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Limitaciones

Este producto esta disefiado para detectar reordenamientos mediante valores
criticos en la region fijada con los clones rojo y verde de este conjunto de sonda,
en la que se incluyen los genes IgH y MAFB. Es posible que con este producto no
se detecten valores criticos fuera de esta regién ni variantes de los
reordenamientos contenidas en su totalidad dentro de la misma.

El ensayo no esta previsto parasu uso como técnica diagndstica, prueba prenatal,
método de cribado poblacional, analisis de diagndstico inmediato o prueba de
autodiagnostico independiente. Este producto esti previsto exclusivamente a un
uso clinico profesional y todos los resultados deben ser intempretados por personal
debidamente cualificado teniendo en cuenta los resultados de otros ensayos
pertinentes.

Este producto no ha sido validado para su uso en tipos de muestras o de
enfermedades distintas de las especificadas en su uso previsto.

La notificacién y la interpretacién de los resultados de ensayos de hibridacion in
situ fluorescente (FISH, por sus siglas en inglés) deben llevarse a cabo de
conformidad con las normas de practica profesional y tener en cuenta otros datos
clinicos y de diagndstico. Este kit esta previsto como complemento de otras
pruebas analiticas diagndsticas, por lo que no se debe iniciar ninguna accion
terapéutica basadaexclusivamente en el resultado de un ensayo de FISH.

Si no se sigue el protocolo, el resultado se podria ver afectado y se podrian generar
falsos positivos o falsos negativos.

Este kit no ha sido validado para ningin fin que no esté cubierto en el uso previsto
declarado.

Uso previsto

CytoCell IGHMAFB Translocation, Dual Fusion Probe es un ensayo cualitativo no
automatizado de hibridacion in situ fluorescente (FISH, por sus siglas en ingés)
gue permite detectar reordenamientos cromosomicos entrela region 14q32.3 del
cromosoma 14y laregién 2012 del cromosoma 20 en suspensiones de céluas
de origen hematoldgico fijadas en solucion fijadora de Carnoy (3:1 metanol/acido
acético) de pacientes con sospecha o diagnéstico confirmado de neoplasias
hematopoyéticas de origen linfatico (como, por ejemplo, el mieloma mditiple [MM]).

Indicaciones

Este producto estd previsto como complemento de otras pruebas clinicas e
histopatol6gicas en protocolos diagnésticos clinicos reconocidos en los que el
conocimiento del estado de translocacion IgH-MAFB resultaria relevante para el
tratamiento clinico.

Principios del ensayo

La hibridacion in situ fluorescente (FISH) es una técnica que permite detectar
secuencias de ADN sobre cromosomas metafésicos o en ndcleos interfasicos de
muestras citogenéticas fijadas. En la técnica, que constituye un excelente

complemento de los andlisis citogenéticos por bandeo cromosémico de Giemsa,
se emplean sondas de ADN que hibridan con cromosomas

completos o secuencias Unicas simples. Esta técnica ahora puede
aplicarse como una herramienta de investigacion esencial en el analisis
cromosémico prenatal de tumores sélidos y hematolégicos. Una vez fijado y
desnaturalizado, el ADN de interés esta preparado para hibridar conuna sonda de
ADN marcada con fluorescencia e igualmente desnaturalizada que contiene una

secuencia complementaria. Tras la hibridacion, se retira la sonda de ADN libre o
sin union especificay el ADN se contratifie para su visualizacién. A continuacion,
se puede observar mediante microscopia de fluorescencia la sonda hibridada
sobre el material de interés.

Informacion sobre las sondas
El gen MAFB (factor de transcripcion bZIP MAF) se halla en 20q12 y el gen IgH
(locus de la cadena pesada de las inmunoglobulinas) esta ubicado en 14932.33.

