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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
ANO DE LA DEFENSA DE LA VIDA, LA LIBERTAD Y LA PROPIEDAD

Disposicion
NUmero: DI-2024-5916-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 4 de Julio de 2024

Referencia: 1-0047-3110-006509-23-8

VISTO e Expediente N° 1-0047-3110-006509-23-8 del Registro de esta Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentosy Tecnologia Médica (ANMAT), y:
CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones INVITROGEN ARGENTINA S.A solicita se autorice la inscripcion en €
Registro Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM) de esta Administracion Nacional, de un
nuevo/s Producto/s Médico/s para diagnostico in vitro, Nombre descriptivo: 1) 902420 - CytoScan Dx Assay Kit
(contents include the CytoScan Dx Array and al required CytoScan Dx Assay reagents).

Que en e expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para
Diagnostico in vitro que establece que los productos retinen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorizacion .

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen laLey N° 16.463, Resolucion Ministerial N° 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99 y normas complementarias.

Que € Ingtituto Nacional de Productos Médicos hatomado laintervencidn de su competencia.
Que corresponde autorizar lainscripcion en e RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por |os Decretos N° 1490/92 y sus modificatorias.

Por €ello;



LA ADMINISTRADORA NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL

DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA

DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica (RPPTM) de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
del producto médico para diagnéstico de uso in vitro, Nombre descriptivo: 1) 902420 - CytoScan Dx Assay Kit
(contents include the CytoScan Dx Array and al required CytoScan Dx Assay reagents)

de acuerdo con lo solicitado por INVITROGEN ARGENTINA S.A con los Datos Caracteristicos que figuran al
pie de la presente.

ARTICULO 2°- Autorizanse los textos de los proyectos de rétulo/s y de instrucciones de uso que obran en
documento N° IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT .

ARTICULO 3°-- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda "Autorizado por la
ANMAT PM 1569-29 ", con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase € Certificado de Autorizacion e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°- La vigencia del Certificado de Autorizacion sera de cinco (5) afios, a partir de la fecha de la
presente disposicion.

ARTICULO 6°.- Registrese. Inscribase en e Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese a interesado, haciéndole entrega
de la presente Disposicién, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizados y el Certificado
mencionado en € articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre descriptivo: 1) 902420 - CytoScan Dx Assay Kit (contents include the CytoScan Dx Array and all
required CytoScan Dx Assay reagents)

Marca comercial: No aplica

Model os;
Conteniendo:



2) 902107 — CytoScan Dx Pre-PCR -20°C MOD R L A Reagents

3) 902108 — CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD T E W Reagents

4) 902109 - CytoScan Dx Pre-PCR -20 °C MOD F L H Reagents

5) 902110 - CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —-8°C MOD S AH W PB Reagents
6) 902111 - CytoScan Dx Pre-PCR 15 °C — 30 °C MOD E PW Reagents

7) 902090 - CytoScan Dx WS A

8) 902091 - CytoScan Dx WS B

9) 902150 - CytoScan Dx Array, 6pk

10) 620969 — CytoScan Dx Library Files

11) 610525 — Chromosome Analysis Suite Dx Software

Indicacion/es de uso:

1) 902420 - CytoScan Dx Assay Kit para 24 muestras. El ensayo CytoScan™ Dx es un ensayo cualitativo
indicado para la deteccion posnatal de variaciones en el nimero de copias (VNC) del ADN gendmico que se ha
obtenido de sangre total periférica procedente de pacientes que han sido remitidos para reaizar pruebas
cromosdmicas segin sus cuadros clinicos. El ensayo CytoScan™ Dx ha sido disefiado para detectar CNV
asociadas con €l retraso del desarrollo, la discapacidad intelectual, las anomalias congénitas o las caracteristicas
dismorficas. Esta previsto utilizar los resultados del ensayo junto con otros descubrimientos clinicos y
diagndsticos que sean coherentes con las normas de practica profesionales, incluida la confirmacion mediante
métodos alternativos, la evaluacion de los padres, la evaluacion genética clinica 'y €l asesoramiento, seguin sea
necesario. Esté previsto que sean solo los profesionales sanitarios certificados en citogenética clinica o genética
molecular quienes interpreten los resultados del ensayo. El ensayo ha sido disefiado para utilizarse en el sistema
GeneChip™ 3000Dx. Asimismo, el ensayo se analizara en e software Chromosome Analysis Suite Dx (ChAS
Dx).

Este dispositivo no estd disefiado para usarse con fines diagnésticos independientes, para pruebas de
preimplantacion o prenatales (como para conocer € riesgo de latrisomia del par 21) o pararealizar evaluaciones,
evauaciones de la poblacion, o para detectar 0 evaluar anomalias genéticas adquiridas o somética

Conteniendo:

2) 902107 — CytoScan Dx Pre-PCR -20°C MOD R L A Reagents: reactivos para el ensayo.

3) 902108 — CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD T E W Reagents: reactivos para el ensayo.

4) 902109 - CytoScan Dx Pre-PCR -20 °C MOD F L H Reagents: reactivos para el ensayo.

5) 902110 - CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD S AH W PB Reagents: reactivos para el ensayo.

6) 902111 - CytoScan Dx Pre-PCR 15 °C — 30 °C MOD E PW Reagents: reactivos para el ensayo.

7) 902090 - CytoScan Dx WS A: solucion de lavado.

8) 902091 - CytoScan Dx WS B: solucién de lavado.

9) 902150 - CytoScan Dx Array, 6pk: arreglos biol égicos.

10) 620969 — CytoScan Dx Library Files: software de analisis.

11) 610525 — Chromosome Analysis Suite Dx Software: software de analisis.

Forma de presentacion: 1) 902420 - CytoScan Dx Assay Kit para 24 muestras

Conteniendo:

2) 902107 — CytoScan Dx Pre-PCR -20 °C MOD R L A Reagents, conteniendo: NSP I, 40 uL; NSP | BUF, 80
uL; BSA, 25 uL; DNA LIG, 80 uL; DNA LIG BUF, 100 uL; TAQ BUF, 1500 uL; GCM, 3000 uL; DNTPS, 2100
uL; TAQENZ, 300 uL; NSP | ADAP, 30 uL; PCR PRIM, 660 uL.

3) 902108 — CytoScan Dx Pre-PCR 2 °C —8°C MOD T E W Reagents, conteniendo: TE BUF, 24 mL; NFW, 17
mL.



4) 902109 - CytoScan Dx Pre-PCR -20°C MOD F L H Reagents, conteniendo: FRAG RGT, 40 uL; FRAG BUF,
1400 uL; TDT ENZ, 120 uL; TDT BUF, 470 uL; DNA LBEL RGT, 70 uL; OCR, 100 uL; HYB BUF 1, 8 mL;
HYB BUF 2, 700 uL; HYB BUF 3, 350 uL; HYB BUF 4, 50 uL.

5) 902110 - CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD S AH W PB Reagents, conteniendo: SB 1, 17 mL; SB 2, 17
mL; AH BUF, 75 mL; NFW, 17 mL; PURIF BDS, 23 mL.

6) 902111 - CytoScan Dx Pre-PCR 15 °C — 30 °C MOD E PW Reagents, conteniendo: ELU BUF, 2.5 mL; PW
BUF, 15 mL.

7) 902090 - CytoScan Dx WS A: 4 botellas x 500 ml.

8) 902091 - CytoScan Dx WS B: 4 botellas x 500 ml.

9) 902150 - CytoScan Dx Array, 6pk: 4 paquetes de 6.

10) 620969 — CytoScan Dx Library Files: software.

11) 610525 — Chromosome Analysis Suite Dx Software: software.

Periodo de vida Util y condicién de conservacion: 1) 902420 - CytoScan Dx Assay Kit
Conteniendo:

2) 902107 — CytoScan Dx Pre-PCR -20 °C MOD R L A Reagents: 24 meses de -25°C a—-15°C

3) 902108 — CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD T E W Reagents: 24 meses de 2°C a8°C

4) 902109 - CytoScan Dx Pre-PCR -20 °C MOD F L H Reagents: 24 meses de -25°C a—15°C

5) 902110 - CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD S AH W PB Reagents: 24 meses de 2°C a8°C
6) 902111 - CytoScan Dx Pre-PCR 15 °C — 30 °C MOD E PW Reagents: 24 meses de 15°C a30°C
7) 902090 - CytoScan Dx WS A: 24 meses de 15°C a30°C

8) 902091 - CytoScan Dx WS B: 24 meses de 15°C a30°C

9) 902150 - CytoScan Dx Array, 6pk: 24 meses de 2°C a8°C

10) 620969 — CytoScan Dx Library Files: no aplica

11) 610525 — Chromosome Analysis Suite Dx Software: no aplica

Nombre del fabricante:
AFFYMETRIX, INC.

Lugar de elaboracion:
3450 Central Expressway, Santa Clara, California - 95051
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

Condicién de uso: Uso profesional exclusivo

1-0047-3110-006509-23-8

N° Identificatorio Tramite: 53338
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Instrucciones de uso del ensayo CytoScan™ Dx

Uso previsto

El ensayo CytoScan™ Dx es un ensayo cualitativo indicado para la deteccion posnatal de variaciones en el numero de copias (VNC)
del ADN gendmico que se ha obtenido de sangre total periférica procedente de pacientes que han sido remitidos para realizar
pruebas cromosémicas segun sus cuadros clinicos. El ensayo CytoScan™ Dx ha sido disefiado para detectar CNV asociadas con el
retraso del desarrollo, la discapacidad intelectual, las anomalias congénitas o las caracteristicas dismoérficas. Esta previsto utilizar los
resultados del ensayo junto con otros descubrimientos clinicos y diagndsticos que sean coherentes con las normas de practica
profesionales, incluida la confirmacién mediante métodos alternativos, la evaluacion de los padres, la evaluacion genética clinica y el
asesoramiento, segun sea necesario. Esta previsto que sean solo los profesionales sanitarios certificados en citogenética clinica o
genética molecular quienes interpreten los resultados del ensayo. El ensayo ha sido disefiado para utilizarse en el sistema
GeneChip™ 3000Dx. Asimismo, el ensayo se analizara en el software Chromosome Analysis Suite Dx (ChAS Dx).

Este dispositivo no esta disefiado para usarse con fines diagnésticos independientes, para pruebas de preimplantacion o prenatales
(como para conocer el riesgo de la trisomia del par 21) o para realizar evaluaciones, evaluaciones de la poblacién, o para detectar o
evaluar anomalias genéticas adquiridas o somaticas.

Resumen y explicacién de la prueba

Desde hace tiempo, el retraso del desarrollo y la discapacidad intelectual (RD/DI) se han asociado con mutaciones cromosomicas [1].
En 1959 se identifico la trisomia del par 21 (sindrome de Down) a través de un analisis del cariotipo de los individuos afectados y,
desde entonces, gracias a este analisis, se han podido identificar numerosos sindromes. La introduccion de la hibridacion fluorescente
in situ (FISH) desempefid un papel importante en la identificacion de otras anomalias relacionadas con RD/DI, especialmente las
deleciones subteloméricas y las duplicaciones. Mas recientemente, los analisis del genoma completo han esclarecido los cambios
submicroscopicos asociados con RD/DI. Los chips genédmicos (que con frecuencia se denominan microarrays citogenéticos o
citogendmicas [CMA]) son herramientas que se emplean para evaluar el nimero de copias (NC) de ADN en el genoma completo [2].
Se entiende como CNV un segmento de ADN que, en su tamario, tiene un nimero de copias distinto en comparaciéon con genoma de
referencia representativo [3]. El término CNV per se no implica trascendencia clinica. Por ejemplo, existen variaciones en el nimero
de copias de individuos que aparentemente estan sanos. Por lo tanto, las CNV se clasifican como benignas, patégenas y de
trascendencia clinica incierta (variante de trascendencia incierta 0 VOUS). Asimismo, las CNV pueden ser una pérdida del numero de
copias (delecién) o un aumento del nimero de copias (duplicacién) y se debe especificar el tipo de CNV para esclarecer su
naturaleza. La identificacion de cambios especificos en el nimero de copias en pacientes afectados en comparacién con los sujetos
de control ha traido consigo un aumento rapido en el descubrimiento de nuevos sindromes de microdelecién y microduplicacién
asociados con RD/DI [1]. Varios estudios amplios han abordado la importancia general de los cambios en el nimero de copias en la
metodologia diagndstica del RD/DI. Ademas, ha quedado claro que los microarrays mejoran el rendimiento diagnéstico [4-7].

Miller et al. [8] analizaron las pruebas del uso de CMA como prueba inicial para investigar las CNV en pacientes que presentaban
RD/DI o varias anomalias congénitas. Su recomendacion de utilizar CMA como prueba inicial se fundamentaba en estudios de 21.698
pacientes remitidos por los trastornos anteriormente indicados. En ellos, el rendimiento diagnéstico aumento hasta el 12,2 %,
aproximadamente un 10 % mas que cuando se utilizaba el cariotipado con bandeo G solo. Tras examinar a 36.325 pacientes con
RD/DI, Hochstenbach et al. [6] también recomendaron que las CMA deberian ser la prueba inicial en este grupo de pacientes.
Basandose en la interpretacion de los datos de su estudio, se encontré una anomalia patogénica en el 19 % de los pacientes. Hoy en
dia, el Colegio Estadounidense de Genética Medica (AMCG) y la International Collaboration for Clinical Genomics (ICCG)
recomiendan las CMA para evaluar el nimero de copias como prueba de primera linea en la evaluacion posnatal inicial de individuos
con multiples anomalias que no sean especificas de un sindrome genético bien definido o que aparentemente presentan RD/DI no
sindrémicos [3,8]. Se recomienda realizar un seguimiento adecuado de los casos en los que la CMA ha identificado un desequilibrio
cromosomico, asi como incluir estudios citogénicos o de FISH del paciente, evaluaciones de los padres, evaluaciones clinicas y
asesoramiento genético.

Ademas de identificar cambios en el nimero de copias, las CMA son capaces de detectar desequilibrios alélicos mediante la
interrogacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) y pueden identificar anomalias de copia neutra, como tramos largos de
homocigosis. Las grandes regiones de homocigosis (ausencia [AOH] o perdida de heterocigosis [LOH]) que, en conjunto, superan los
3 Mb en los autosomas se pueden asociar a una disomia uniparental o consanguinidad y estas dos pueden suponer un gran riesgo
para los trastornos autosémicos recesivos [3]. Los analisis con microarrays también pueden ayudar a caracterizar las translocaciones
a nivel molecular; ademas, es posible que el analisis molecular revele que las translocaciones que aparentemente estan equilibradas
a nivel microscépico estan desequilibradas [9]. Varios estudios han demostrado que alrededor de un 20 % de los individuos con una
translocacion aparentemente equilibrada (de novo o familiar) ha perdido o aumentado su material genético, segun lo demostré el CMA.

