el kit.

El fabricante no responde del mal funcionamiento del ensayo cuando los reactivos
incluidos en el kit son sustituidos por otros reactivos no suministrados por Health
in Code, SLL.

El fabricante no garantiza la reproducibilidad del ensayo cuando el usuario introduce
reactivos no validados por Health in Code, S.L. por considerarlos equivalentes a los
suministrados en el kit.

DE REVISION 10112023 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.03 PAG.7DE 23
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Contenido y condiciones
de almacenamiento del kit

El kit contiene los siguientes reactivos necesarios para llevar a cabo 48 reacciones de PCR
a tiempo real:

M-BCR Master Mix: mezcla de oligonucledtidos y sondas de hidrélisis (FAM™) especificos
para detectar el reordenamiento M-BCR-ABLI.

ABL1 Master Mix: mezcla de oligonucleotidos y sondas de hidrolisis (FAM™) especificos
para detectar el gen de referencia ABLI.

M-BCR-ABL]1 Standard: Plasmido (pIMEGEN) a una concentracion de 30 x 10 copias/pl
de M-BCR-ABL1y ABLTen un ratio 1.1.

Tabla 1 Componentes del kit Imegen® M-BCR-ABL]1

Reactivos Color Viales Conservacion
M-BCR Master Mix Disco verde 2 x 24 reacciones 4°C
ABL1 Master Mix Disco amarillo 2 x 24 reacciones 4°C
M-BCR-ABL1 Standard Tapa verde 4 viales 4°C

(%) Los reactivos de este kit estdan liofilizados. Una vez rehidratados, deberdn conservarse a -20°C

CHA DE REVISION 10112023 HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03 PAG. 8 DE 23
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Equipos, reactivos
y materiales
que No se suministran

Equipos:

Termociclador de PCR a tiempo real (canales FAM y VIC)
Micropipetas (10 pL, 20 pL y 200 pL)

Vortex

Centrifuga

Reactivos:

Master Mix de PCR Hot Start (TagMan™ Environmental Master Mix 2.0, Thermo Fisher
Scientific)
Agua libre de nucleasas

NOTA: Ademas, este kit no incluye los reactivos requeridos para llevar a cabo la retrotranscripcion de RNA a cDNA.

Materiales:

Puntas de pipetas con filtro (10 pL, 20 pL y 200 plL)

Tubos estériles de 15 mL

Material fungible dptico compatible con el termociclador de PCR a tiempo real
Guantes de latex

Kits complementarios

Health in Code, S.L. proporciona un kit de screening mediante PCR en tiempo real que
permite al usuario detectar la presencia de los oncogenes BCR-ABL1 mas frecuentes,
incluidos M-BCR-ABL1 (p210) y m-BCR-ABLI1 (p190). Si los resultados de cribado obtenidos
para el reordenamiento BCR-ABL1 son positivos, se recomienda realizar la cuantificacion
de M-BCR-ABL1y m-BCR-ABL!:

IMG-108 Imegen® BCR-ABLI Screening
IMG-122 Imegen® m-BCR-ABLI

DE REVISION 10112023 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.03 PAG. 9 DE 23
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Protocolo de ensayo

071 | Preparacion de los reactivos

Todos los reactivos incluidos en el kit estan liofilizados. El primer paso antes de utilizar
nuestros kits consistira en rehidratar los reactivos afiadiendo la cantidad de agua, libre de
nucleasas, recogida en la siguiente tabla. Con el objetivo de facilitar la resuspension de
cada componente, se recomienda agitar y dar un spin a los tubos que contienen los
reactivos y conservarlos a 4°C durante una hora antes de su uso.

Tabla 2. Volumen de rehidratacion de los componentes del kit

Reactivos Rehidratacion

M-BCR Master Mix 130 L de agua/vial*
ABL1 Master Mix 130 yL de agua/vial*
M-BCR-ABL1 Standard 50 pL de agua/vial*

(*) Si estos reactivos no van a ser utilizados tras la rehidratacion, recomendamos conservarlos a -20°C.