Aproximadamente el 50-60 % de los casos de MM estan vinculados a
translocaciones en las que esta implicado el gen IgH acompafiado de uno de los
multiples genes con los que se asocia, entre ellos, los genes CCND1, NSD2
(MMSET) y FGFR3, CCND3, MAF 0 MAFB?,

Latranslocacion t(14;20)(14932;912) es recurrente y se observa en alrededor del
2% de los MM?2,

El reordenamiento reciproco pone una forma truncada del estimulador p del gen
IgH (Ep, ubicado entre los segmentos de union [J]y la regién constante del gen
IgH) en contacto directo con el gen MAFB*. Se ha demostrado que la fusion
resultante y la ampliacién del producto de transcripcién provocan la regulacion
incorrecta de la ciclina D2

Se da por sentado que el prondstico de la translocaciont(14;20)(14q32;q12) es €l
mismo que el de la translocaciont(14;16)(q32;q23)°.

Caracteristicas delas sondas
MAFB, 20912, en rojo
IgH, 14932.33, en verde
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El producto IGH/MAFB se compone de sondas marcadas en verde que cubren el
segmento constante y el segmento variable del gen IgH y de sondas MAFB (de
195 kb, 161 kb y 401 kb), marcadas en rojo. Las sondas MAFB se sitian a ambos
lados de la region en la que se producen los valores criticos (entre los genes MAFB
y PPP1R16B).

Materiales suministrados

Sonda: 50 pl por vial (5 ensayos) o 100 pl por vial (10 ensayos)

Las sondas se suministran premezcladas en disolucién de hibridacién (formamida;
sulfato de dextrano; citrato de sodio salino [SSC]) y vienen listas parasu uso.

Tincionde contraste: 150 pl por vial (15 ensayos)
Se utiliza DAPI AntiFade como tincion de contraste (ES: 0,125 pug/ml de DAPI [4,6-
diamidino-2-fenilindol]).

Advertencias y precauciones

1. Parauso diagnoéstico in vitro. Solo para uso profesional.

2. Use guantes al manipular las sondas de ADNy la tincién de contraste con
DAPI.

3. Las mezclas de las sondas contienen formamida, que es un teratégeno; no
respire los vapores ni permita que entre en contacto con la piel. Utilice guantes
y bata de laboratorio y manipulelo en una campana de laboratorio. Para su
eliminacion, aclare con abundante agua.

4. EIDAPI puede ser carcinbgeno. Manipulelo con cuidado; utilice guantes y bata
de laboratorio. Para su eliminacién, aclare con abundante agua.

5. Deseche todos los materiales peligrosos de acuerdo con las directrices de
eliminacion de residuos peligrosos de su centro.

6. Todos los operarios deberan poder distinguir los colores rojo, azul y verde.

7. Sinosesiguen el protocoloy los reactivos indicados, el resultado se podia
ver afectado y se podrian generar falsos positivos o falsos negativos.

8. Lasonda no se debera diluir ni mezclar con otras sondas.

9. Sino se usan 10 pl de sonda durante la fase del protocolo previa a la
desnaturalizacion, el resultado se podria ver afectado y se podrian generar
falsos positivos o falsos negativos.
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Conservaciony manipulacion
El kit debe conservarse en el congelador a una temperatura de
J/ -15°C  entre -25°C y -15 °C hasta la fecha de caducidad indicada en
la etiqueta del kit. Los viales de las sondas y de la tincién de
-25°C contraste se debenconservar en la oscuridad.

La sonda conserva su estabilidad durante los ciclos de
\ |/ congelacion y descongelacién que se experimentan durante el
~ ® - uso normal (la extraccion de la sonda del congelador
_— . COnstituiria el primer ciclo y su reposicién en el congelador, €l
/ I \ segundo) y es fotoestable hasta 48 horas después de haberse
A expuesto a condiciones de luz continua. Debe hacerse todo lo
posible por limitar la exposicién a la luz y los cambios de

temperatura.