Principios del procedimiento

Los CMA que se usan para evaluar el nimero de copias del ADN (también llamados microarrays citogendmicos) son herramientas de
diagnostico utiles que ahora se recomiendan como pruebas iniciales para la evaluaciéon posnatal de individuos con RD/DI o varias
anomalias congénitas. El ensayo CytoScan Dx proporciona una cobertura del genoma completo para detectar el nimero de copias a
una resolucién mas alta que el analisis del cariotipo convencional. Ademas, permite una interrogacion gendémica mas exhaustiva con
un solo ensayo, en comparacion con el analisis convencional de FISH. El array CytoScan™ Dx contiene aproximadamente 2,7
millones de marcadores distribuidos por el genoma, una media de 880 bases aparte en las regiones génicas y 1.700 bases aparte en
las regiones no génicas (Tabla 1). El microarray contiene aproximadamente 2.696.550 marcadores funcionales. Ademas de contener
informacién confirmatoria para avalar la deteccion de CNV, los patrones de SNP permiten elucidar el equilibrio alélico (por ejemplo, el

patrén de descendencia se desvia de los patrones de descendencia mendeliana esperaqnsss- BQFSWJ.CQBBLQ@N”'N‘F‘M#JQNM?WS

no polimérficos Unicos para proporcionar una cobertura gendmica general y centrar la atencion en los genes de RefSeq, genes de la
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OMIM y las regiones citogenéticamente relevantes que se percibieron en el momento del disefio. La alta densidad de sondas en el
array CytoScan Dx permite que la evaluacion del numero de copias esté basado en los multiples marcadores adyacentes, lo cual
mejora la precision de la interpretacion. Tanto las sondas de SNP como las no polimérficas tienen una longitud de 25 pb.

Tabla 1. Especificaciones de cobertura del array CytoScan DX.

Marcadores para analisis de numero de copias
Numero total de marcadores de numero de copias 2.696.550

- Numero de marcadores no polimérficos 1.953.246

- Numero de marcadores de SNP 743.304
Numero total de marcadores de SNP 749.157
Constructo genémico hg19
Marcadores autosémicos 2.491.915
Marcadores seudoautosémicos 4.624
Marcadores intragénicos 1.286.015
Marcadores intergénicos 1.410.535
Espacio medio de los marcadores (pares de bases)
Intragénicos (entre los siguientes genes) 880

- Genes patoldgicos de la OMIM 659

- Genes patoldgicos del cromosoma X de la OMIM 486

- Genes de RefSeq 880
Intergénicos (cadena principal no génica) 1.737
Generales (cadena principal génica y no génica) 1.148

El ensayo CytoScan Dx se realiza en los siguientes pasos: (1) Se aisla el ADNg de la sangre periférica y el ADNg aislado se digiere
con la enzima restriccion Nspl; (2) El ADNg digerido se liga a los adaptadores Nsp/'y se amplifica en una PCR multiple para producir
amplicones optimizados en el rango objetivo de 150-2.000 pb; (3) Los productos de PCR amplificados se purifican y después se
fragmentan aleatoriamente con DNasa | para generar especies en el rango objetivo de 25-125 pb, los cuales son éptimos para
hibridar a sondas de 25 mer; (4) Se visualizan los intermediarios de la reaccion mediante electroforesis en gel después de la PCR y
los pasos de fragmentacion para confirmar una distribucién de tamafo correcta; (5) El producto de ADN final se etiqueta afadiendo
una base biotinilada modificada y se hibrida a arrays CytoScan Dx; (6) Los arrays se lavan secuencialmente y se tifien con una
combinacién de tinte conjugado de estreptavidina y un anticuerpo biotinilado de antiestreptavidina en la estacion de fluidos
GeneChip™ 450Dx; (7) Los arrays lavados se escanean con el escaner GeneChip™ 3000Dx para obtener la intensidad de sefial de
cada funcion del array que contiene cientos de miles de réplicas de la misma sonda. Tras este paso, el AMDS resume los datos de la
intensidad de la sonda y todas sus réplicas.

El ChAS Dx se utiliza para analizar y visualizar los datos. La intensidad de la sefial del ADN hibridado de la muestra del paciente se
compara con el ADN de referencia, que, de media, tiene mas de 400 muestras de individuos fenotipicamente sanos. El ratio de la
intensidad de la sonda del paciente frente a la intensidad de referencia se expresa en un ratio log2, el cual representa la intensidad
relativa de cada marcador. De los datos de la intensidad relativa, se calcula un valor discreto del numero de copias que se muestra
como el estado del nimero de copias del marcador. Los estados del nimero de copias no enteros se calculan y se muestran como el
rastreo suave de la sefial, el cual se puede usar para respaldar una interpretacion de un aumento o pérdida del mosaico. En las pistas
de alelos también se puede visualizar las intensidades del alelo A y B del marcador de SNP. La informacion de las pistas de alelos se
puede utilizar para confirmar regiones CNV y regiones de LOH (AOH). Las pistas de los alelos muestran tres bandas (AA, BB y BB)
en regiones diploides normales, cuatro bandas (AAA, AAB, ABB y BBB) en regiones triploides y dos bandas (A y B) en regiones
haploides. Los marcadores de SNP también se analizan en busca de largos tramos contiguos de homocigosis, los cuales se
visualizan en la pista de LOH (AOH).

Limitaciones

o Las regiones de CNV mas pequefias que ChAS Dx determina son 25 kb y 25 marcadores para las pérdidas y 50 kb y 50
marcadores para los aumentos. En este rango de tamafo, la reproducibilidad de las pérdidas del nimero de copias entre 25 y
50 kb es de 73,4 %-81 % y la reproducibilidad de los aumentos del niumero de copias entre 50 y 75 kb es de 67,2 %-78,8 %
(consulte el rendimiento analitico en la Tabla 18A). No se ha evaluado el rendimiento del ensayo en CNV con un tamafio o
numero de marcadores inferior a estas configuraciones para informar.

e La precision general de las regiones (excluyendo las regiones hipervariables definidas por la compafiia) fue del 97 % para las
pérdidas y del 79,1 % para los aumentos cuando se comparé con los métodos compuestos validados.

e Es posible que no se detecte de forma fiable el nimero de copias del mosaico <20 %, ya que la sensibilidad de la deteccion se ve
afectada por el tamafio de la CNV.

e La pérdida (ausencia) de heterocigosis (LOH/AOH) tiene una configuracion de filtro de 3 Mb. No se ha evaluado el rendimiento
del ensayo en una LOH inferior a esta configuracion para informar.

e Thermo Fisher Scientific ha identificado las regiones cromosémicas que se enumeran en la Tabla 2 como regiones hipervariables
para el ensayo CytoScan Dx y como regiones que tienden a ser polimoérficas en individuos fenotipicamente sanos. Ademas, por lo
general, contienen pérdidas y aumentos benignos en el numero de copias. En total, estas regiones representan un tamafio de
aproximadamente 3,6 Mb o de aproximadamente 0,1 % del genoma humano completo
(aproximadamente 3x10° pb). Es posible que las regiones que se enumeran en la Tabla 2 tengan una reproducibilidad y precision

ijn;‘:eggaismuas.ando el ensayo CytoScan Dx que en cualquier otra parte |F-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
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e El ensayo CytoScan Dx no puede identificar las reordenaciones cromosémicas equilibradas, tales como las translocaciones o las
inversiones.

¢ Se recomienda confirmar los resultados del microarray utilizando la PCRc, FISH u otro enfoque.

e Los resultados del ensayo CytoScan DX se deben interpretar junto con otros datos clinicos y de laboratorio. Esta previsto que
sean los profesionales sanitarios certificados en citogenética clinica o genética molecular quienes interpreten los resultados del
ensayo.

e Thermo Fisher Scientific no ha evaluado o comprobado los enlaces de ChAS Dx que llevan a bases de datos externas.

¢ El ensayo ha sido validado para utilizarse con sangre total periférica anticoagulada con heparina o EDTA. No se ha validado para
otro tipo de muestra.

e Cuantifique el ADN con un espectrofotémetro. Verifique que el A260/A280 de la muestra de ADN es 1,7-2,1 (se permite
redondear los numeros). Se ha validado este ensayo con una muestra de ADN de 250 ng. Los resultados del ensayo no son
fiables con muestras de ADN inferiores a 10 ng.

¢ El ensayo CytoScan Dx esté limitado a trabajadores que hayan recibido formacion sobre este ensayo.

Tabla 2. Lista de regiones hipervariables del genoma humano definidas por la compaifiia (constructo hg19)

Regién cromosémica Referencia Limites Tamaiio de la region (en
bases)

1944 [10] 248.681.754-248.835.053 153.300 pb
5935.3 [10] 180.376.952-180.432.918 55.967 pb
7p14.1 [11] 38.273.345-38.419.181 145.837 pb
8p11.22 [10] 39.226.075-39.390.890 164.816 pb
11911 [10] 55.347.529-55.481.854 134.326 pb
14q11.2 [12] 22.329.745-23.005.312 675.568 pb
14g32.33 [12] 106.035.612-107.297.169 1.261.558 pb
17921.31 [12] 44.107.114-44.854.730 747.617 pb
22911.22 [12] 22.992.312-23.260.235 267.924 pb

Advertencias y precauciones

Siga las precauciones universales para los procedimientos para laboratorio y ensayos, asi como los de desecho de residuos. Siga
la normativa federal, estatal, local y nacional.

Para obtener mas informacién sobre advertencias, precauciones y procedimientos, consulte:

Guia de usuario del Affymetrix™ Molecular Diagnostics Software

Guia de usuario del sistema GeneChip™ 3000Dx

Guia de usuario del ensayo CytoScan™ Dx

Guia de usuario del software Chromosome Analysis Suite Dx

Visite la pagina web (www.affymetrix.com/IVD) para ver todas las etiquetas, incluidas estas instrucciones de uso y todos los manuales
(Guia de usuario del ensayo CytoScan™, Guia de usuario del software Chromosome Analysis Suite Dx, Guia de usuario del
Affymetrix™ Molecular Diagnostics Software, Guia de usuario del médulo de software del ensayo CytoScan™ Dx, Guia de usuario del
sistema GeneChip™ 3000Dx), los materiales de formacién del ensayo CytoScan™ Dx para la certificacion de usuarios, las hojas de
datos de seguridad (SDS) con todos los riesgos de los reactivos del ensayo CytoScan™, el software Chromosome Analysis Suite Dx
(ChAS Dx) para descargar y la listas de reactivos certificados y lotes de arrays. Se puede obtener una copia impresa de estos
documentos de manera gratuita si lo solicita. Para ello, pongase en contacto con Thermo Fisher Scientific en el correo electrénico o
numero de teléfono que aparece en la pagina 45.

Precauciones

Es necesario llevar a cabo practicas de laboratorio adecuadas, ya que un producto de PCR amplificado anteriormente es la potencial
fuente de contaminaciéon mas probable. Tenga cuidado para evitar la contaminacién cruzada durante todos los pasos de este
procedimiento. Siga los pasos indicados a continuacién:

Antes y después de la PCR

e Siga los procedimientos habituales y el flujo de trabajo unidireccional para el area de laboratorio anterior a la PCR.

. Utilice el equipo adecuado para cada zona, por ejemplo, termocicladores, microcentrifugas, pipetas y puntas, cubos de hielo,
etc.

e Coloque todos los reactivos y las soluciones madre en el area de uso. No mueva el equipo de la sala anterior a la PCR a la sala
posterior a la PCR y viceversa, por ejemplo, los cubos de hielo, las pipetas, eftc.

e Ultilice copias separadas del procedimiento de ensayo en las zonas anteriores y posteriores a la PCR.

e Abra las soluciones madre del iniciador (con la etiqueta «PCR PRIM») y el adaptador (con la etiqueta «NSP | ADAP») de la
PCR solo en una cabina de flujo laminar para evitar la contaminacién.

e Siga los procedimientos para volver a entrar a la sala limpia anterior a la PCR de la sala posterior a la PCR.
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Operaciones incorrectas
e No utilice el kit una vez pasada la fecha de caducidad.
¢ No utilice reactivos tras mas de 4 ciclos de congelacién-descongelacion.
¢ No utilice reactivos si han estado abiertos mas de 60 dias.
¢ No utilice agua que no sea el Agua sin nucleasas (con la etiqueta «NFW») que se suministra con el kit de Thermo Fisher
Scientific.
e No reutilice los cierres para placas.
¢ No mezcle los numeros de lote de los kits (array y reactivo).

Operaciones correctas
e Utilice un ADN gendmico bicatenario que no esté degradado, contaminado y que esté libre de inhibidores de la PCR.

Compruebe su concentracion mediante el método de cuantificacion especifico para el ADNbc.

Siga las instrucciones del uso de batas, etc.

Utilice puntas de pipeta libres de nucleasas y emplee pipetas con barreras para aerosol.

Deje enfriar el equipo esencial antes de usarlo, como los bloques refrigeradores y los refrigeradores de los reactivos.

Mantenga todos los tubos, mezclas maestras y soluciones con las que esté trabajando en bloques refrigeradores frios con hielo.

Mantenga las enzimas en un rango de temperatura de —25 °C a —15 °C mientras sea necesario. Después, coléquelas de

inmediato en un refrigerador de reactivos enfriado en un rango de temperatura de -25 °C a -15 °C.

e Cuando se indique, mantenga los reactivos enfriados en un rango de temperatura de 2-8 °C y coléquelos sobre hielo mientras
los usa. Cuando se descongelen, mézclelos bien y centrifiguelos. Después, coléquelos de inmediato sobre hielo y Uselos en un
periodo maximo de 1,5 horas.

e Mantenga la coherencia de las muestras. Asegurese de que todas las transiciones a la temperatura de incubacion son rapidas y
estan bien controladas. La actividad enzimatica es una funcion de temperatura.

e Tratamiento de las enzimas:

o Mantenga el tubo en un refrigerador entre —25 °C y —15 °C.
Centrifiguelo rapido y mézclelo en vértex durante 1-3 segundos.
o Vuelva a colocarlo en el refrigerador para usarlo.
Mantenga una temperatura entre 15 °C y 30 °C (temperatura ambiente) durante el procedimiento.
Utilice siempre mezclas maestras recién preparadas.
Utilice solo el agua sin nucleasas (con la etiqueta «NFW») que se suministra con el kit de Thermo Fisher Scientific.
Las propiedades fisicas y toxicolégicas de los productos de este kit no se han investigado en profundidad. Se recomienda llevar
a cabo practicas de laboratorio cautelosas y utilizar equipo de proteccién general para el laboratorio (proteccion para los ojos,
guantes y bata de laboratorio) cuando se trabaja con estos o con cualquier reactivo o producto quimico de laboratorio. Consulte
la hoja de datos de seguridad para obtener mas informacion.

e Siga las instrucciones para cerrar las placas, mezclar en vortex y centrifugar. Asegurese de que las placas estan cerradas
herméticamente para evitar la pérdida de muestras y la contaminacién cruzada. Utilice siempre sellos nuevos.

o Pipetee con precision utilizando pipetas calibradas.

e Ultilice solo los puntos de detencion especificados para el ensayo. Consulte la Guia de usuario del ensayo CytoScan™ Dx.

o

Almacenamiento
e Siga las instrucciones de uso, las etiquetas del productos y las instrucciones de la Guia de usuario del ensayo CytoScan™ Dx
para almacenar y manipular reactivos.
e Consulte el apartado Principios activos para los reactivos del CytoScan™ Dx. Almacene:
o Los principios activos Mod RL Ay Mod F L H entre —25 °C y —15 °C (no los almacene entre —65 °C y —85 °C).
o Los principios activos Mod TE Wy MOD S AHW PB entre 2y 8 °C.
o Los principios activos Mod E PW y los reactivos de limpieza entre 15 °C y 30 °C (temperatura ambiente).

Recogida y almacenamiento de muestras
Esta previsto utilizar el array CytoScan Dx con ADNg aislado de sangre completa. No se ha evaluado el rendimiento en ADNg aislado
de otros tejidos o fuentes.