072 | Preparacion de las curvas patron

El protocolo para la preparacion de las reacciones de amplificacion es el siguiente:

01 Descongelar todos los reactivos:

O M-BCR-ABLIStandard

Agua libre de nucleasas para los controles negativos (no incluido en el kit)

02 Agitar en vortex, dar spin a todos los reactivos y mantener en hielo.

03 Preparar las diluciones del estandar pIMEGEN calibrado con el estandar del IRMM para
generar las curvas estandar con numero de copias de M-BCR-ABL1y ABLT conocido.

04 Una vez se harehidratado el estandar, realizar diluciones seriadas para generar las
curvas patron tanto del del reordenamiento M-BCR-ABL1 como de ABLI
El nimero de copias M-BCR-ABL1 Standard es de 30x10* copias/uL (1500.000 copias
totales). Se recomienda preparar las diluciones justo antes de realizar el ensayo.

05 Preparar cuatro diluciones seriadas 1110, mezclando 5 pL de control positivo y 45 pL
de agua libre de nucleasas. A continuacion, realizar una dilucion 1/3, para preparar
el punto menos concentrado de la curva, equivalente a 50 copias totales.

06 Agitar en vortex y dar spin a cada dilucion antes de preparar la siguiente dilucion
menos concentrada:

DE REVISION 10112023 HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03 PAG.10 DE 23
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1/10 1/10 1/10 1/10 1/3
dilution dilution dilution dilution dilution
Vortex Vortex Vortex Vortex Vortex Vortex
Spin Spin Spin Spin Spin Spin
Spul 5pul 5ul 5pul 10 pl

45 45 45
Hp' oy oy
M-BCR-ABL1 Control Standard Standard Standard
1,500,000 copies 150,000 copies 15,000 copies 1,500 copies
30x10* cp/pL 30x10% cp/pL 30x10%cp/uL 30x10cp/uL

w B

Standard Standard
150 copies 50 coples
30cp/pL 10 cp/pL

Figura 1. Protocolo para la preparacion de la curva estdndar utilizando M-BCR-ABL1 Standard

073 | Preparacion de las reacciones de amplificacion

El protocolo de preparacion de las reacciones se muestra a continuacion:

01 Descongelar los reactivos:

M-BCR Master Mix
ABLIT Master Mix

SO O

Fisher Scientific) (no suministrado)

Master Mix de PCR Hot Start (TagMan™ Environmental Master Mix 2.0, Thermo

02 Agitar en vortex cada uno de los reactivos y mantener en frio.

03 Anfadir las cantidades necesarias de los reactivos especificados a continuacion, a
tubos de 15 ml Se recomienda realizar los calculos afadiendo reactivos suficientes
para analizar una reaccion mas, o bien calcular y afiadir un 10% mas de cada uno de

los reactivos:

M-BCR-ABL1Master Mix (Oncogén)

Reactivo

Volumen por reaccion

M-BCR Master Mix

TagMan™ Environmental Master Mix 2.0

ABL]1 Master Mix (Gen de referencia)

5uL
10 yuL

Reactivo Volumen por reaccién
ABL] Master Mix 5uL
TagMan™ Environmental Master Mix 2.0 10 pL

DE REVISION 10112023 HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03
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Los volumenes requeridos en cada mix deben ser escalados teniendo en cuenta el
numero de muestras que se van a analizar y las reacciones necesarias para construir
la curva estandar M-BCR-ABL 1 Standard y analizar un control negativo de PCR (No
template control, NTC).

04 Agitar en vortex los tubos que contienen los Master Mix de PCR Hot Start y dispensar
15 pl en cada pocillo.

05 Una vez los mixes se hayan dispensado, afiadir los siguientes reactivos en los
pocillos correspondientes:

5 pl de cDNA de la muestra (en duplicado)
5 pl de cada dilucion de M-BCR-ABLI1 Standard (pIMEGEN)

5 pl de agua libre de nucleasas (Control negativo o NTC)

M-BCR Master Mix ABL]T Master mix

S O O

cDNA 1_R1 cDNA 1_R1
cDNA1_R2 cDNA1_R2
cDNA 2_R1 cDNA 2_R1
cDNA 2_R2 cDNA 2_R2

Figura 2. Ejemplo de la plantilla de PCR. R, replicas;, NTC, no template control,; cp/ ul, copias/ pl.