Equiposy materiales necesarios perono suministrados

Se deberan utilizar los siguientes equipos calibrados:

1. Placacalentadora(conuna placa séliday control de temperatura de precision
de hasta 80 °C)

2. Micropipetas calibradas de distintos volimenesy puntas de 1 pl a 200 pl

3. Bafio Maria con control de temperatura de precision a 37°Cy 72 °C

4. Tubos de microcentrifuga (0,5 ml)

5. Microscopio de fluorescencia (véase el apartado Recomendaciones sobre €l
microscopio de fluorescencia)

6. Microscopio de contraste de fases

7. Frascos Coplin transparentes de plastico, ceramica o vidrio termorresistente

8. Pinzas

9. Medidor de pH calibrado (o tiras indicadoras de pH capaces de medir un pH

de 6,5-8,0)
10. Recipiente humidificado
11. Aceite de inmersion para lentes de microscopio de fluorescencia
12. Centrifuga de sobremesa
13. Portaobjetos para microscopio
14. Cubreobjetos de 24 x 24 mm
15. Cronémetro
16. Incubadora de 37 °C
17. Adhesivo de solucién de caucho
18. Mezclador vortex
19. Cilindros graduados
20. Agitador magnético
21. Termoémetro calibrado

Equipo opcional no suministrado
1. Caéamarade secado citogenético

Reactivos necesarios pero no suministrados
Disolucién de 20xSSC (citrato de sodio salino)
Etanol al 100 %

Tween-20

1 M de hidréxido de sodio (NaOH)

1M de acido clorhidrico (HCI)

Agua purificada

oo, wh R

Recomendaciones sobre el microscopio defluorescencia

Para una visualizacién 6ptima, se recomienda utilizar una lampara de mercurio de
100 vatios o equivalente y objetivos planos apocrométicos de 60/63 o 100
aumentos con aceite de inmersién. Los fluoréforos utilizados en esta sonda se
excitaran y emitiran energia a las siguientes longitudes de onda:

Verde 495 521
[ Rojo | 596 | 615 |

Aseglrese de colocar en el microscopio los filtros de excitacién y emision
adecuados para cubrir las longitudes de onda mencionadas mas arriba. Para una
6ptima visualizacion simultdnea de los fluoréforos verdey rojo, se recomienda
utilizar un filtro de paso de banda triple DAPI/espectro verde/espectro rgo o un
filtro de paso de banda doble espectro verde/espectro rojo.

Se debera comprobar el microscopio de fluorescencia antes de su uso para
confirmar que funciona correctamente. El aceite de inmersion debera ser
adecuado para la microscopia de fluorescencia y presentar baja autofluorescencia.
Debe evitarse la mezcla de DAPI AntiFade con aceite de inmersiéon para
microscopio, puesto que esto oscurecerd las sefiales. Se deben seguir las
recomendaciones de los fabricantes relativas a la vida Gtil de la lampara y la
antiguiedad de los filtros.

Preparacion de las muestras

El kit esta disefiado para utilizarse en suspensiones de células de origen
hematolégico fijadas en solucién fijadora de Carnoy (3:1 metanol/acido acético),
que se debera preparar de acuerdo con las directrices del laboratorio o el centro.
Se han de preparar muestras secadas al aire en portaobjetos para microscopio de
acuerdo con los procedimientos citogenéticos habituales. La guia The AGT
Cytogenetics Laboratory Manual contiene recomendaciones sobre la recogida, el
cultivo y la extraccién de muestras y la preparaciénde los portaobjetos®.

Preparacion de las soluciones

Soluciones de etanol

Diluya etanol al 100 % con agua purificada utilizando las siguientes proporciones y
mézclelo bien:

e Etanolal 70 %: 7 partes de etanol al 100 % por 3 partes de agua purificada

e Etanolal 85 %: 8,5 partes de etanol al100 % por 1,5 partes de agua purificada
Conserve las disoluciones hasta seis meses a temperatura ambiente en un
recipiente hermético.

Solucién 2xSSC

Diluya 1 parte de solucién de 20xSSC en 9 partes de agua purificada y mézclelo
bien. Compruebe el pHy regule a 7,0 utilzando NaOH o HCI seglin sea necesario.
Conserve la solucién hasta cuatro semanas a temperatura ambiente en un
recipiente hermético.