Las pruebas han demostrado que el ADNg que se proporciona al laboratorio tiene una estabilidad de 3 meses tras su preparacion.
Antes de usarlo para las pruebas, el ADNg preparado se puede almacenar a temperatura ambiente (entre 15 °C y 30 °C), refrigerado
(entre 2 °C y 8 °C), o congelado (entre —25 °C y —15 °C), con un maximo de 4 ciclos de congelacion-descongelacion. Tenga cuidado
para evitar una posible contaminacién causada por los productos de la fase posterior a la PCR.

Nota: Se deben cumplir los requisitos federales de envasado cuando se transportan muestras por medios terrestres y aéreos.
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Materiales

Componentes del ensayo CytoScan Dx
Los reactivos, el material fungible y los instrumentos para el array CytoScan Dx se indican en las Tablas 3-10.

Tabla 3. Kit del ensayo CytoScan Dx (n.° de cat. 902420), necesario y suministrado (suficiente para 24 muestras).

Nombre de la etiqueta ‘ Principios activos

CytoScan™ Dx Pre-PCR -20 °C (MOD RL A)

@NSP 1,40 pl >10.000 U/ml, enzima Nsp |, tampdn Tris-HCI, KCI, ditiotreitol, EDA, BSA, glicerol, Triton
X-100™
NSP | BUF, 80 pl Tampon Tris-HCI, NaCl, MgCla, ditiotreitol
BSA, 25 pul .
BSA, KPO4, NaCl, EDTA, glicerol
@DNA LIG, 80 ul >400.000 U/ml, ADN ligasa de T4, Tris-HCI, KCl, ditiotreitol, EDTA, glicerol
DNA LIG BUF, 100 pl Tris-HCI, MgClz, ditiotreitol, 1 mM de ATP
TAQ BUF, 1.500 pl Tampén de tricina-KOH, KCI, MgCl., BSA?
GCM, 3.000 pl Trimetilglicina®
DNTPS, 2.100 nl 10 mM de cada uno de los siguientes dATP, dCTP, dGTP, dTTP?

TAQ ENZ |
@ Q 300 u Enzima TAQ, anticuerpo TAQStart, glicerol, Tris-HCI, EDTA, Tween-20™, Nonidet P-40 ™!

NSP | ADAP, 30 ul 50 uM de par de oligonucleétido adaptador

PCR PRIM, 660 pl 100 uM de oligonucleétido PCR Primer

CytoScan™ Dx Pre-PCR 2°C a8°C (MODTE W)

TE BUF, 24 ml Tampén Tris, EDTA

NFW, 17 ml Agua sin nucleasas

CytoScan™ Dx Post-PCR —-20 °C (MOD F L H)
@FRAG RGT, 40 pl

DNasa | (pancreas bovino), Tris-HCI, CaClz, MgClz, glicerol

@FRAG BUF, 1.400 pl
Tris base, acetato de potasio, acetato de magnesio, ditiotreitol

@TDT ENZ, 120 pl Enzima desoxinucleotidil transferasa terminal, tampén de fosfato de potasio, NaCl,
ditiotreitol, glicerol
TDT BUF, 470 pl . .
500 mM de cacodilato, cloruro de cobalto, ditiotreitol
DNA LBEL RGT, 70 ul 30 mM de reactivo de marcaje de ADN GeneChip, Tris-HCI, EDTA
OCR, 100 ul 100 nM de oligonucleétidos, ADN de arenque, Tris-HCI, EDTA
HYB BUF 1, 8 ml Tampén MES, TMAC, DMSO
HYB BUF 2, 700 pl EDTA, BSA acetilada, Ficoli™, PVP-90
HYB BUF 3, 350 pl EDTA, 0,432 mg/dl de ADN Cot-1 humano, 4,32 mg/dl de ADN de esperma de arenque
HYB BUF 4, 50 ul Tween-20

CytoScan™ Dx Post-PCR 2 °C a 8 °C (MOD S AH W PB)
Tampon MES, NaCl, BSA acetilada, Ficoli™, PVP-90, Tween-20, azida de sodio al 0,01 %,

SB 1,17 ml e o
estreptavidina-ficoeritrina
Tampdn MES, NaCl, BSA acetilada, Ficoli™, PVP-90, Tween-20, azida de sodio al 0,01 %,
SB 2,17 ml o : -
1gG de cabra biotinilada con antiestreptavidina
AH BUF, 75 ml Tampdn MES, NaCl, Tween-20, azida de sodio al 0,02 %
NFW, 17 ml Agua sin nucleasas
PURIF BDS, 23 mi Microesferas AMPure XP', azida de sodio a <0,1 %
CytoScan™ Dx Post-PCR 15 °C a 30 °C (MOD E PW)
ELU BUF, 2,5 ml Tampon Tris
PW BUF, 15 ml Agua sin nucleasas
Lavado A
WS A, 500 mi ‘ Na2HPO4e7H20, EDTA, NaCl, Tween-20
Lavado B
WS B, 500 mi I Na2HPO4e7H20, EDTA, NaCl, Tween-20
Arrays CytoScan™ Dx IF-2024-64341283-APN-INPM#ZANMAT
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Tabla 4. Reactivos de Applied Biosystems necesarios no suministrados.

Articulo

Marcador de ADN, marcadores para PCR 50-2.000 pb. Los marcadores de PCR son una mezcla de 8 bandas de ADN cuyo tamafio
varia entre 50 y 2.000 pb en una forma lista para cargar que se suministra en un tampoén de carga de gel. La cantidad recomendada
para la carga (5 yl) produce bandas de alta resolucion para que sea facil calcular el tamario de los productos de PCR. Los tintes de

seguimiento no interfieren con la iluminacién UV de los geles tefiidos con bromuro de etidio. Fragmentos: 2.000 bp, 1.500 bp,

1.000 bp, 750 bp, 500 bp, 300 bp, 150 bp, 50 bp.

Tabla 5. Reactivos que no son de Applied Biosystems necesarios no suministrados.
Articulo

Etanol absoluto

Lejia; hipoclorito de sodio preparado a base de una solucién concentrada sin aditivos a una concentracion final de trabajo de
0,525 % (viv).

Marcador de ADN, marcadores de fragmentacion 25-125 pb

Tabla 6. Material fungible necesario no suministrado.
Articulo

Tubo de microcentrifuga sin nucleasas, antiadherente, estéril, de polipropileno, ambar, 1,5 ml

Tubo de microcentrifuga sin nucleasas, antiadherente, estéril, de polipropileno, azul, 1,5 ml

Tubo de microcentrifuga sin nucleasas, antiadherente, estéril, de polipropileno, transparente, 1,5 ml

Tubo de centrifuga sin nucleasas, estéril, de polipropileno, 15 ml

Tubo de centrifuga sin nucleasas, estéril, de polipropileno, 50 ml

Etiquetas redondas adhesivas, 12,7 mmy 9,52 mm
Gel de agarosa de TBE, 2 %

Gel de agarosa de TBE, 4 %

Tinte de carga para electroforesis con gel

Tiras de tubo sin nucleasas, esterilizadas, con 8 pocillos, 0,2 ml, de polipropileno

Pelicula adhesiva transparente certificada para PCR para placas de 96 pocillos

Puntas de pipeta con barreras para aerosol, sin nucleasas, puntas con filtro de 1.000 pl

Puntas de pipeta con barreras para aerosol, sin nucleasas, puntas con filtro de 20 pl

Puntas de pipeta con barreras para aerosol, sin nucleasas, puntas con filtro de 200 pl

Placa, DO para espectrofotémetro UV, 96 pocillos (necesaria si se usa un espectrofotémetro con microplacas)

Placas sin faldén de 96 pocillos, para PCR

Reservorio para reactivos, 25 ml

TBE para electroforesis

Tabla 7. Instrumentos de Applied Biosystems necesarios no suministrados.

Articulo N.° de cat.

Sistema GeneChip™ 3000Dx 00-0334

- Escaner GeneChip™ 3000Dx con autocargador Dx —
- Estacion de fluidos GeneChip™ 450Dx —
- Estacion de trabajo con software de diagnéstico molecular Affymetrix™ (ADMS) —

Tabla 8. Se necesita software de Applied Biosystems.

Articulo PN

Software de diagnéstico molecular Affymetrix™ (AMDS) 610449
Modulo de software del ensayo CytoScan™ Dx (CytoScan™ Dx ASM) 610446
Software Chromosome Analysis Suite Dx (ChAS Dx) 610525

Tabla 9. Equipo necesario no suministrado.
Articulo

Ordenador con sistema operativo Windows 7 de 64 bits de Microsoft®
Horno de hibridacion

Gradilla para tubos magnética

Pipetas monocanal y multicanal

Espectrofotémetro UV/VIS monocanal o con lector de placas

Termociclador |F-2024-64341283-APN-INPMAZANMAT
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Articulo

Agitador vértex con inserto de espuma para microtubos y cabezal de la plataforma de 15,24 cm para la pieza de espuma

Tabla 10. Software necesario no suministrado.
Articulo

Adobe® u otro lector de PDF (si no esta ya instalado en la estacion de trabajo del sistema operativo Windows); version 3.2.2 o
superior

Procedimiento de prueba

Controles
Utilice un control positivo en cada analisis. Utilice al menos un control positivo con anomalias que se puedan determinar con
precision. Los controles positivos no estan incluidos en el kit.
Utilice un control negativo. Utilice un pocillo de blanco con TE BUF.

Procedimiento

1. Preparar el ADNg
Definicidn de los rangos de temperatura:

Congelar De-25°Ca-15°C
Hielo: De2a8°C
Temperatura De 15a30 °C
ambiente:

A. Diluir la solucién madre de ADNg en la concentracion con la que va a trabajar

1. Coloque la placa de 96 pocillos en la mitad superior del bloque refrigerador sobre hielo.

2. Deje el ADNg a 15-30 °C (temperatura ambiente) hasta que se descongele (30 minutos). Después, coléquelo en el bloque
refrigerador sobre hielo. Utilicelo en un periodo de una hora.

3. Mezcle en vortex las muestras de ADNg durante tres segundos.

4. Centrifugue a 650 x g durante un minuto. Después, coloque las muestras en el bloque refrigerador.

5 Diluya cada muestra en 50 ng/ul con TE BUF en pocillos separados de la placa de 96 pocillos (use el método de cuantificacion
especifico de la bicatenacion para determinar la concentraciéon de la muestra).

6. Cierre herméticamente la placa.

7.  Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

8 Coloquelas en el bloque refrigerador.

B. Colocar una parte del ADNg preparado en la placa del ensayo

B1. Establecer la zona de trabajo

1. Marque la placa de 96 pociIIos.
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Coloque la placa en la mitad inferior del bloque refrigerador.

Mezcle en vortex el ADNg durante tres segundos y, después, centrifuguelo.

Transfiera 5 yl de la primera muestra al pocillo A1 de la placa de digestion y ligaciéon. Después, transfiera todas las muestras de
la misma manera.

5. Cierre herméticamente la placa de digestion y ligacién con un cierre nuevo y centrifugue a 650 x g durante un minuto.

L
5
p
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2. Digestion de la enzima de restriccion

A. Preparar los reactivos, el equipo y el material fungible

Encienda el termociclador para precalentar la tapa. Deje el bloque a temperatura ambiente.

A1. Establecer la zona de trabajo

Coloque el bloque refrigerador y el agua en hielo.

Coloque la tira de 8 tubos en la mitad superior del bloque refrigerador. (use la tira de 8-12 tubos si hay mas de 8 muestras).
Ponga la etiqueta «Dig.» en el tubo de 1,5 ml y coléquelo en el bloque refrigerador.

Corte la pelicula adhesiva en tiras lo suficientemente anchas como para cerrar 8 o 12 tubos en tiras.

el

B. Preparar los reactivos y el ADNg

B1. Preparar el ADNg

1. Descongélelo a temperatura ambiente (<30 minutos) y coléquelo inmediatamente sobre el hielo:
e NSPIBUF
e BSA

2. Establezca la reaccién en un periodo de una hora.

3. Prepare el NSP | BUF y la BSA:
a. Mezcle en vortex cada muestra tres veces durante un segundo.
b.  Centrifugue rapido durante tres segundos.
c. Coloquelas en el bloque refrigerador sobre el hielo.

4.  Coloque el NFW sobre el hielo.

C. Preparar la mezcla maestra de digestion
Prepare y almacene todos los reactivos, los tubos y el bloque refrigerador sobre el hielo. Saquelo en un periodo de 10 minutos.
1. Afada lo siguiente al tubo Eppendorf de 1,5 ml («Dig.»):

e NFW, enfriado (2-8 °C)

e NSPIBUF
e BSA
Mezcla maestra de digestién (28 muestras, 20 % de excedente)

Reactivo 1 muestra 8 muestras 16 muestras 24 muestras
NFW 11,55 pl 110,9 pl 221,8 pl 332,6 pl
NSP | BUF 2,00 pl 19,2 pl 38,4 pl 57,6 pl
BSA 0,20 pl 1,9 ul 3,8 ul 5,8 ul
NSP | 1,00 pl 9,6 pl 19,2 pl 28,8 pl
Total 14,75 pl 141,6 pl 283,2 pl 4248

Mezcle en vértex cada muestra tres veces durante un segundo.
Centrifugue rapido durante tres segundos.
Coloque la mezcla maestra de digestion en el bloque refrigerador enfriado (2-8 °C).
Saque la enzima NSP | del congelador y coldquela inmediatamente en el refrigerador enfriado (entre —25 °C y —15 °C).
Mezcle la NSP I.
a. Centrifugue rapido durante un segundo.
b.  Mezcle en vértex durante un segundo.
c.  Centrifugue rapido durante tres segundos.
7. Vuelva a colocar en el refrigerador que esta a una temperatura entre —25 °C y —15 °C mientras prepara la mezcla maestra de
digestion.
8. Anada inmediatamente la NSP | a la mezcla maestra de digestion.
9. Vuelva a colocar la enzima en el refrigerador que esta a una temperatura entre —25 °C y —15 °C.
10. Mezcle en vortex cada mezcla maestra de digestion tres veces durante un segundo.
11. Centrifugue rapido durante tres segundos.
12. Coloque en el bloque refrigerador enfriado (2-8 °C).

oA WN

. Afnadir la mezcla maestra de digestion a las muestras
Divida la mezcla maestra de digestiéon en partes iguales entre 8 o 12 tubos en tiras que estan sobre el hielo.
Cierre el tubo en tiras con la tira de pelicula adhesiva (o con tapas en tira).
Centrifuguela a 650 x g durante un minuto y coléquela en el bloque refrigerador sobre hielo.
Retire y deseche el cierre.
Abra el cierre de la placa y deséchelo.
Utilice la pipeta multicanal P20 y afiada 14,75 pl de la mezcla maestra de digestiéon a cada muestra en la fila A.

ok wd =D
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7.  Cierre herméticamente la placa con un nuevo cierre.

. Cargar las muestras en el termociclador

Mezcle en vértex la placa durante un segundo, tanto las esquinas como en el centro.

Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

Cargue la placa en el termociclador (asegurese de que la tapa del termociclador se haya precalentado) y ejecute el programa
CytoScan Dx Digest.

Deseche la mezcla maestra de digestion sobrante y vuelva a introducir los reactivos en el congelador.

Cuando haya acabado, deje la placa en el termociclador. Procésela en un periodo de 2,5 horas.

Asegurese de que la placa esta cerrada herméticamente y centrifiguela a 650 x g durante un minuto.

Coloque la placa en el bloque refrigerador sobre el hielo y proceda inmediatamente al paso 3. Ligacion.

@ =m
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3. Ligacion
Encienda el termociclador para precalentar la tapa. Deje el bloque a temperatura ambiente.