074 | Configuracion del programa PCR

Para llevar a cabo la PCR a tiempo real, se deberan seguir las siguientes instrucciones para
configurar el programa de amplificacion:

7500 Fast o StepOne Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific)

Tipo de experimento: Quantitation- Standard curve
Velocidad de rampa: standard

Volumen de reaccion: 20 pL

Referencia basal ROX™: incluida

Fluordforos de las sondas TagMan:

SO

IMG-121 V.07 ECHA DE REVISION 10112023 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.03 PAG.12 DE 23
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Tabla 3. Informacidn de las sondas.

Sonda Fluoroforo Quencher
M-BCR FAM™ TAMRA
ABL1 FAM™ TAMRA

(*) En el StepOne PCR Systern (Thermo Fisher Scientific) este campo deberd indicarse como “None”

O Programa optimo:

Tabla 4. Programa de PCR optimo para el 7500 FAST o StepOne

Etapal
Activacion enzimatica
50 ciclos

N° de Ciclos 1 ciclo inicial 1 ciclo inicial ' y Union de cebadores

Desnaturalizacion )

/ Extension
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C
Tiempo 2 minutos 10 minutos 15 segundos I minuto*
(*) Deteccion de la fluorescencia
DE REVISION 10112023 HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03 PAG. 13 DE 23
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Para un correcto analisis de los resultados se recomienda seguir las siguientes indicaciones:

N

DE REVISION 10

CONTROLES NEGATIVOS

Comprobar la ausencia de amplificacion en los controles negativos (NTC). En
caso de detectarse amplificacion se recomienda repetir el analisis para
descartar que se haya producido una contaminacion accidental.

Amplification Plot

250 Resultados esperados

225 ( N TC)

ARn

> 4 & & i iz 4 & & 20 22 24 28 2 3 32 34 38 38 40 42 44 46 48 80
Cycle

Figura 3 Resultado esperado para el control negativo (NTC)

CURVA ESTANDAR (pIMEGEN, M-BCR-ABL1STANDARD)

Comprobar que las diluciones seriadas preparadas utilizando el plasmido pIMEGEN
producen curvas estandar adecuadas tanto para ABLT como para M-BCR-ABL],
cuando la regresion lineal se ajusta a numeros de copia logaritmicos.

O Pendiente: Rango entre -3.1y -3.7
O Coeficiente de determinacién: R?>0,980.

Standard Curve

ABLI1

Cr

o M-BCR-ABLI1

Guaniiy
Figura 4. Regresion lineal de las curvas estdndar para ABL1y M-BCR-ABL1

HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03 PAG.14 DE 23
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Sino se detecta amplificacion en M-BCR-ABL 1 Standard, consultar la Seccion 9
(Troubleshooting). La concentracién mas alta del estandar corresponde a 30x10*
copias por dl (1500.000 copias totales), y la mas baja corresponde a 10 copias
por ul (50 copias totales).

Amplification Plot

M-BCR-ABLI1

&Rn
B
~
\\\

VA
/
/

/
/

// .f / / /
S S / /
22| (M-BCR-ABLI Stap_q!yd_)i_/z/ , // / //

0,75 /
Resultado esperado  /

2 4 8 8 0 1@ 1 B w = ® @ 8 4 @& a =

Cycle

Figura 5. Diluciones seriadas utilizadas para construir la curva estandar del sistema de PCR M-BCR-ABL1

Amplification Plot

225 ABL1

&4Rn

020 Resultado esperado
(M-BCR-ABLI1 Standard)

2 ¢ & 8 W 12w W @w W 2w ® W m oM W W @ @ 4 @ & %

=
Cycle

Figura 6. Diluciones seriadas utilizadas para construir la curva estdndar del sistema de PCR ABLIT

N\l MUESTRAS (cDNA)

ABLI1 Master Mix

Comprobar que en todas las muestras se detecta el gen de referencia (ABL1) en las
reacciones preparadas con el ABLT Master Mix. ABL1 es un gen que se expresa
constitutivamente, por tanto, la amplificacion del gen enddgeno permite comprobar
que en la muestra existe suficiente cantidad de cDNA y de una calidad apropiada.