Soluciénde 0,4xSSC

Diluya 1 parte de solucién de 20xSSC en 49 partes de agua purificada y mézclelo
bien. Compruebe el pHy regule a 7,0 utilzando NaOH o HCI seglin sea necesaro.
Conserve la solucion hasta cuatro semanas a temperatura ambiente en un
recipiente hermético.

Soluciénde 2xSSC y Tween-20 al 0,05 %

Diluya 1 parte de solucién de 20xSSC en 9 partes de agua purificada. Afiada 5 p
de Tween-20 por cada 10 ml y mézclelo bien. Compruebe el pH y regule a 7,0
utilizando NaOH o HCI segun sea necesario. Conserve la solucion hasta cuatro
semanas a temperaturaambiente en un recipiente hermético.

Protocolo FISH
(Nota: Asegurese de limitar la exposicion de la sonday la tincion de contraste a la
luz del laboratorio en todo momento).

Preparacion de los portaobjetos

1. Deposite la muestra celular en un portaobjetos para microscopio de vidrio.
Deje que se seque. (Alternativamente si se usa una camara de secado
citogenético: se deberandepositar las muestras en los portaobjetos usando
una camara de secado citogenético. Para un depésito 6ptimo de las muestras
celulares, la camara deberéa funcionar a aproximadamente 25 °C con una
humedad del 50 %. Si no disponede una camarade secado citogenético, use
una campana de laboratorio en su lugar).

2. Sumerja el portaobjetos en 2xSSC durante 2 minutos a temperatura ambiente
sin agitacion.

3. Deshidratelo en mezclas progresivas de etand (70 %, 85 % y 100 %), durante
2 minutos en cada una a temperaturaambiente.

4. Deje que se seque.

Antes deladesnaturalizacion

5. Saque la sonda del congelador y deje que alcance la temperatura ambiente.
Centrifugue brevemente los tubos antes de su uso.

6. Mezcle uniformemente la disolucién de la sonda con una pipeta.

7. Extraiga 10 pl de sonda por cada ensayoy transfiéralos a un tubo de
microcentrifuga. Devuelva sin demora el restode la sonda al congelador.

8. Coloque lasonday elportaobjetos con la muestra sobre una placa calefactora
a 37°C (+/- 1 °C) para precalentarlos durante 5 minutos.

9. Deposite 10 pl de mezcla de sonda sobre la muestra celular y coloque con
cuidado un cubreobjetos. Selle con adhesivo de disolucién de caucho y deje
que se seque completamente.

Desnaturalizacion
10. Desnaturalice simultdneamente la muestra y la sonda calentando €
portaobjetos en una placa caefactora a 75 °C (+/- 1 °C) durante 2 minutos.

Hibridacion
11. Coloque el portaobjetos en un recipiente himedo y opaco a 37 °C (+/- 1 °C)
toda la noche.

Lavados despuésde lahibridacion

12. Saque el DAPI del congelador y deje que alcance la temperaturaambiente.

13. Retire con cuidado el cubreobjetos y cualquierresto de adhesivo.

14. Sumerja el portaobjetos en disolucién de 0,4xSSC (pHde 7,0)a 72°C (+/- 1
°C) durante 2 minutos sin agitacion.

15. Escurra el portaobjetos y sumérjalo en disolucién de 2xSSC y Tween20 a
0,05 % a temperatura ambiente (pH de 7,0) durante 30 segundos sin
agitacion.

16. Escurra el portaobjetosy aplique 10 pl de DAPI AntiFade sobre cada muestra.

17. Cubra con un cubreobjetos, elimine las posibles burbujasy deje que el color
se revele en la oscuridad durante 10 minutos.

18. Observe con un microscopio de fluorescencia (véase el apartado
Recomendaciones sobre el microscopio defluorescencia).

Estabilidad de los portaobjetos terminados
Los portaobjetos terminados se pueden analizar durante 1 mes si se conservan en
un lugar oscuro a temperatura ambiente o inferior.

Recomendaciones sobre el procedimiento

1. Elsobrecalentamientoo el envejecimiento de los portaobjetos pueden reducir
la fluorescencia de la sefial.

2. Elusode reactivos distintos a los suministrados o recomendados por Cytocel
Ltd. puede afectar negativamente a las condiciones de hibridacion.