A. Establecer la zona de trabajo

1 Coloque el bloque refrigerador sobre el hielo.

2. Ponga la etiqueta «Lig.» en el tubo de 1,5 ml y coléquelo en el bloque refrigerador.

3 Coloque la tira de 8 tubos en la mitad superior del bloque refrigerador.

4 Corte la pelicula adhesiva en tiras lo suficientemente anchas como para cerrar 8 o 12 tubos en tiras.

B. Descongelar los reactivos y las muestras digeridas

1.  Deje que se descongelen a temperatura ambiente (<30 minutos).

2.  Coloquelos inmediatamente sobre el hielo y utilicelos en un periodo maximo de una hora.
e NSP I ADAP
e DNALIGBUF

C. Preparar las muestras digeridas y los reactivos
1. Prepare las muestras:
a. Centrifugue a 650 x g durante un minuto.
b. Coldéquelas en la mitad inferior del bloque refrigerador sobre el hielo.
2. Prepare los reactivos:
a. Mezcle en vortex el DNA LIG BUF y el NSP | ADAP tres veces durante un segundo cada uno.
Nota: Mezcle en vortex el tampon durante el tiempo que sea necesario antes de usarlo para asegurarse de que los sedimentos
estan resuspendidos y el tampdn se ve transparente.
b.  Centrifugue rapido durante tres segundos.
c. Coloque en el bloque refrigerador enfriado (2-8 °C).

D. Preparar la mezcla maestra de ligacion
Prepare y almacene todos los reactivos, los tubos y el bloque refrigerador sobre el hielo. Sadquelo en un periodo de 10 minutos.
1. Ponga la etiqueta «Lig.» en el tubo de 1,5 ml y afiada lo siguiente:

e DNALIGBUF

e NSPIADAP

Mezcla maestra de ligacion (28 muestras, 25 % de excedente)
Reactivo 1 muestra 8 muestras 16 muestras 24 muestras
DNA LIG BUF 2,50 pl 25,0 pl 50,0 pl 75,0 pl
NSP | ADAP 0,75 ul 754l 15,0 pl 22,5 ul
DNA LIG 2,00 pl 20,0 pl 40,0 pl 60,0 pl
Total 5,25 pl 52,5 pl 105,0 pl 157,5 ul

Mezcle en vértex cada muestra tres veces durante un segundo.
Centrifugue rapido durante tres segundos

Saque el DNA LIG del congelador y coléqﬁela inmediatamente en el refrigerador Jrﬁﬁggg%éﬁf}éé%a%@E%l’HfM#ANMAT
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5.  Mezcle el DNA LIG.
a. Centrifugue rapido durante un segundo.
b.  Mezcle en vértex durante un segundo.
c.  Centrifugue rapido durante tres segundos.
6. Coloquelo en el refrigerador que esta a una temperatura entre —25 °C y —15 °C.
7. Anada inmediatamente el DNA LIG a la mezcla maestra de ligacion y, después, coléquela en el refrigerador que esta a una
temperatura entre —25 °C y —15 °C.
8. Mezcle en vortex cada mezcla maestra de ligacion tres veces durante un segundo.
9. Centrifugue rapido durante tres segundos.
10. Coloque la mezcla maestra de ligacién en el bloque refrigerador sobre el hielo.
11. Proceda inmediatamente al siguiente paso.

. Afadir la mezcla maestra de ligacion

Divida la mezcla maestra de ligacion en partes iguales entre 8 o 12 tubos en tiras que estan sobre el hielo.
Cierre el tubo en tiras con la tira de pelicula adhesiva (o con tapas en tira) y centrifiguela rapido.
Coléquelos de nuevo en el bloque refrigerador sobre el hielo.

Retire y deseche el cierre del tubo en tiras.

Abra el cierre de la placa de muestras digeridas y deséchelo.

Utilice la pipeta multicanal P20 y afiada 5,25 pl de la mezcla maestra de ligacién a cada muestra digerida.
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F. Cargar las muestras en el termociclador

Asegurese de que ha precalentado la tapa del termociclador.

Cierre herméticamente la placa con un nuevo cierre.

Mezcle las muestras en vortex, tanto en las esquinas como en el centro.

Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

Cargue la placa en el termociclador y ejecute el programa CytoScan Dx Ligate.

Deseche la mezcla maestra de ligacion sobrante y vuelva a introducir los reactivos en el congelador.
Cuando haya acabado el programa, deje la placa en el termociclador.

Nota: Puede dejar la placa en el termociclador a 4 °C durante un maximo de 60 horas.

7 Después de quitarla del termociclador, asegurese de que esta cerrada herméticamente.

8.  Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

9. Consérvela a una temperatura entre —25 °C y —15 °C.

Nota: Este es el punto de detencién 6ptimo. La placa se puede congelar a entre —25 °C y —15 °C durante una semana como maximo.

oA wLN =

4. PCR
Encienda el termociclador (sala posterior a la PCR) para precalentar la tapa.

A. Diluir las muestras ligadas
20 minutos antes de usarlo, coloque el NFW sobre el hielo.

Coloque el bloque refrigerador sobre el hielo.

Coloque el reservorio para reactivos en la mitad superior del bloque refrigerador sobre el hielo.

Vierta el NFW enfriado en el reservorio para reactivos.

Coloque la placa en la mitad inferior del bloque refrigerador sobre el hielo.

Nota: Si las muestras estén congeladas, descongélelas a temperatura ambiente (<30 minutos). Centrifugue a 650 x g durante un

minuto. Coloque de inmediato la placa en la mitad superior del bloque refrigerador. Procésela en un periodo de una hora.

Abra el cierre de la placa de muestras ligadas y deséchelo.

Con la pipeta P200, afiada 75 ul de NFW a cada reaccion.
ADN ligado 25l
NFW (enfriada) 75 ul
Total 100 pl

7 Cierre herméticamente la placa con un nuevo cierre.

8. Mezcle los tubos en vértex durante un segundo, tanto en las esquinas como en el centro.
9

1

PoN~
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Centrifugue a 650 x g durante un minuto. IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
0. Vaya a Run PCR (Realizar PCR).
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B. Realizar la PCR

B1. Transfiera a la placa para PCR.

Coloque el bloque refrigerador sobre el hielo.

Mantenga la placa de muestras diluida y ligada en la mitad superior del bloque refrigerador.

Afada la etiqueta «PCR» y coloquela en la mitad inferior del bloque refrigerador.

Abra el cierre de la placa de muestras ligadas y diluidas y deséchelo.

Utilice la pipeta multicanal P20 para transferir 10 pl de cada muestra al pocillo correspondiente de la placa para PCR (transfiera
cuatro veces). Conserve las muestras restantes a una temperatura entre —25 °C y —15 °C.

Cierre herméticamente la placa con un nuevo cierre y centrifuguela a 650 x g durante un minuto.

arON=

o

B2. Descongelar los reactivos y las muestras

1. Descongele los reactivos y las muestras a temperatura ambiente (<30 minutos). Después, coléquelos inmediatamente sobre el
hielo y utilicelos en un periodo maximo de una hora.

e TAQBUF
e DNTPS
e PCRPRIM

B3. Preparar los reactivos y las muestras ligadas
1.  Afada la etiqueta «PCR» al tubo de centrifuga de 15 ml (para >8 muestras, use el tubo de 50 ml).
2. Coloquelo sobre el hielo.
e NFW (enfriado en hielo durante 10 minutos)
e GCM (si esta congelado, descongélelo y mézclelo en vortex hasta que esté completamente disuelto)
e Reservorio para reactivos: en la mitad superior del bloque refrigerador sobre el hielo.
3. Coloque de inmediato la placa en la mitad inferior de la camara.
4.  Preparar los reactivos (no las enzimas):
a. Mezcle en vortex cada reactivo tres veces durante tres segundos.
b.  Centrifugue rapido durante tres segundos.
c. Coloque en el bloque refrigerador enfriado (2-8 °C).

C. Preparar la mezcla maestra para PCR

Prepare y almacene todos los reactivos, los tubos y el bloque refrigerador sobre el hielo. Dispénselos en un periodo de 20 minutos.

1. Mantenga el tubo de centrifuga de 15 ml sobre el hielo y afiada los reactivos en el orden que se muestra aqui (excepto la TAQ
ENZ; utilice el tubo cénico de 50 ml para la placa de 24 muestras).

Mezcla maestra para PCR (28 muestras, 15 % de excedente)

Reactivo 1 reaccién 8 muestras 16 muestras 24 muestras
NFW (enfriada) 39,5 pl 1.453,6 pl 2.907,2 pl 4.360,8 pl
TAQ BUF 10,0 pl 368,0 i 736,0 pl 1.104,0 pl
GCM 20,0 pl 736,0 pl 1.472,0 pl 2.208,0 pl
DNTPS 14,0 pl 515,2 pl 1.030,4 pl 1.545,6 pl
PCR PRIM 4,5l 165,6 pl 331,2 ul 496,8 pl
TAQ ENZ* 2,0 pl 73,6 pl 147,2 pl 220,8 pl
Total 90,0 pl 3.312,0 pl 6.624,0 pl 9.936,0 pl

*No afiadir hasta que se pueda afiadir una alicuota de la mezcla maestra para PCR a las muestras ligadas.
2. Mezcle en vortex durante tres segundos.

3. Saque la TAQ ENZ del congelador y coléquela inmediatamente en el refrigerador enfriado (entre —25 °C y —15 °C).
4. Mezcle la TAQ ENZ.

Centrifugue rapido durante un segundo.

a.
b. Mezcle en vértex durante un segundo.

c.  Centrifugue rapido durante tres segundos.
5. Anadala de inmediato a la mezcla maestra para PCR. Después, devuélvala al refrigerador que esta a una temperatura entre —
25°Cy-15°C.
Mezcle en vortex cada mezcla maestra para PCR tres veces durante un segundo.
Vierta la mezcla maestra para PCR en el reservorio para reactivos. Mantenga el bloque refrigerador sobre el hielo.

No

D. Anadir la mezcla maestra para PCR a las muestras
1. Abra el cierre de la placa de muestras para PCR y deséchelo.
2. Utilice la pipeta multicanal P200 y afiada 90 pl de la mezcla maestra para PCR a cada muestra de la placa para PCR.
e Evite la contaminacion: cambie las puntas de pipeta después de cada transferencia.
e 8 muestras: incline el reservorio para reactivos de manera que cada punta de pipeta coja 90 pl.

ADN ligado y diluido

10 pl

Mezcla maestra para PCR

90 pl
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Cierre herméticamente la placa con un nuevo cierre.

Mezcle las muestras en vortex, tanto en las esquinas como en el centro.
Vuelva a mezclarlas en vortex una vez.

Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

Cargue de inmediato la placa en el termociclador.

No ok

E. Cargar la placa y ejecutar el programa para PCR

Asegurese de que ha precalentado la tapa del termociclador. Asegtrese de que el bloque esta a temperatura ambiente (15-30 °C).
Mueva la placa que esta sobre el hielo a la sala posterior a la PCR.

Cargue la placa en el termociclador.

Ejecute el programa para PCR CytoScan Dx

Cuando haya acabado, deje la placa en el termociclador.

Nota: Puede dejar la placa en el termociclador a 4 °C durante un maximo de 60 horas.

Tras sacarla del termociclador, manténgala en una gradilla para placas de 96 pocillos.

Asegurese de que la placa esta cerrada herméticamente.

Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

Consérvela a una temperatura entre —25 °C y —15 °C.

Nota: Este es el punto de detencidn éptimo. La placa se puede congelar a entre —25 °C y —15 °C durante una semana como
maximo.

Pob-=
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F. Comprobar la reaccién PCR

1. Abra el cierre de la placa para PCR y deséchelo.

2. Transfiera 3 yl de producto para PCR de cada pocillo de la fila A a los pocillos correspondientes del tubo en tiras.

(para >12 muestras, transfiera 3 ul de producto para PCR de la primera fila por cada cuatro filas de las mismas muestras).
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Error! Reference source not found.

3 Cierre herméticamente la placa para PCR con un nuevo cierre.
4. Cierre los tubos en tiras de gel con la tira de pelicula adhesiva.
5. Mezcle en vortex los tubos en tiras de gel.
6. Centrifuguela en la microcentrifuga.
7 Introduzca las muestras en gel de agarosa al 2 % para que se suelten las bandas (consulte el apartado 71. Control de calidad).
8 Compruebe que el producto para PCR esta distribuido en las bandas 150-2.000 pb.

Importante: El producto de PCR debe estar en el rango para proceder.

5. Purificacién del producto de PCR

A. Preparar el tampdn de lavado de purificacion

1.  Afada 45 ml de etanol absoluto a la botella PW BUF.

2. Cierre la botella herméticamente y mezcle el contenido invirtiendo la botella de PW BUF cerrada 10 veces.
3. Escriba en la etiqueta de la botella la fecha en la que ha afadido el etanol.

B. Preparar productos de PCR

B1. Mezclar los productos de PCR

Es necesario transferir el producto intermedio del ensayo de la placa a los tubos independientes. Haga la transferencia a temperatura
ambiente.

Con un rotulador permanente, marque cada tubo de 1,5 ml con el nimero de la muestra.

Asegurese de que la placa esta cerrada herméticamente.

Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

Retire y deseche el cierre de la placa.

Con la pipeta P200, transfiera las cuatro alicuotas de cada muestra al tubo marcado de 1,5 ml.

o=
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6.

NV

Nota: Si utiliza una pipeta multicanal P200, alinee las puntas para asegurarse de que se realice el pipeteado multicanal a los
pocillos de la placa y los tubos con coincidencia de tubo/placa y pipeta.

Importante: Evite la contaminacién cruzada. Utilice una pipeta nueva para cada transferencia y tenga cuidado con las puntas de
las pipetas cuando extraiga las muestras para la purificacion.

Asegurese de que transfiere y extrae el volumen total a cada pocillo.

Pocillos para PCR (4) |100 ul en cada pocillo =400 pl

=400 pl/tubo — 3 ml de alicuota para el gel

Volumen total en cada tubo de 1,5 ml para PCR

B2. Purificar los productos de PCR
Cambie las puntas después de cada pipeteado.

1.

2.
3.

Noo

®

Mezcle bien la solucion madre de PURIF BDS. Invierta la botella 10 veces. Examine el fondo de la botella para asegurarse de
que la solucién queda homogénea.
Abra con cuidado las tapas de los tubos para evitar que se derrame el contenido.
Afada el PURIF BDS a cada muestra mezclada:
8 muestras: Utilice una pipeta monocanal P1000 y afiada 720 uyl de PURIF BDS directamente de la botella.
16 y 24 muestras: Utilice una pipeta multicanal P1000 y afiada 720 pl de PURIF BDS. Afada el PURIF BDS con la pipeta
multicanal P1000.
16 muestras: afiada 15 ml de PURIF BDS al reservorio para reactivos.
24 muestras: afiada 21 ml de PURIF BDS al reservorio para reactivos.
Afiada 720 ul de PURIF BDS a cada muestra extraida (a tres o cuatro muestras a la vez). Alinee las puntas para permitir el
pipeteado multicanal a los tubos con coincidencia de tubo y pipeta.
Cierre herméticamente cada tubo e inviértalo 10 veces.
Incubelos a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Cargue los tubos en la microcentrifuga con la bisagra de la tapa hacia afuera y centrifiguelos a 16.000 x g durante tres minutos.
Coloque los tubos en el soporte magnético de forma que la bisagra de la tapa quede por encima del iman. Asegurese de que el
pellet avanza completamente hacia el iman.
Utilice una pipeta P1000 para retirar el sobrenadante sin tocar el pellet de microesferas. Deseche el sobrenadante.
16 y 24 muestras: Utilice una pipeta multicanal P1000. Retire el sobrenadante de 3-4 muestras al mismo tiempo.