Amplification Piat

| ABL1

2 ¢ & 8 ®w @ 1w w uw W @ M ® W - M ® W 4 @ 4 & a =0

Cy;I:
Figura 7. Resultado esperado con el sistema ABLI1 para una muestra de cDNA de buena calidad.
DE REVISION 10112023
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M-BCR Master Mix & ABL1 Master Mix

Tras la verificacion de todos los controles, se analizan las muestras de cDNA.
La muestra analizada presenta una translocacion BCR-ABLI si se detecta
amplificacion en las reacciones preparadas con el M-BCR Master Mix, como
se indica a continuacion.

O Muestra negativa

Amplification Plot

2 ABL1

ARn

o M-BCR-ABL1

Cycle

Figura 8. Resultado esperado en muestras de cDNA no patogénicas. El sistema ABL1amplificard
dicho gen, pero el sistema BCR Screening no amplificard el oncogén M-BCR-ABLI.

O Muestra positiva

Amplification Plat

ABLI1 -~

ARn

M-BCR-ABL1

Cycle

Figura 9. Resultado esperado en muestras de cDNA patogénicas. Ambos sistemas amplificardn sus
dianas, tanto el gen ABL1como el oncogén M-BCR-ABLI

Las muestras tienen el reordenamiento M-BCR-ABLI1 si hay amplificacion en
las reacciones preparadas con el M-BCR Master Mix. Para calcular el nimero
de copias normalizado (NCN) se calculara el numero de copias del del
reordenamiento M-BCR-ABLI1y gen de referencia (ABL]1). La cuantificacion
del reordenamiento (NCN) se obtiene mediante la siguiente formula:

M — BCR — ABL1¢y
ABL1¢y

NCN =

NCN = Numero de copias normalizado
CF = Factor de Conversion

Para poder comparar los resultados, se ha propuesto una Escala Internacional (IS) para
M-BCR-ABL1basada en la implementacion de factores de conversion (CF) especificos vy el

IMG-121 V.07 ECHA DE REVISION 10112023 HIC-PT-KIT 03-F-03 V.03 PAG.16 DE 23
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uso de kits calibrados de acuerdo con el sistema internacional. Para cumplir con la
recomendacion, el plasmido pIMEGEN (M-BCR-ABLI Standard) se calibra utilizando el
plasmido estandar ERM AD623 BCR-ABLIT por PCR digital multiplexada (dPCR;
QuantStudio 3D Digital PCR System).

Ademas, cada lote producido se evalua con un estricto control de calidad y se
proporciona junto con un factor de conversion (CF) para conmutar el numero de copia
normalizado (NCN) basado en un valor de nimero de copia corregido tanto para el
reordenamiento M-BCR-ABLI1(p210) como para el gen de referencia (ABLI).
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09 Troubleshooting

La tabla que aparece a continuacion presenta graficamente los resultados que podrian
obtenerse del analisis de los diferentes controles y una muestra en un ensayo, asi como
su interpretacion:

Tabla 5. Interpretacion de los posibles resultados obtenidos utilizando Imegen®-M-BCR-ABL]

Control M-BCR-ABL1 ABLI1 Resultado / Interpretacion
PIMEGEN + + Resultado esperado
(M-BCR-ABLI Standard) - - Fallo en la configuracion de la PCR'
- +
Resultado esperado
Muestra cDNA + +
_ _ Fallo de amplificacion de las
muestras de cDNA?
- - Resultado esperado
Control negativo (NTC) N N Contaminacion con cDNA humano o
con el estandar ?

(1) Fallo en la configuracion de la PCR: un error en la amplificacion puede deberse a un problema técnico
durante la configuracion de la PCR. Verifique el programa de amplificacion y la configuracion de la
deteccion de fluorescencia.

(2) Fallo de amplificacion de la muestra de cDNA: un fallo de amplificacion del gen de referencia en la
muestra de cDNA podria sugerir que la cantidad o la calidad de la muestra de cDNA esta comprometida. En
esta situacion, se recomendaria un segundo analisis, extraccion de ARN o sintesis de muestras nuevas de
cDNA antes de realizar una interpretacion de los resultados.