3. Serecomienda usar un termémetro calibrado para medir las temperaturas de
las disoluciones, los bafios Maria y las incubadoras, ya que estas
temperaturas son cruciales para el funcionamiento 6ptimo del producto.
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4. Las concentraciones, el pHy las temperaturas de los lavados sonimportantes,
puesto que su aplicacién laxa puede provocar una unién no especifica de la
sonda, mientras que una aplicacién excesivamente restrictiva puede derivar
en lafalta de sefial.

5. Una desnaturalizaciéon incompleta puede ocasionar falta de sefial y una

desnaturalizacion excesiva también puede redundar en una unién no

especifica.

La hibridacion excesiva puede dar lugar a sefiales adicionales o inesperadas.

Los usuarios deberan optimizar el protocolode sus muestras antes de utilizar

el ensayo con fines diagndsticos.

8. Unas condiciones deficientes podrian produciruna unién no especifica, lacual
podria malinterpretarse como una sefial de la sonda.

No

Interpretacion de los resultad os

Evaluaciondelacalidad del portaobjetos

El portaobjetos no se deberé analizar si sedan las siguientes condiciones:

e Las sefiales son demasiado débiles para analizarse con un solo filtro: para
proceder a realizar el analisis, las sefiales deberan mostrarse intensas,
distinguirse y evaluarse con facilidad.

Hay una gran cantidad de células aglomeradas o superpuestas que dificutan
el andlisis.

Mas del 50 % de las células no se ha hibridado.

Hay un exceso de particulas fluorescentes entre las células o un halo
fluorescente que interfiere con la sefial: en los portaobjetos éptimos, el fondo
debe aparecer despejado y de un color oscuroo negro.

Los bordes del nucleo celular no se pueden distinguir y no se muestran
intactos.

Pautas parael andlisis

e Cadamuestradebe ser analizada e interpretada por dos analistas. Cualquier
discrepancia debe resoverse mediante la valoracion de un tercer analista.
Cada analista deberd estar debidamente cualificado segun los criterios
nacionales reconocidos.

Cada analista debera puntuar de manera independiente 100 nUcleos de cada
muestra. El primer analista deber4 comenzar el andlisis por el lado izquierdo
del portaobjetos y el segundo analista, por el lado derecho.

Cada analista debera documentar sus resultados en fichas separadas.
Unicamente se deberan analizar los ndcleos intactos: ni los nicleos
superpuestos o aglutinados ni los nucleos cubiertos por restos citoplasméticos
o con un alto grado de autofluorescencia.

Se han de evitar las zonas en las que se observe un exceso de restos
citoplasmaéticos o una hibridacion no especifica.

Laintensidad de la sefial puede variar, incluso en un mismo nucleo. En esos
casos, se debera utilizar un solo filtro o ajustar el plano focal.

En condiciones queno son éptimas, las sefiades pueden aparecer difusas. Los
casos en que dos sefiales del mismo color se toquen, la distancia entre elas
sea inferior al ancho de dos sefiales o se perciba un tenue filamento que las
conecte, contabilizarancomo una sola sefial.

Se habran de descartar todas aquellas células cuyo andlisis plantee dudas.

No se contabilizan: los
nicleos estan demasiado
proximos para determinarlos
limites.

Los nucleos que se
superponen no se
contabilizan: no todas las
zonas de los dos nucleos son
visibles.

Se contabilizan como dos
sefiales rojas y dos sefales
verdes: una de las dos
sefiales rojas es difusa.

Se contabilizan como dos
sefiales rojasy dos sefiales
verdes: la separacion en una
de las sefiales rojas es inferior
al ancho de dos sefiales.

Resultados previstos
Patrén previsto de sefiales normales

En una célula normal, se esperaobservar dos sefiales rojasy dos sefiales verdes
2R, 2V).