B3. Anadir el tampon de lavado de purificacion

1.

Con la pipeta P1000, afiada 1 ul de PW BUF a cada tubo.
16 y 24 muestras: Vierta el PW BUF al depésito. Con la pipeta multicanal, afada 1 ml de PW BUF a cada tubo (3-4 muestras
al mismo tiempo).
Cierre los tubos y carguelos en el adaptador de espuma para tubos. Introduzca por completo los tubos en la pieza de espuma de
forma segura. Separe uniformemente los tubos con las muestras. Compénselos si es necesario.
Mézclelos en vortex durante dos minutos.
Nota: Es posible que el pellet de microesferas no se resuspenda por completo, y es aceptable.
Centrifugue los tubos, con la bisagra de la tapa hacia afuera, a 16.000 x g durante tres minutos.
Coloque los tubos en el soporte magnético hasta que todos los pellets se muevan hacia el iman.
Utilice una pipeta P1000 para retirar el sobrenadante sin tocar el pellet de microesferas y deseche el sobrenadante.
16 y 24 muestras: Con la pipeta multicanal, retire el sobrenadante de 3-4 muestras al mismo tiempo.
Centrifugue los tubos, con las bisagras de las tapas hacia afuera, a 16.000 x g durante 30 segundos; luego, coloque los tubos
nuevamente sobre el soporte magnético de modo que la bisagra de la tapa se encuentre sobre el iman. Asegurese de que el
pellet avanza completamente hacia el iman.
Con la pipeta P20, retire las gotas restantes de PW BUF del fondo de cada tubo (una muestra a la vez). No toque ni rompa el
pellet de microesferas.
Quite los tubos del soporte magnético y deje que el PW BUF restante se evapore dejando los tubos abiertos a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

B4. Anadir el tampén de elucién

1.

2.
3.

Con la pipeta P100, afiada 52 ul de ELU BUF directamente sobre las microesferas que hay en cada tubo.
16 y 24 muestras: Utilice una pipeta multicanal P200. Afada tres o cuatro muestras al mismo tiempo.
Cierre los tubos y carguelos en el adaptador de espuma para tubos. Compense Iofl'l'y28§4-64341283-APN-l NPM#ANMAT

Mézclelos en vortex durante 10 minutos para resuspender las microesferas.
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4. Examine cada tubo para asegurarse de que las microesferas estan resuspendidas en una mezcla homogénea. (Si las
microesferas no se han resuspendido por completo, golpee suavemente el tubo con el dedo para desprender el pellet y mézclelo
en vortex durante dos minutos; vuelva a examinar los tubos, desprenda el pellet y mézclelo en vortex hasta que se resuspendan
las microesferas).

Centrifugue los tubos, con la bisagra de la tapa hacia afuera, a 16.000 x g durante tres minutos.

Coloque los tubos en el soporte magnético durante 10 minutos, de forma que las microesferas se muevan al lateral del tubo.
Transfiera 47 yl de muestra eluida al pocillo adecuado en la nueva placa de 96 pocillos, tal como se muestra.

Importante: Asegurese de que se pipetea el volumen correcto. El paso de fragmentacion es sensible a la masa de entrada.

Noo
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Nota: Es posible que la elucién tenga un aspecto amarronado. A veces, se puede apreciar un residuo marron en la punta de la
pipeta, pero suele quedarse en la punta cuando se vierte la muestra.

8.  Cierre herméticamente la placa y mezcle en vortex durante un segundo, en todas las esquinas y en el centro.

9. Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

10. Asegurese de que la placa esta cerrada herméticamente.

11. Proceda al paso 6. Cuantificacion.

6. Cuantificacion
Este ensayo se ha optimizado utilizando un espectrofotémetro UV para la cuantificacién. Es esencial la precisiéon en la medida de DO.
Asegurese de que la medida de DO esta dentro del rango lineal del instrumento.

A. Preparar los reactivos, el equipo y el material fungible
Encienda el espectrofotémetro como minimo 10 minutos antes de usarlo.
Coloque sobre la mesa:

e NFW

e Place de UV o placa de 96 pocillos

e  Opcional: tubo cénico o reservorio para reactivos

B. Espectrofotometro en microplaca

B1. Preparar las alicuotas diluidas de las muestras purificadas

1. Ultilice una pipeta multicanal P200 para anadir 198 pl de NFW a los pocillos para muestras de la placa de UV.
2. Blanco: afiada 200 pl de NFW a cada pocillo de la fila vacia.

V99888089 0
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3. Utilice una pipeta multicanal P20 para:
a. Transferir 2 pl de cada muestra purificada al pocillo correspondiente de la placa de UV.
b.  Pipetear hacia arriba y hacia abajo dos veces para extraer toda la muestra (diluciéon 1/100).
4.  Utilice un cierre nuevo, cierre la placa herméticamente y consérvela a una temperatura entre —25 °C y —15 °C.
Importante: Debe retirar la placa dentro de un periodo maximo de 20 horas.
5.  Cierre la placa de UV y utilice un pafio de laboratorio sin pelusas en la superficie del adaptador.
6. Mezcle en vortex y centrifugue a 650 x g durante un minuto.
B2. Cuantificar el producto para PCR diluido y purificado
Nota: una unidad de absorbancia a 260 nm = 50 ug/dl (equivalente a 0,05 ug/dl) para productos de PCR bicatenados
(para la longitud del trayecto = 1 cm).
1. Midala DO de cada muestra a 260, 280 y 320 nm. Utilice DO280 y DO320 como controles.
2. Determine la medida de DO260 para el blanco de agua y calcule la media.
3. Determine la concentracion de cada producto de PCR:
a. Calcule una lectura de DO para cada muestra: DO = (DO de la muestra) — (DO media del blanco de agua)
b.  Calcule la concentracion sin diluir de cada muestra en pg/dl: DO x 0,05 ug/ul x 100
4.  Determine un rendimiento de ADN aceptable.
Nota: Para cada muestra, el rendimiento del ADN debe ser 22,5 ug/ul. El rendimiento de ADN medio para ocho o mas muestras
debe ser 23,0 ug/ul. No siga procesando muestras que no cumplen este requisito.
Estos rangos de DO se basan en el uso de las lecturas convencionales del espectrofotometro UV y asumen que la longitud del
trayecto = 1 cm.

e Relacion de DO260/D0280 = 1,7-2,1. IF-2024-64341283-APN-INPMAZANMAT
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No proceda si el valor no entra en este rango.
e Medida de DO320 muy cercana a cero (<0,1).
5. Proceda inmediatamente al paso 7 Fragmentacién o conserve la placa entre —25 °C y —15 °C durante 20 horas.

7. Fragmentacion
Realice todas las adiciones, diluciones y mezclas sobre hielo. Asegurese de que todos los reactivos alcanzan el equilibrio antes de
usarlos.

A. Precauciones

e Laenzima es sensible a la temperatura:
Coja el tubo solo por el tapon o la base. No toque el tubo por los lados.
Manténgalo a una temperatura entre —25 °C y —15 °C cuando aspire el volumen enzimatico.
Centrifdguelo para que su contenido quede uniforme.
Realice todos los pasos rapidamente y sin interrupcion.
e Afada la enzima a la mezcla maestra de fragmentacion en ultimo lugar.
e Laenzima es viscosa:
o Pipetee despacio.
o Evite el exceso de solucidn por fuera de la punta de la pipeta.

o
o
o
o

B. Preparacion
Encienda el termociclador para precalentar la tapa. Deje el bloque a temperatura ambiente.
B1. Establecer la zona de trabajo

1. Configure la centrifuga de placas entre 2 y 8 °C durante al menos 15-20 minutos antes del paso de fragmentacion y cierre la
tapa.
Coloque el bloque refrigerador y el NFW en hielo.
Coloque la tira de 8 tubos en el bloque refrigerador enfriado (2-8 °C) como minimo 10 minutos antes de usarlo.
Ponga la etiqueta «<FRAG.» al tubo Eppendorf de 1,5 ml y manténgalo frio en el bloque refrigerador.
Corte la pelicula adhesiva en tiras lo suficientemente anchas como para cerrar 8 o 12 tubos en tiras.
2. Descongelar y preparar reactivos

Descongele la placa de las muestras purificadas y cuantificadas a temperatura ambiente (<30 minutos).
Asegurese de que esta cerrada herméticamente y centrifiguela a 650 x g durante un minuto.
Coloque la placa en la mitad inferior del bloque refrigerador durante al menos 10 minutos. Procésela en un periodo de una hora.
Descongele el FRAG BUF a temperatura ambiente (<30 minutos) y coléquelo en el bloque refrigerador sobre el hielo.
'mportante: Utilicelo en un periodo de una hora.
Prepare el FRAG BUFF:
a. Mezcle en vortex cada muestra tres veces durante un segundo.
b.  Centrifugue rapido durante tres segundos.
c. Coloque en el bloque refrigerador enfriado (2-8 °C).
B3. Prepare la muestra maestra de fragmentacion

Prepare y almacene todos los reactivos, los tubos y el bloque refrigerador sobre el hielo. Saquelo en un periodo de 10 minutos.
Prepare siempre la mezcla maestra de fragmentacion de acuerdo con la tabla del Paso 1b, independientemente del nimero de
muestras.
1. Afada el NFW y FRAG BUF de acuerdo con la siguiente tabla.

a. Mezcle en vortex el tubo tres veces durante un segundo.

b.  Centrifugue rapido durante tres segundos.

o PN, DORrODN

Mezcla maestra de fragmentacion
NFW 271,2 pl
FRAG BUF 343,8 pl
FRAG RGT 10,0 pl
Total 625,0 pl

2. Saque el FRAG RGT del congelador y coléquelo de inmediato en el refrigerador enfriado entre —25 °C y —15 °C.
a. Centrifuguelo rapido durante un segundo.
b.  Mezcle en vértex durante un segundo.
c.  Centrifugue rapido durante tres segundos.
d. Colodquelo de inmediato en el refrigerador que esta a una temperatura entre —25 °C y —15 °C.
Afada el reactivo de fragmentacion de acuerdo con la tabla del Paso 2.
Vuelva a colocarlo de inmediato en el refrigerador que esta a una temperatura entre —25 °C y —-15 °C.
Mezcle en vértex cada mezcla maestra de fragmentacion tres veces durante un segundo.
Centrifugue rapido durante tres segundos y vuelva a colocarlas inmediatamente en el bloque refrigerador.

IF-2024-64341283-APN-INPMAZANMAT
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C. Fragmentacién

C1. Anadir la mezcla maestra de fragmentacion a las muestras

1. Afada rapidamente 78 pl de mezcla maestra de fragmentacion a cada pocillo de los tubos en tiras que se encuentran en el
bloque refrigerador sobre el hielo.

Cierre los tubos en tiras con la tira de pelicula adhesiva o con tapas en tira.

Centrifugue los tubos en tiras y coléquelos de nuevo en el bloque refrigerador sobre el hielo.

Retire y deseche el cierre de la placa.

Utilice una pipeta multicanal P20 para transferir 10 pl de la mezcla maestra de fragmentacion a cada muestra, tal como se
muestra en la tabla.

oo

Producto de PCR purificado 45 pl
Mezcla maestra de fragmentacién 10 pl
Total 55 ul

No pipetee hacia arriba y hacia abajo. No introduzca burbujas de aire en el fondo de los tubos.

TIIIITY
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6. Cierre herméticamente la placa CON un nuevo cierre.

7. Mezcle los tubos en voértex durante un segundo, tanto en las esquinas como en el centro.

8 Lleve a centrifugar la placa de muestras al bloque refrigerador que se encuentra sobre la caja de hielo (2-8 °C).

9 Centrifugue en una centrifuga preenfriada a 650 x g durante un minuto. Retire rapidamente la placa de la centrifuga y coléquela
en el bloque refrigerador en la caja de hielo.

10. Lleve la placa de muestras al bloque refrigerador en la caja de hielo y cargue inmediatamente la placa de fragmentacion en el
termociclador con la tapa precalentada.

11. Ejecute el programa CytoScan Dx Fragment.

12. Cuando haya acabado, deje la placa en el termociclador. Procésela en un periodo de 2,5 horas.

13. Tras sacarla del termociclador, asegurese de que la placa esta cerrada herméticamente y centrifiguela a 650 x g durante un
minuto. Después, transfiérala al bloque refrigerador enfriado sobre el hielo.

14. Retire y deseche cualquier resto de la mezcla maestra de fragmentacion. No vuelva a usar la mezcla maestra de fragmentacion.

C2. Comprobar la reaccion de fragmentacion

1. Realice la prueba en gel de agarosa al 4 % para comprobar la fragmentacion.

2. Asegurese de que la placa esta cerrada herméticamente y centrifugue a 650 x g durante un minuto. Coléquela en la mitad
inferior del bloque refrigerador sobre el hielo.
3. Ponga la etiqueta «Dil.» al tubo en tiras de 8 tubos.
4. Anada 28 pl de agua sin nucleasas a cada pocillo del tubo en tiras.
5. Abra la placa de ADN fragmentado y deseche el cierre.
6. Anfada 4 pl de las muestras fragmentadas que hay en la placa a los pocillos correspondientes del tubo en tiras con la etiqueta
«Dil.».
oLl X X X X I leiexe
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7.  Cierre la placa de ADN fragmentado con un cierre nuevo y consérvela en la mitad inferior del bloque refrigerador sobre el hielo.
8. Ponga la etiqueta «Andlisis gel» a los tubos en tiras con 8 0 12 pocillos.
9. Introduzca las muestras en gel de agarosa al 4 % para que se suelten las bandas.
10. Inspeccione el gel y proceda al paso 71. Control de calidad durante el proceso. La distribucién de las bandas debe ser de
25-125 pb.
8. Marcaje

A. Preparacion

IF-2024-64341283-APN-INPMAZANMAT
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Encienda el termociclador para precalentar la tapa. Deje el bloque a temperatura ambiente.
A1. Establecer la zona de trabajo

1.  Coloque el bloque refrigerador sobre el hielo.

2. Coloque la tira de 8 tubos en la mitad superior del bloque refrigerador sobre el hielo.

3. Ponga la etiqueta «ETIQ.» en el tubo de microcentrifuga 1,5 ml y coléquelo en el bloque refrigerador.
4. Corte la pelicula adhesiva en tiras lo suficientemente anchas como para cerrar 8 o 12 tubos en tiras.
A2. Descongelar y preparar reactivos

1. Descongele los tubos a temperatura ambiente (30 minutos) y coléquelos de inmediato en hielo. Utilicelos en un periodo maximo
de una hora:
e TDTBUF
e DNALBEL RGT
2.  Prepare el TDT BUF y el DNA LBEL RGT:
a. Mezcle en vortex cada muestra tres veces durante un segundo.
b. Centrifuguelas rapido durante tres segundos y vuelva a colocarlas en el bloque refrigerador.
A3. Preparar la mezcla maestra de marcaje

Prepare y almacene todos los reactivos, los tubos y el bloque refrigerador sobre el hielo. Saquelo en un periodo de 10 minutos.
1. AfAadalos al tubo de 1,5 ml que esta en hielo en este orden:

TDT BUF

DNA LBEL RGT

Marcaje (28 muestras, 20 % de excedente)
Reactivo 1 muestra 8 muestras 16 muestras 24 muestras
TDT BUF 14,0 pl 134,4 pl 268,8 i 403,2 pl
DNA LBEL RGT 2,0 pl 19,2 pl 38,4 pl 57,6 i
TDT ENZ 3,5l 33,6 ul 67,2 pl 100,8 pl
Total 19,5 pl 187,2 pl 374,4 l 561,6 pl

2. Coloque la TDT ENZ en el refrigerador preenfriado entre —25 °C y —15 °C.
3. Meézclelo.
a. Centrifugue rapido durante un segundo.
b. Mezcle en vértex cada muestra tres veces durante un segundo.
c. Centrifuguelas rapido durante tres segundos y vuelva a colocarlas en el bloque refrigerador.
4. Coldquelo de inmediato en el refrigerador que esta a una temperatura entre —25 °C y —15 °C.
5. Anada el TDT ENZ a la mezcla maestra de marcaje. Coléquelo en el refrigerador que esta a una temperatura entre —25 °C
y -15 °C.
6. Mezcle en vortex cada mezcla maestra de marcaje tres veces durante un segundo.
7.  Centrifugue rapido durante tres segundos.