(3) Contaminacion con cDNA humano o con el control positivo (Standard): la contaminacion de la PCR podria
ser causada por un manejo inadecuado de la muestra, el uso de reactivos contaminados o por una
contaminacion ambiental. Para resolver este problema, se recomienda una limpieza completa del laboratorio
donde se preparan las PCR, incluido el equipo y el material utilizado. Si es necesario, use alicuotas nuevas de
los reactivos de PCR y prepare finalmente las reacciones de PCR que contienen los controles positivos para
evitar cualquier contaminacion cruzada.
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101 | Equipos

Imegen® M-BCR-ABLT ha sido validado usando los siguientes termocicladores de
PCR a tiempo real:

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific)
7500 FAST Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific)

Técnicamente, el kit es compatible con cualquier equipo de PCR a tiempo real que
permita la deteccion de fluorescencia emitida por el fluoréforo FAM™.

Siusa otra marca o modelo de termocicladores, podria necesitar ajustar el programa
de amplificacion. Por favor, contacte con nuestro servicio tecnico para cualquier
consulta o aclaracion.

102 | Reactivos

Imegen®M-BCR-ABLI se ha validado empleando los reactivos incluidos en el kit y las
ADN polimerasas recomendadas por el fabricante de los termocicladores de PCR a
tiempo real utilizados en la validacion:

M-MLV RT (Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase)
Master Mix de PCR Hot Start (TagMan™ Environmental Master Mix 2.0,
ThermoFisher Scientific)

Si utiliza una enzima de PCR diferente de la ADN polimerasa utilizada en la validacion para
realizar el analisis, se recomienda realizar una validacion previa con los nuevos reactivos.
Por favor, contacte a nuestro Equipo de Soporte Tecnico si necesita mas informacion.

Ademas, este kit no incluye los reactivos para la extraccion de ARN o la retrotranscripcion
de ARN a cDNA. Se recomienda utilizar un protocolo que parta de 1pg de ARN para llevar
a cabo la retrotranscripcion.

103 | Estabilidad del producto

El funcionamiento optimo de este producto esta confirmado siempre que se apliquen
las condiciones recomendadas de almacenamiento especificadas en la seccion 5
(Contenido y almacenamiento del kit) de este manual.
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Calibracion IRMM

Segun la European LeukemiaNet (ELN) para el tratamiento de pacientes con leucemia
mieloide cronica, se ha implementado una Escala Internacional para M-BCR-ABL1 para
expresar los resultados de acuerdo con un calibrador estandarizado y trazable del Instituto
de Materiales y Medidas de Referencia (IRMM), Bélgica: nimero de catalogo ERM-AD623.

Para cumplir con esta recomendacion, Health in Code, SL. ha calibrado internamente el
plasmido pIMEGEN con el plasmido ERM AD623 BCR-ABL1. Ambos contienen M-BCR-ABLI1
y ABL1en una proporcion de 1: 1. La calibracion se ha realizado en base al numero de
copias absolutas de M-BCR-ABL1y ABLI por PCR digital multiplexada (dPCR; QuantStudio
3D Digital PCR System). Ademas, cada lote producido se evalla con un estricto control de
calidad y se proporciona junto con un factor de conversion (CF) para determinar el
numero de copias normalizado (NCN) basado en un valor de numero de copias corregido
para ambos, el reordenamiento M-BCR-ABL1 (p210) y el gen de referencia (ABLI).

—@—  M-BCR-ABL1_IRMM ----@---  M-BCR-ABL1_pIMEGEN
—0— ABL1_IRMM ----O--- ABL1_pIMEGEN
40
35

30

25

Threshold cycle (Ct)

20

15

LOG, (Copy number)

Figura 9. Detalles funcionales de los estdndares pIMEGEN y del IRMM

M-BCR-ABL1_IRMM Slope: -3.389, Y-Inter: 38,09, R2: 0.999
ABL1_IRMM Slope: -3.357, Y-Inter: 39.14, RZ: 0.999
M-BCR-ABL1_pIMEGEN Slope: -3.372, Y-Inter: 38.41, R%: 0.999
ABL1_pIMEGEN Slope: -3.391, Y-Inter: 39.95, R2: 0.999

La comparacion funcional del estandar del IRMM y del estandar pIMEGEN se analizo
mediante PCR en tiempo real, evaluando la pendiente de la regresion lineal, el intercepto
en Y (Y-Inter) y el coeficiente de determinacion (R2) de cada sistema, cualidades
altamente dependientes de los oligonucleotidos y sondas de hidrdlisis utilizadas.