Patrén previsto de sefiales anémalas

En una célula con una translocacion t(14;20)(g32.3;,q12), se espera observar una
sefial roja, una sefial verde y dos sefiales de fusion rojo-verde (1R, 1V, 2 F).

Es posible observar otros patrones de sefiales en muestras aneuploides o no
equilibradas.

Reactividad cruzada conocida
Es posible que la sonda IgH verde muestre hibridacion cruzada en 159112 y
16pll.2.

Notificacién de acontecimientos adversos

Si cree que este producto ha funcionado incorrectamente o ha sufridoun deterioro
de sus caracteristicas de rendimiento que haya podido contribuir a que se
produzca un acontecimiento adverso (como, por ejemplo, el retraso en un
diagnéstico o un diagndstico erréneo, el retraso en untratamiento o un tratamiento
inadecuado), debera notificarlo de inmediato al fabricante (correo electrénico:
vigilance@ogt.com).

Si corresponde, también debe informar de lo sucedido a las autoridades
competentes de su pais. Se puede consultar una lista de puntos de contacto de
vigilancia en la siguiente direccién: http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-
devices/contacts/.

Caracteristicas especificas sobre el rendimiento
Los laboratorios deberan veiificar los valores de corte usando sus propios datos®.

Especificidad analitica

La especificidad analitica es el porcentaje de sefiales que hibridan con el locus
correctoy no con otros puntos. La especificidad analitica se establecié mediante
el andlisis de un total de 200 locus de interés. La especificidad analitica se calcuié
como el nimero de sefiales de FISH que hibridan con el locus correcto dividido
por el nimero total de sefiales de FISH hibridadas.

Tabla 1. Especificidad analitica de IGH/MAFB Translocation, Dual Fusion Probe

MAFB
roja 20qg12 200 200 100
IgH 14qg32.33 200 200 100
verde gse.

Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica es el porcentaje de células en interfase puntuables que
presentan el patrén previsto de sefiales normales. La sensibilidad analitica se
estableci6 mediante el andlisis de células en interfase de distintas muestras
normales. La sensibilidad se calcul6 comoel porcentaje de células puntuables que
presentan el patron previsto de sefiales normales (con un intervalo de confianza
del 95 %).

Tabla 2. Sensibilidad analitica de IGH/MAFB Translocation, Dual Fusion Probe

467 500 93,4 2,1

Precisiony reproducibilidad

La precision es la medicion de la variacion natural de un ensayo cuando se repite
varias veces en condiciones idénticas. En este caso, se evalud analizando las
repeticiones de las sondas de un mismo nimero de lote probadas con la misma
muestra, el mismodia y en las mismas condiciones.

La reproducibilidad es la medicion de la variabilidad de un ensayoy se ha
establecido como la variabilidad entre distintas muestras, distintos dias y distintos
lotes. La reproducibilidad entre distintos dias se evalué analizando las mismas
muestras en tres fechas distintas. La reproducibilidad entre distintos lotes se
DS142/CE-esv009.00/2020-12-01 (H025 v3/H032 v4)
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evalu6é analizando las mismas muestras en una misma fecha con sondas
procedentes de tres niUmeros de lote distintos. La reproducibilidad entre distintas
muestras se evalué analizando tres copias de una muestra en una misma fecha.
De cada muestrase registraron los patrones de sefiales de 100 células en interfase
y se calcul6 el porcentaje de células con el patrén de sefiales previsto.

Asimismo, se calcularon la reproducibilidad y la precisién como la desviacion
estandar entre las reproducciones de cada variable, asi como la desviacién
estandar media global.

Tabla 3. Reproducibilidad y precision de IGH/MAFB Translocation, Dua Fusion
Probe

Precision 0,00

Entre distintas muestras 0,00
Entre distintos dias 0,00
Entre distintos lotes 0,00
Desviacion global 0,00

Informacién adicional

Para obtener informacion adicional sobre el producto, péngase en contacto con el
departamento de asistenciatécnica de CytoCell.

Teléfono: +44 (0)1223 294048

Correo electrénico: techsupport@cytocell.com

Paginaweb: www.ogt.com
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