B. Marcaje
B1. Anadir la mezcla maestra de marcaje
Deje las muestras en el bloque refrigerador y todos los tubos sobre el hielo cuando haga adiciones.

1.  Afada la mezcla maestra de marcaje a los tubos en tiras preenfriados que estan en el bloque refrigerador sobre el hielo.
2. Cierre la tira con la tira de pelicula adhesiva (o con tapas en tira) y centrifiguela rapido.
3. Coloquela de nuevo en el bloque refrigerador.
4. Retire y deseche el cierre de la placa.
5.  Utilice una pipeta multicanal P20 para afiadir 19,5 pl de la mezcla maestra de marcaje a cada muestra.
ADN fragmentado (menos de 4 pl para el analisis de gel) 51,0 pl
Mezcla maestra de marcaje 19,5 pl
Total 70,5 pl

6.  Utilice un cierre nuevo y cierre herméticamente la placa.

7. Mezcle en vortex durante un segundo, tanto las esquinas como en el centro.

8.  Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

9. Coloque la placa de marcaje en el termociclador y ejecute el programa CytoScan Dx Label.

10. Cuando haya acabado el programa, deje la placa en el termociclador o transfiérala al bloque refrigerador sobre el hielo.
11. Asegurese de que la placa esta cerrada herméticamente y centrifiguela a 650 x g durante un minuto.

Nota: Puede dejar la placa en el termociclador a 4 °C durante un maximo de 60 horas.

9. Mezcla de hibridacion

A. Preparacion
1. Inicie sesién en AMDS. |
2. Encienda el termociclador para precalentar la tapa. Deje el bloque a temperatura a

F:2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
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3. Porlo menos una hora antes de la hibridacién, encienda el horno a 50 °C y establezca las rpm a 60.
Nota: Retire el array del almacenamiento una hora antes de la hibridacidn para que ajuste a la temperatura ambiente. No retire los
arrays de la bolsa.

B. Crear una solicitud de prueba (Test request) y registrar el array

Panel izquierdo del flujo de trabajo: seleccione Active Worklist (Lista de trabajo activa).

En la barra de herramientas, haga clic en Create (Crear).

Utilice un lector de codigos de barras inalambrico para introducir el cédigo de barras del ID de la muestra.

Vaya a la lista desplegable Assay Name (Nombre del ensayo) y seleccione CytoScanDx.

Nota: Los ID de las muestras no tienen que ser Unicos y pueden contener 40 caracteres.

Importante: Asegurese de que no hay duplicaciones accidentales de los ID de las muestras.

5. Introduzca las combinaciones de ID de la muestra y Nombre del ensayo para cada microarray.
Nota: Si el ID de la muestra no tiene un cédigo de barras, introduzca manualmente el ID de la muestra. Para introducir la
informacién manualmente, seleccione un campo Specimen ID (ID de la muestra) en una solicitud de prueba (test request),
introduzca el valor y haga clic en Enter (Introducir).

6. Enla barra de herramientas, haga clic en Submit (Enviar).

el

C. Registrar los microarrays

1.  Desenvuelva los arrays y coléquelos en una superficie limpia y sin pelusas a temperatura ambiente como maximo 30 minutos
antes de la hibridacion.

2.  Etiquete cada array con una designacion que identifique la muestra que va en él.

3. Panel izquierdo del flujo de trabajo: seleccione Registration (Registro).

4 Utilice un escaner de cédigos de barras inaldmbrico para escanear el codigo de barras del ID de la muestra.
Nota: Si se utiliza varias veces el mismo ID de la muestra, el sistema le pide que seleccione el que es correcto para asociarlo
con el cartucho del array correspondiente. Siga las instrucciones que aparecen en la pantalla de AMDS.

5. Escanee el cddigo de barras de array del cartucho correspondiente del array.
Nota: Si el ID de la muestra no tiene un codigo de barras, seleccione manualmente la fila asociada al ID de la muestra. Después,
escanee el cddigo de barras del cartucho correspondiente del array. Si quiere completar el registro mas tarde, vaya a la barra de
herramientas Registration Worklist (Lista de trabajo del registro) y haga clic en Save (Guardar).
Si quiere hacer el seguimiento de los reactivos y tampones de lavado que ha utilizado, haga clic en el campo Assay Name
(Nombre del ensayo). En la pantalla de inicio del ensayo, seleccione las solicitudes de prueba (test requests) actuales y,
después, escanee los codigos de barras de los kits de los reactivos y de las botellas de los tampones de lavado. Los numeros de
lote y las fechas de caducidad se asociaran a las solicitudes de prueba (test requests).

6. Enla barra de herramientas Registration Worklist (Lista de trabajo del registro), haga clic en Complete Step (Completar paso).

D. Preparar los arrays

Utilice un pafio no abrasivo y sin pelusas para limpiar la superficie de cristal de los arrays antes de escanearlas.
Coloque los arrays en una zona limpia a temperatura ambiente.

Limpie cualquier exceso de fluido que haya alrededor de las membranas de goma de la parte trasera del array.
Inserte la punta de la pipeta de 200 ul en la membrana de goma superior derecha de cada array.

Pegue dos etiquetas redondas adhesivas de 12,7 mm a la esquina superior del array, tal como se muestra.

PoON=

E. Preparar para la hibridacién

E1. Establecer la zona de trabajo

1.  Coloque el bloque refrigerador sobre el hielo.

2. Coloque el reservorio para reactivos en la mitad superior del bloque refrigerador sobre el hielo.
3. Anada la etiqueta «Mez. maes. hib.» al tubo de centrifuga de 15 ml y coléquelo en el hielo.
E2. Preparar las muestras y los reactivos

Prepare y almacene todos los reactivos, los tubos y el bloque refrigerador sobre el hielo. Saquelo en un periodo de 10 minutos.

1. Coloque la placa en la mitad inferior del bloque refrigerador sobre el hielo.
2. Descongélelos a temperatura ambiente (£30 minutos), coléquelos inmediatamente sobre el hielo y Uselos en un periodo maximo

de una hora:
e HYBBUF1
e HYBBUF2 IF-2024-64341283-APN-INPM#ZANMAT
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e HYBBUF3
e HYBBUF4
¢ OCR

3. Mezcle en vortex cada reactivo tres veces durante un segundo.
4. Centrifugue rapido durante tres segundos y vuelva a colocarlo en el bloque refrigerador.
E3. Preparar la mezcla maestra de hibridacion

1. Afada cada reactivo en el siguiente orden a cada tubo de Hyb Master Mix de 15 ml que esta en el hielo.

Mezcla maestra de hibridacién (28 muestras, 20 % de excedente)
Reactivo 1 muestra 8 muestras 16 muestras 24 muestras
HYB BUF 1 165,0 pl 1.584 pl 3.168,0 pl 4.752 pl
HYB BUF 2 15,0 pl 144,0 pl 288,0 pl 432,0 pl
HYB BUF 3 7,0 pl 67,2 pl 134,4 ul 201,6 pl
HYB BUF 4 1,0 pl 9,6 pl 19,2 pl 28,8 pl
OCR 2,0yl 19,2 ul 38,4 pl 57,6 pl
Total 190 pl 1.824 pl 3.648 pl 5.472 pl

2. Mezcle en vortex cada muestra tres veces durante un segundo (hasta que queden homogéneas).

3.  Centrifugue rapido durante tres segundos.

Nota: Cualquier precipitacion en la mezcla maestra de hibridacion (después de que se haya mezclado) se disuelve durante la
hibridacion a 50 °C.

E4. Anadir la mezcla maestra de hibridacion y desnaturalizar las muestras

1. Retire y deseche el cierre de la placa.

2. Vierta la mezcla maestra de hibridacion en el reservorio para reactivos situado en la mitad superior de la camara refrigeradora
sobre el hielo.

Utilice una pipeta multicanal para afadir 190 pl de la mezcla de hibridacion a las muestras.

Utilice un cierre nuevo y cierre herméticamente la placa.

Mezcle en vortex durante un segundo, tanto las esquinas como en el centro.

Vuelva a mezclarlas en vortex.

. Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

Nota: Este punto de detencion es opcional, cierre la placa herméticamente y consérvela con las muestras en la mezcla maestra de
hibridacién a una temperatura de entre —25 °C y —15 ° C durante una semana como maximo. Para usarlas:

Deje que se descongelen a temperatura ambiente.

Asegurese de que la placa esta cerrada herméticamente.

Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

Retire el cierre y sustitdyalo por uno nuevo.

Ciérrela herméticamente.

Mezcle en voértex para garantizar que se mezcle del todo.

Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

Coloque la placa en el bloque refrigerador sobre el hielo.

Coloque la placa en el termociclador y ejecute el programa CytoScan Dx Hyb.

Nookow
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F. Hibridacién en arrays
F1. Cargar muestras en arrays

1. Cuando el termociclador alcance una temperatura de 49 °C constantes, (00), abra la tapa y cargue las muestras en los arrays de
inmediato.
>8 muestras: Hibride 4 muestras a la vez (corte el cierre de la placa y retirelas fila a fila), pero mantenga los pocillos
restantes cubiertos.
Importante: La mezcla de hibridacién es viscosa. Pipetee despacio para obtener una mayor precision.
2. Con la pipeta P200, retire 200 ul de la primera muestra e inyéctelos inmediatamente en el array. Cargue todas las muestras en
un periodo de 30 minutos.
3. Tape las membranas de goma del array con etiquetas redondas adhesivas de 12,7 mm desde el borde superior del array y
presione firmemente como se indica en la imagen.

Cuando todos los arrays estan cargados y las membranas de goma tapadas:
a. Cargue los arrays y distribuyalos uniformemente en la bandeja del horno.
b. Introduzca inmediatamente la bandeja en el horno de hibridacion.

IF-2024-64341283-APN-INPMAZANMAT
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Importante: No permita que los arrays cargados permanezcan a temperatura ambiente durante mas de 1 minuto. Asegurese de que

el horno esté equilibrado mientras carga las bandejas y que estas bandejas giran siempre a 60 rpm.

5. En lalista de trabajo, haga clic en Hybridization Oven (Horno de hibridacion).

6. Asocie las solicitudes de prueba (test requests) con el horno:

a. Seleccione todas las solicitudes de prueba (Test requests) para arrays en el horno: Seleccione todas las solicitudes de prueba
(Test requests) para una bandeja en concreto seleccionando una solicitud de prueba (Test request) y haciendo clic en Select
Tray (Seleccionar bandeja).

Nota: No puede cambiar ningun parametro en el campo Time/Rotation/Duration (Tiempo/Rotacién/Duracién) que se muestra
en Hybridization Oven Worklist (Lista de trabajo Horno de hibridacion).

Mantenga pulsada la tecla Ctrl.

Coloque el cursor en el campo de numero del horno seleccionado.

Suelte la tecla Ctrl.

Introduzca el numero de horno.

o Si el horno esta conectado a la estacion de trabajo, el valor es «1» 0 «2» dependiendo de la configuracion
o bien

o  Siel horno no esta conectado a la estacion de trabajo, introduzca «E» para el campo externo en el campo Oven # (N.° de
horno).

f. Pulse Intro.

7.  Seleccione una o mas solicitudes de prueba (Test requests).

Nota: Todas las solicitudes de prueba (Test requests) que se ejecutan a la vez en el mismo horno deben tener la misma
temperatura, rotacion y duracion requeridas.

8. En la barra de herramientas Hybridization Oven Worklist (Lista de trabajo Horno de hibridacién), haga clic en Start (Comenzar).
Nota: Si el horno esta conectado, AMDS muestra constantemente su estado en el panel Device Status (Estado del dispositivo),
en el lado derecho de la lista de trabajo.

9. Repita esta accion hasta que todas las muestras estén cargadas en arrays coléquelas en el horno de hibridacién. Cargue todas
las muestras en un periodo de 30 minutos.

10. Configure los arrays para que roten a 50 °C y 60 rpm durante 16-18 horas.

11. Deseche el objetivo de hibridacion sobrante.

S

10. Lavar, teiiir y escanear arrays

A. Cebar la estacion de fluidos

Realice el cebado siempre en las condiciones siguientes:
e Antes de procesar cartuchos
e Después del inicio
e Después de cambiar la solucién de lavado

A1. Cebar la estacion de fluidos
1. Seleccione el numero de estacion que desea cebar.
2.  Anada WS Ay WS B a la estacion de fluidos.
Importante: Asegurese de que los tampones de lavado estén colocados correctamente y que las lineas de lavado adecuadas
estén en los tampones respectivos.
3.  Coloque 3 tubos vacios de 1,5 ml en los soportes de las muestras del médulo para cebarlos.
. En el panel izquierdo del flujo de trabajo Active Worklist (Lista de trabajo activa):
g. Haga clic en Fluidics (Fluidos).
h.  Haga clic en Station Setup (Configuracion de estacion).
En la lista desplegable de Ensayos, seleccione CytoScanDx Assay (Ensayo CytoScanDx).
Destaque las estaciones que desea cebar y seleccione los 4 mdédulos.
Haga clic en Prime Station (Cebar estacion).
Introduzca una firma electrénica.
Siga las instrucciones de la ventana LCD Fluidics Station (Estacion de fluidos).
0. En la barra de herramientas Fluidics Worklist (Lista de trabajo de fluidos), haga clic en Close Setup Screen (Cerrar pantalla de
configuracion).

SVoeNoO

B. Lavar y tehir arrays
B1. Configuracion
1. Mezcle en vortex la tincion y las botellas AH BUF antes de afiadir reactivos.
2. Anadalos a tubos de microcentrifuga de 1,5 ml para cada array:
a. Tubos ambar: 500 ul SB 1; el SB 1 es sensible a la luz.
b.  Tubos transparentes/naturales: 500 pl SB 2.
c. Tubos azules: 800 yl AH BUF.
3. Enla barra de herramientas Hybridization Oven Worklist (Lista de trabajo Horno de hibridacion), seleccione las solicitudes de

prueba (test requests). |F-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
4. Haga clic en End (Finalizar).
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5. Haga clic en Complete Step (Completar paso).

6. Cuando haya terminado, retire los microarrays.
Importante: Retire solamente 4 arrays a la vez del horno y transfiera todos los arrays del horno de hibridacién a las estaciones
de fluidos en un periodo de 20 minutos.