Referencia

> Cross, N.C P et al Laboratory recommendations for scoring deep molecular responses following
treatment for chronic myeloid leukemia. Leukemia 29, 999—-1003 (2015).

DE REVISION 10112023 HIC-PT-KIT O3-F-03 V.03 PAG. 20 DE 23



IMG-121 V.07

E(

{

Caracteristicas
de rendimiento

121 | Muestras de validacién

El kit Imegen® M-BCR-ABL1 para qPCR esta disefado para el analisis de ADN
complementario (ADNc) procedentes de sangre periférica o medula dsea.

Los ensayos han sido validados con una muestra de ADN sintético (plasmido) y 11 muestras
de ADNCc cuyo genotipo ha sido previamente analizado para identificar las variantes mas
frecuentes del reordenamiento M-BCR-ABL1.

12.2 | Linealidad y eficiencia

El grado de linealidad y eficiencia del kit Imegen® M-BCR-ABL1 para qPCR se ha establecido
mediante una curva patron a partir de diluciones seriadas (1:10) de un plasmido (pIMEGEN)
calibrado internamente con concentracion conocida para M-BCR-ABLTy ABLT

Para determinar la linealidad, se representaron graficamente los valores de Ct obtenidos
para cada punto de la curva patron frente al logaritmo en base 10 de la concentracion del
ADN. Los puntos de la curva se ajustaron a una recta mediante una regresion lineal, en la
que se evalua el valor del coeficiente de correlacion (R?) para determinar la calidad del
sistema para replicar los resultados.

Se han realizado 3 replicas de cada uno de los 6 puntos de la curva patron. En la Tabla 6
se reflejan los valores de los parametros para cada una de las rectas.

Tabla 6. Linealidad del ensayo M-BCR-ABL1

Recta 3 Media BRI el

Estandar
Pendiente -3,298 -3,362 -3,645 -3,435 0,184 5,375
R? 0,999 0,995 0,995 0,996 0,002 0,231

ABL]

Recta 1 Recta2 | Recta3 Media DESHIEE
Estandar
Pendiente -3,338 -3,421 -3,419 -3,392 0,047 1,395
R? 0,978 0,986 0,985 0,983 0,004 0,443
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La pendiente de la linea de regresion se relaciona con la eficiencia de la amplificacion
(E) mediante la siguiente formula;

% E — (‘lo—Vpendiente _ ‘|) X ]OO

Valores de eficiencia entre el 90 y el 110% se consideran aceptables. En la Tabla 7 se refleja
la eficiencia de las reacciones de amplificacion en el rango lineal del ensayo.

Tabla 7. Eficiencia del ensayo M-BCR-ABLI.

M-BCR-ABL1 ABLI1

Pendiente Pendiente
-3,435 0,996 955 -3,392 0,988 972

Los resultados confirman una adecuada eficiencia y linealidad para la cuantificacion
del reordenamiento de M-BCR-ABLI.

12.3 | Limite de cuantificaciéon (LOQ)

Para establecer el LOQ se utiliza el plasmido (pIMEGEN) calibrado internamente a una
concentracion de 50 copias totales de M-BCR-ABL1y ABLI Se evalua el coeficiente de
variacion (CV), que debe ser < 25% entre 11 réplicas para asegurar la correcta cuantificacion
del analito.

124 | Reproducibilidad y repetibilidad

Para evaluar la reproducibilidad y repetibilidad se prepara el plasmido a una concentracion
igual al limite de cuantificacion (LOQ=50) y se realizan los ensayos de repetibilidad
cargando 11 réplicas en dos equipos diferentes de gPCR (7500 FAST Real-Time PCR System
y StepOnePlus™ Real-Time PCR System de Thermo Fisher Scientific).

El criterio de aceptacion de reproducibilidad y repetibilidad es un CV inferior al 25% para
ambos ensayos. La repetibilidad y reproducibilidad es superior al 90% cargando 11 réplicas
en un mismo ensayo y en diferentes equipos de gPCR.
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