7. Retire las etiquetas redondas adhesivas de 12,7 mm de los arrays.

B2. Lavar y teiir
1. En el panel izquierdo del flujo de trabajo, seleccione Fluidics (Fluidos).
2. Coloque los microarrays:
a. Mantenga la palanca del cartucho en la posicion inferior (expulsar).
b. Coloque el microarray en el médulo correcto de la estacion de fluidos.
c. Vuelva a colocar la palanca del cartucho en la posicién superior (conectada).
3. Escanee los microarrays:
a. Escanee cada microarray con el lector de cédigo de barras inaldmbrico.
b. Escanee inmediatamente el médulo de estacion de fluidos para cada microarray.
Nota: El cédigo de barras de array en el microarray identifica la solicitud de prueba (Test request) adecuada registrada en esa
ID de array.
Cuando el estado sea Ready (Listo), seleccione las solicitudes de prueba (Test requests) en AMDS.
En la barra de herramientas del panel Fluidics Worklist (Lista de trabajo de fluidos), haga clic en Start (Comenzar).
Siga las instrucciones y compruebe el estado en la ventana LCD Fluidics Station (Estacion de fluidos).
Cuando finalice, presione la palanca del cartucho hacia abajo (expulsar).
Retire el array y revise la ventana del array en busca de burbujas o bolsas de aire.
Si todavia hay burbujas de aire después de repetir el proceso anterior varias veces, realice el proceso manual:
e Introduzca la punta de la pipeta de 200 ul en la membrana de goma derecha superior del array.
e Con una pipeta, retire la mitad de la solucién
e Llene completamente el array con AH BUF
9. Retire todos los arrays sin burbujas de la estacion de fluidos y levante la palanca del cartucho para acoplar el bloque de lavado.
10. Cuando se le solicite, reemplace los tubos con tincion por 3 tubos vacios.
11. Cuando haya finalizado el lavado y la tincién, apague la estacion de fluidos. Siga los pasos que se mencionan a continuacion.

©N> oA

C. Escanear los arrays
Encienda el escaner como minimo 10 minutos antes de usarlo.

Advertencia: El escaner emplea un laser y esta equipado con un sistema de bloqueo de seguridad. No manipule el sistema de
bloqueo o podria exponerse a una luz laser peligrosa.

C1. Preparar los arrays
1. Utilice un pafio no abrasivo para limpiar la superficie de cristal de los arrays antes de escanearlos. No utilice alcohol.
2. Limpie el exceso de fluido que haya alrededor de las membranas de goma de la parte trasera del cartucho del array.
a. Cubra ambas membranas de goma con etiquetas redondas adhesivas de 9,5 mm.
b.  Presione para aplanarlas. Si las etiquetas redondas no se aplican con facilidad, retirelas y ponga unas nuevas.
C2. Escanear los arrays
En el panel izquierdo del flujo de trabajo, seleccione Scanner (Escaner).
Cargue los microarrays en sentido horario en AutoLoaderDx v.2 y empiece con la posicion 1.
En la barra de herramientas del panel Scanner Worklist (Lista de trabajo de escaner), haga clic en Start (Comenzar).
Espere a que el estado se muestre como Complete (Completo).
En la lista de trabajo Scanner (Escaner), haga clic en Complete Step (Completar paso). (Para acceder a los informes de
solicitud de prueba (test requests) desde la lista de trabajo No activos, consulte la Guia de usuario del médulo de software del
ensayo CytoScan™ Dx).

arwON =
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Advertencia: La puerta esté cerrada mientras escaner esté en funcionamiento. No intente abrir la puerta.

Nota: Para agregar arrays mientras se esta ejecutando AutoLoaderDx v.2: (1) En Scanner Worklist (Lista de trabajo Escaner), haga
clic en Stop Scan (Detener escaner). (2) Cuando se desbloquee la puerta, afada una o mas arrays al escaner. (3) Haga clic en Start
(Comenzar). El escaner no vuelve a escanear ningun array previamente escaneado y siempre empieza con el array de la ranura 1.

C3. Apagar la estacion de fluidos

Apaguela cuando haya terminado. No mantenga encendida la estacién de fluidos si no va a volver a usarla en menos de 12 horas.
1.  Prepare 3 tubos de 1,5 ml (vacios) para cada modulo.

Coloque las lineas de lavado en una botella llena de agua desionizada.

En el menu Fluidics (Fluidos), seleccione Fluidics Station Setup (Configuracién de la estacion de fluidos).

Seleccione la estacion de fluidos que desee apagar y haga clic en Shutdown Station (Apagar estacion).

Siga las instrucciones de la ventana LCD Fluidics Station (Estacion de fluidos).

Cuando haya acabado, apague el interruptor.

QA wN

11. Control de calidad durante el proceso

Importante: El control de calidad es un paso fundamental en el proceso y debe incluir geles de PCR y fragmentacion, asi como
rendimiento de ADN de PCR purificado.

Use tubos en tiras o placas de 96 pocillos.

A. Producto de PCR
1. Prepare la diluciéon del tampon de carga.
2. Desde la primera fila, afada:

a. 3 pulde producto de la PCR:

b. 17 pl de tampon de carga diluido (total = 20 pl).

Mezcle en vortex.

Centrifugue a 650 x g durante un minuto.

Cargue la mezcla en los geles.

Prepare las diluciones de marcadores de PCR.

Siga las instrucciones del fabricante para analizar gel que cumpla los requisitos tal como se muestra.
Ejemplo de imagen de gel de PCR en gel al 2 %:

Nookw

A1. Requisitos-Interpretacion del control de calidad de producto de PCR en gel
Distribucion de las bandas 150-2.000bp
Rango de tamarios de PCR:

2,000 bp

B. Producto fragmentado
1. Prepare la dilucién del tampoén de carga.
2. Anadir:
a. 4 pl de producto fragmentado en:
b. 28 pl de agua (dilucion 1:8).
3. Anadir:
a. 8 pul de producto fragmentado diluido en:
b. 12 pl de tampon de carga diluido.
Mezcle en voértex con impulsos.
Centrifugue a 650 x g durante un minuto.
Cargue la mezcla en los geles. IF-2024-64341283-APN-INPM#ZANMAT

Prepare las diluciones de marcadores de ADN.

No ok
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8.  Siga las instrucciones del fabricante y use gel de agarosa al 4 % para cumplir con los requisitos tal como se muestra.
Ejemplo de imagen de gel de fragmentacion en gel al 4 %:

B1. Requisitos: interpretacion del control de calidad de fragmentacién en gel
Distribucion de las bandas 25-125bp
Ejemplos de geles de fragmentacién aceptables; rendimiento de aprobacién ademas de la variabilidad en los patrones de frotis:

125bp

25bp

Ejemplos de geles de fragmentacion incorrectos-Estos 3 geles tienen la mayoria de las bandas de alta intensidad por encima de
125 pb (izquierda); a 125 pb (centro); o por debajo de 25 pb (derecha):

Si la mayoria de la distribucion de las
bandas esta en...

Entonces la muestra esta...

Poco fragmentada (imagen izquierda
y del medio)

Por debajo de 25 bp Demasiado fragmentada (derecha)

125 pb o se extiende a 2.652 pb

Especifico de GeneChip™ System 3000Dx
Consulte la Guia de usuario del software de diagndéstico molecular Affymetrix™ y la Guia de usuario del sistema GeneChip™ 3000Dx
para obtener las instrucciones de funcionamiento.

Informes

La aplicacién del navegador ChAS Dx es necesaria para ver los archivos DXCHP (array CytoScan Dx). Se genera un archivo PDF con
el informe del resumen de resultados para las muestras que pasan los umbrales métricos de control de calidad (CC) de array. El
informe se genera con ajustes de configuracién validados preestablecidos. El informe contiene los valores de la configuracion, y los
archivos utilizados se escriben en el informe. Ambos informes contienen los datos sociodemograficos del paciente, el médico y el
laboratorio de pruebas introducidos para la muestra. Para las muestras que no pasan uno o mas umbrales métricos de control de
calidad del array, se genera un informe de fallos de CC.

Para obtener mas detalles sobre los resultados y la interpretacion, consulte la Guia de usuario del software Chromosome Analysis
Suite Dx.

Interpretacion de las pruebas; CC

El ensayo CytoScan Dx emplea tanto controles de CC durante el proceso como métricas de CC del array para ayudar a identificar
problemas en el ensayo y ejemplos en los que el ensayo ha fallado (0). Consulte la Guia de usuario del ensayo CytoScan™ Dx para
obtener informacion sobre como realizar e interpretar las comprobaciones de CC durante el proceso. Las métricas de CC del array
utilizadas en el ensayo CytoScan Dx son la puntuacion de mediana absoluta de la diferencia por pares (MAPD) y el control de calidad
de polimorfismos de nucleétido unico (SNPQC). MAPD compara las relaciones log2 de cada par de muestras adyacentes a lo largo
del cromosoma y mide la variabilidad local de las relaciones log2. SNPQC mide la distancia entre picos que representan los genotipos
A/A, A/B, B/B en el espacio de contraste de la sefial (distancias minimas entre picos). ChAS Dx comprueba los archivos DXCHP para
los valores de CC del array. El software emite un aviso si los parametros de CC del array no cumplen con los umbrales.

IF-2024-64341283-APN-INPMAZANMAT
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Tabla 11. Lista de métricas de CC durante el proceso y array para el ensayo CytoScan Dx.

Procesar | Limites de CC | Método de prueba de CC

CC durante el proceso

PCR Distribucion del tamafio de las bandas del Electroforesis en gel,
ADN agarosa al 2 %
150-2.000 bp

PCR después de la purificacion Rendimiento de PCR de cada muestra Absorbancia a 260 nm
22,5 pg/ul

PCR después de la purificacion Rendimiento de PCR medio 28 muestras Absorbancia a 260 nm
23,0 pg/ul

Fragmentacion Distribucién del tamario de las bandas del Electroforesis en gel,
ADN agarosa al 4 %
25-125 bp

CC del array

Rendimiento del array: variacién marcador | MAPD <0,25 Calculo ChAS Dx

a marcador en largos tramos de NC

constantes.

Rendimiento del array: discriminacion SNPQC 212 Calculo ChAS Dx

entre picos de alelos en los datos de SNP.

Resultados esperados

La prevalencia de CNV en poblaciones de pacientes depende de factores de riesgo como la edad, el sexo, la presencia de sintomas y
los antecedentes familiares. Se realizé un estudio ciego retrospectivo utilizando dos conjuntos de muestras (sindrémicas y
fenotipicamente normales) para evaluar la frecuencia de las interpretaciones mediante los resultados de la prueba de CNV de
CytoScan Dx. Un conjunto contenia 149 muestras de sindromes conocidos (seleccionadas por la amplitud de representacion de
sindromes en lugar de la prevalencia esperada en la poblacion de uso previsto). El segundo conjunto contenia 108 muestras
fenotipicamente normales. Las muestras sindromicas y normales se recogieron en ocho centros y un centro, respectivamente. La
clasificacion de los sindromes se designo a partir de la compilacién de pruebas rutinarias de asistencia sanitaria; la excepcion fue que
se excluyeron todas las muestras que incluian los resultados de microarrays SNP6.0 de Applied Biosystems. Para las muestras
sindrémicas, el diagndstico de laboratorio clinico original que las acompafaba fue el sindrome clinico diagnosticado determinado por
los laboratorios externos después de la asistencia sanitaria rutinaria en pacientes remitidos para pruebas cromosémicas debido a
retraso del desarrollo neurolégico, retraso intelectual, anomalias congénitas o rasgos dismérficos. Para las muestras recogidas de
individuos fenotipicamente normales, no se realizé un diagnoéstico clinico de laboratorio original sino que se asumié que las muestras
eran normales, aunque no se realizaron pruebas para determinar su estado. Un Unico citogenético capacitado interpreté los
resultados del ensayo CytoScan Dx. En este estudio retrospectivo de sujetos con sindromes y sujetos fenotipicamente normales, el
ensayo CytoScan Dx identificé un promedio de 15,4 +11,5 (media £DE) CNV por muestra sindrémica y 10,4 +3,40 (media +DE) CNV
por muestra fenotipicamente normal.

El ensayo CytoScan Dx permitio interpretar correctamente 145 de 149 muestras sindromicas, mientras que 3 muestras de 108
individuos fenotipicamente normales se interpretaron como patdégenas. La interpretacion del citogenético de los resultados del ensayo
CytoScan Dx para este estudio se resume en la Tabla 12.

Tabla 12. La interpretacion del ensayo CytoScan Dx da como resultado un conjunto de muestras sindrémicas y fenotipicamente
normales.

Muestras fenotipicamente
Muestras sindrémicas normales
Patégenas 145 3
VOous 4 47
No patégenas -
Benignas 0 58
Total 149 108

En ambos grupos, las CNV fueron mas comunes en regiones génicas que en regiones no génicas (el 77,6 % de las CNV estaban en
regiones génicas) y en regiones no teloméricas o no centroméricas que en regiones teloméricas o centroméricas (el 72,7 % de las
CNV estaban en regiones no teloméricas o no centroméricas).

En un estudio prospectivo multicéntrico de 960 sujetos (consulte Rendimiento clinico para obtener mas informacién), el ensayo

CytoScan Dx identificéd 11,2+4,1
(media +DE) CNV por sujeto.
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Caracteristicas de rendimiento analiticas

Reproducibilidad analitica

Para evaluar la reproducibilidad del ensayo CytoScan Dx, se realizé un estudio («centro a centro») con 93 muestras de ADNg,
incluido un control procesado por dos operadores en cada uno de los tres centros, en tres puntos temporales no consecutivos. Las 93
muestras de ADNg presentaban anomalias que, en conjunto, cubrian el 50,8 % del genoma. Cada muestra se analiz6 9 veces en los
tres puntos temporales y centros, excepto una muestra de control que se analizé en cada lote y, por lo tanto, se analizé 36 veces. Se
analizé la reproducibilidad de todas las CNV detectadas en las 9 réplicas por acuerdo de pares para la determinacién del estado del
numero de copia. Se considerd que un par de réplicas concordaban si las CNV coincidian parcialmente al menos en el 50 % u 80 %
de la longitud de CNV y los estados de las CNV (ganancia/pérdida) eran iguales. Se considerd que dos réplicas sin determinaciones
concordaban en el célculo de la concordancia de réplicas por pares. El porcentaje de concordancia positiva (PPA) mide la
concordancia por pares condicional de ganancia o pérdida de una réplica. Se calculé la tasa de determinacién como el promedio del
porcentaje de réplicas que determinaron cada CNV. Se calculé la concordancia de la coincidencia parcial en funciéon del nimero
(Tabla 13A) o el tamaiio (Tabla 13B) de marcador. También se evalué la reproducibilidad para determinar el nimero de copias y la
localizacion (concordancia de criterio de valoracion) de cada CNV. Para determinar la estimacion de exactitud para localizar una CNV,
se calculd el % del coeficiente de variacion de la longitud de la CNV, el % de la mediana de la desviacién absoluta del criterio de
valoracion y la desviacion estandar de los criterios de valoracion (tanto el izquierdo como el derecho). Los resultados se agrupan por
intervalo de tamarios y nimero de marcador y se separan para todos los datos, excluyendo las regiones hipervariables definidas por
la empresa. En el cuadro 1 se muestra una descripcion de las métricas, y en las Tablas 13A-| se presentan los resultados del estudio
de reproducibilidad de centro a centro.

Cuadro 1. Explicacion de la terminologia

e El % de coincidencia parcial es la coincidencia parcial promedio (como porcentaje de la longitud de CNV) de cada réplica por
pares.
e La concordancia de réplicas por pares se determiné examinando todos los pares de réplicas de la coincidencia parcial del 50 %
u 80 % de la longitud de CNV, resumidas (para 9 réplicas) de la siguiente manera:
2 o

Z ZP?'{?'EP,- = r'sp_i-},.fSEu

i=1 j=i
Se considera que dos réplicas concuerdan (o son iguales) silas CNV coinciden al menos al 50 % (o al 80 %) y tienen los
mismos estados del nUmero de copias. Se considera que dos réplicas sin determinaciones concuerdan.

e La concordancia de porcentaje positivo (PPA) mide la concordancia por pares condicional de la ganancia o pérdida de una
réplica, resumida (para 9 repllcas) de la siguiente manera:

Z Z PHrEp, =TED; |rep; = gain or LDS'S'},." SHZFMEP, gain or loss}

i=1 j=1&i=] i=1
Se considera que dos réplicas concuerdan (o son iguales) si las CNV coinciden al menos al 50 % (o al 80 %) y tienen los
mismos estados del nimero de copias.

e La fasa de determinacion se calcula como el promedio del porcentaje de réplicas que determina cada CNV.

e Longitud, % de coeficiente de variacion (% de CV)- es el % de CV de cada CNV, calculado tanto en kb como en marcadores.
Para mayor claridad, el CV se calcula como la desviacion estandar dividida por la longitud media entre las réplicas (% de
CV = DE/media). Se presentan la media, el minimo, la mediana y el maximo en todos los grupos estratificados de CNV.

. % de la mediana de la desviacién absoluta del criterio de valoracién - para cada CNV, se determind el criterio de valoracion
medio izquierdo y derecho. Para cada réplica de CNV, se calcul6 la distancia desde el criterio de valoracion medio para los
criterios de valoracion izquierdo y derecho (DL y Dr, respectivamente). Se calculé la distancia combinada entre los criterios de
valoracién, D.+Dr. El error de los criterios de valoracion fraccionario es la distancia combinada entre los criterios de valoracion
dividida por la longitud de CNV y expresada como porcentaje. Para las CNV con mediciones replicadas, los criterios de

valoracion de las CNV son eL y er, y los criterios de valoracion medios izquierdo y derecho se definen como Er y €z,
respectivamente. Para cada medicién replicada, la distancia absoluta de los criterios de valoracion de CNV desde las
medianas, Dr = lez— €1l y Dg = leg — &5l
, D+ Dy
% de error del criterio de valoracion = ——————— = 1010
gg— e +1
% de la mediana de la desviacion absoluta del criterio de valoracion = % de error de los
e La desviacion estandar resultante de identificar cada criterio de valoracion es la desviacion estandar del criterio de valoracion,
distinguiendo entre el derecho y el izquierdo.
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Tabla 13A. Reproducibilidad de CNV agrupadas por estado (ganancias y pérdidas) y numero de marcador en funcién de la tasa de
determinacion, la concordancia por pares entre réplicas y el porcentaje de concordancia positiva (PPA) para dos criterios
(coincidencia parcial de 50 % y 80 %) en todas las regiones del estudio de centro a centro.

Concordancia de réplicas por pares* | PPA*
Estado T:::;grgazzgg;l N.° de CNV [Tasa de determinacion* 50 % 30 (t.:./:')mmdencla parm:(: % 30 %
Ganancia 50-75 230 49,7 70,8 68,7 72,7 68,7
75-100 150 68,3 70,2 54,7 77,4 54,3
100-150 131 70,2 81,5 71,6 86,5 73,0
150-200 68 82,5 87,8 81,7 91,0 83,8
200-300 72 92,4 91,0 81,1 92,4 81,9
300-400 8 100,0 100,0 98,9 100,0 98,9
400-1.000 22 100,0 97,5 95,9 97,5 95,9
1.000-3.000 22 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
3.000-5.000 7 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
5.000+ 60 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Total 770 71,4 79,8 72,5 85,3 75,3
Pérdida 25-50 430 48,8 79,5 76,4 75,4 68,0
50-75 204 74,8 77,7 69,0 84,2 72,9
75-100 107 81,9 87,5 80,7 92,1 83,8
100-150 58 82,4 85,2 78,8 87,6 79,9
150-200 24 86,4 82,4 69,4 85,1 70,2
200-300 26 96,1 92,5 85,4 93,9 86,7
300-400 12 100,0 94,2 83,0 94,2 83,0
400-1.000 37 100,0 95,2 77,4 95,2 77,4
1.000-3.000 26 100,0 100,0 99,9 100,0 99,9
3.000-5.000 12 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
5.000+ 41 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Total 977 68,9 83,9 78,7 87,0 79,3
Todo Total 1.747 70,0 82,2 76,1 86,3 77,5

* Consulte el cuadro 1 para ver las descripciones de los parametros de la tabla.
Tabla 13B. Reproducibilidad de CNV agrupadas por estado (ganancias y pérdidas) y tamafios (en kb) en funcién de la tasa de
determinacion, la concordancia por pares entre réplicas y el porcentaje de concordancia positiva (PPA) para dos criterios
(coincidencia parcial de 50 % y 80 %) en todas las regiones del estudio de centro a centro.

Concordancia de réplicas por pares* | PPA*
Estado Rango de CNV (kb) N.°de CNV [Tasa de determinacion* Coincidencia parcial

50 % 80 % 50 % 80 %

Ganancia 50-75 99 50,4 71,4 67,2 70,4 62,1
75-100 98 63,7 70,7 62,6 74,4 63,1

100-150 149 64,9 70,8 63,6 76,3 65,2

150-200 101 62,3 65,7 47,1 64,9 36,4

200-300 100 78,2 73,3 67,5 78,1 70,8

300-400 27 68,6 70,3 65,3 71,5 64,2

400-1.000 94 88,8 86,8 71,3 89,5 70,7

1.000-3.000 39 86,6 87,4 78,5 90,5 80,2
3.000-5.000 3 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

5.000+ 60 100,0 99,1 98,4 99,1 98,4

Total 770 71,4 75,5 66,5 79,4 67,0

Pérdida 25-50 351 53,7 78,8 73,9 78,5 68,8
50-75 177 65,6 77,9 70,1 76,7 63,2

75-100 88 66,9 77,4 68,5 72,4 57,1

100-150 133 80,9 82,4 76,3 88,0 80,7

150-200 30 73,6 82,5 80,1 85,5 82,2

200-300 29 86,4 81,8 62,9 84,8 63,0

300-400 35 88,3 89,8 69,5 91,0 68,1

400-1.000 43 86,9 89,1 74,4 91,9 74,9

1.000-3.000 35 98,5 96,3 92,8 96,8 93,3

3.000-5.000 16 60,0 84,2 84,2 86,9 86,9

5.000+ 40 100,0 100,0 99,9 100,0 99,9

Total a77 68,9 82,4 75,9 84,7 75,1

Todo Total 1.747 70,0 79,4 | F-2024-643412832¢PN-INPMAANMAT
* Consulte el cuadro 1 para ver las descripciones de los parametros de la tabla.
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Tabla 13C. Reproducibilidad de CNV agrupadas por estado (ganancias y pérdidas) y nimero de marcador en funcion de la tasa de
determinacion, la concordancia por pares entre réplicas y el porcentaje de concordancia positiva (PPA) para dos criterios
(coincidencia parcial de 50 % y 80 %) en regiones que excluyen las regiones hipervariables definidas por la empresa en el estudio de
centro a centro.

Concordancia de réplicas por pares* | PPA*
Estado Rango de CNV N.°de CNV |Tasa de determinacién* Colncldencia parclal

(marcadores) 50 % 80 % 50 % 80 %

Ganancia 50-75 166 45,4 75,1 73,6 74,7 71,6
75-100 34 57,0 77,9 73,7 75,5 66,5

100-150 75 63,6 85,1 76,9 88,3 76,4

150-200 48 78,7 90,8 88,9 94,0 91,8

200-300 36 85,6 91,3 87,3 94,0 89,3

300-400 8 100,0 100,0 98,9 100,0 98,9

400-1.000 22 100,0 97,5 95,9 97,5 95,9
1.000-3.000 22 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
3.000-5.000 7 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
5.000+ 60 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Total 478 68,9 85,4 82,5 89,1 85,0

Pérdida 25-50 387 49,8 81,0 78,1 77,4 70,6
50-75 74 71,5 84,8 82,8 89,0 86,4

75-100 67 92,1 95,5 89,0 97,2 90,1

100-150 42 82,7 87,0 82,8 88,5 83,4

150-200 19 86,9 84,9 74,9 87,3 75,8

200-300 16 99,5 99,4 96,7 99,6 96,9

300-400 8 100,0 100,0 94,9 100,0 94,9

400-1.000 17 100,0 100,0 99,8 100,0 99,8

1.000-3.000 26 100,0 100,0 99,9 100,0 99,9

3.000-5.000 12 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

5.000+ 41 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Total 709 67,9 87,3 84,5 89,8 85,6

Todo Total 1.187 68,3 86,6 83,8 89,5 85,4

* Consulte el cuadro 1 para ver las descripciones de los parametros de la tabla.
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Tabla 13D. Reproducibilidad de CNV agrupadas por estado (ganancias y pérdidas) y tamafios (kb) en funcion de la tasa de
determinacion, la concordancia por pares entre réplicas y el porcentaje de concordancia positiva (PPA) para dos criterios
(coincidencia parcial de 50 % y 80 %) en regiones que excluyen las regiones hipervariables definidas por la empresa en el estudio de
centro a centro.

Concordancia de réplicas por pares* | PPA*
Coincidencia parcial
Estado Rango de CNV (kb) N.° de CNV |Tasa de determinacion*

50 % 80 % 50 % 80 %

Ganancia 50-75 79 49,5 75,4 73,4 74,2 70,1
75-100 55 58,3 75,9 73,0 75,0 70,9

100-150 89 66,8 79,8 74,0 84,2 75,7

150-200 48 43,5 77,6 74,0 71,5 63,0

200-300 56 80,3 90,9 89,4 93,9 92,1

300-400 17 71,1 80,0 74,8 81,2 73,9

400-1.000 32 73,8 78,7 76,2 78,6 74,4

1.000-3.000 39 86,6 87,4 78,5 90,5 80,2
3.000-5.000 3 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

5.000+ 60 100,0 99,1 98,4 99,1 98,4

Total 478 68,9 82,6 79,2 85,1 80,4

Pérdida 25-50 286 54,3 81,0 77,2 80,9 73,4
50-75 115 65,4 85,6 81,8 84,8 77,8

75-100 54 59,6 81,2 77,2 74,0 65,8

100-150 68 82,2 93,1 89,3 95,3 91,0

150-200 26 75,7 85,3 84,2 87,8 86,4

200-300 21 85,6 87,4 73,6 89,9 73,7

300-400 17 75,8 83,5 76,4 84,4 75,1

400-1.000 31 82,0 87,6 78,8 91,3 80,5

1.000-3.000 35 98,5 96,3 92,8 96,8 93,3

3.000-5.000 16 60,0 84,2 84,2 86,9 86,9

5.000+ 40 100,0 100,0 99,9 100,0 99,9

Total 709 67,9 86,4 82,7 88,4 82,8

Todo Total 1.187 68,3 85,0 81,4 87,2 81,8

* Consulte el cuadro 1 para ver las descripciones de los parametros de la tabla.

Se evalué la reproducibilidad de la concordancia de nimeros de copia: el ensayo CytoScan Dx determina el nimero de copias de
cada CNV identificado como 0, 1, 2, 3 0 4. Para la concordancia de niUmeros de copias, se evalud la reproducibilidad del nimero de
copia numérica comparando por pares todas las mediciones repetidas de cada CNV. Las comparaciones por pares con un nimero de
copias con coincidencia exacta se registraron como concordantes. En las tablas de resumen se presenta la fraccion de las
comparaciones por pares calificadas como % de concordancia, para cada tamafio de recipiente. Concordancia = nimero de
comparaciones por pares coincidentes * 100 / nimero total de comparaciones por pares, donde la coincidencia se define como tener
numeros de copia idénticos para ambos pares. La concordancia del niumero de copias se evaluo independientemente de la ubicacion,
el tamanfo o la concordancia del nimero de muestra. Cabe destacar que este calculo de concordancia es distinto al de las

Tablas 13A-D, ya que se basa en un niumero de copia idéntico, no solo en el estado del nUmero de copia. Los resultados se muestran
en la Tabla 13E.
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Tabla 13E. Reproducibilidad del nimero de copias en el estudio de reproducibilidad de centro a centro.

Regi?nes que exclu_yen las Regiones que excluyen las
Todas las regiones (marcadores) Todas las regiones (kb) dreglqnes hipervariables regiones hipervariables definidas
efinidas por la empresa por la empresa (kb)
(marcadores)
CNV (N) % de concordancia [CNV (N) |% de concordancia | CNV (N) |% de concordancia CNV (N) % de concordancia
Ganancia 50-75 230 69,6 % 99 71,1% 166 73,5% 79 74,3 %
75-100 150 70,7 % 98 78,0 % 34 78,6 % 55 87,5 %
100-150 131 81,9 % 149 71,2 % 75 86,3 % 89 78,7 %
150-200 68 90,1 % 101 77,5 % 48 91,6 % 48 79,7 %
200-300 72 93,5 % 100 80,4 % 36 90,5 % 56 90,5 %
300-400 8 100,0 % 27 79,7 % 8 100,0 % 17 86,7 %
400-1.000 22 98,1 % 94 88,3 % 22 98,1 % 32 82,0 %
1.000-3.000 22 97,4 % 39 89,7 % 22 97,4 % 39 89,7 %
3.000-5.000 7 100,0 % 3 100,0 % 7 100,0 % 3 100,0 %
5.000+ 60 93,6 % 60 93,6 % 60 93,6 % 60 93,6 %
Todo 770 79,6 % 770 79,6 % 478 84,3 % 478 84,3 %
Pérdida 25-50 430 793 % 351 78,8 % 387 81,0 % 286 81.1%
50-75 204 79,5 % 177 82,7 % 74 86,3 % 115 87,7 %
75-100 107 88,0 % 88 87,0 % 67 96,2 % 54 87,4 %
100-150 58 90,7 % 133 85,2 % 42 93,0 % 68 94,2 %
150-200 24 90,5 % 30 86,3 % 19 91,8 % 26 89,0 %
200-300 26 97,0 % 29 89,2 % 16 99,6 % 21 92,2 %
300-400 12 100,0 % 35 95,5 % 8 100,0 % 17 90,5 %
400-1.000 37 100,0 % 43 92,4 % 17 100,0 % 31 89,5 %
1.000-3.000 26 100,0 % 35 98,9 % 26 100,0 % 35 98,9 %
3.000-5.000 12 100,0 % 16 84,2 % 12 100,0 % 16 84,2 %
5.000+ 41 100,0 % 40 100,0 % 41 100,0 % 40 100,0 %
Todo 977 85,1 % 977 85,1 % 709 87,9 % 709 87,9 %
Todo 1.747 82,7 % 1.747 82,7 % 1.187 86,6 % 1.187 86,6 %

* Concordancia = nimero de comparaciones por pares coincidentes * 100 / nimero total de comparaciones por pares, donde la coincidencia se
define como tener nimeros de copia idénticos para ambos pares. La concordancia del nimero de copias se evalué independientemente de la
ubicacién, el tamafio o la concordancia del numero de muestra.
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Tabla 13F. Reproducibilidad de la longitud y los criterios de valoracion de CNV (en marcadores) todas las regiones del estudio de
centro a centro.”

% de CV de la c:fi,n(:ﬁd d?s?/?atlic':rrlie:lizgfu?ae (Iiil DE izquierda del criterio de DE derecha del criterio de
longitud de CNV encia criterio de valoracion valoracion (M) valoracion (M)
Gapar_\cial Ragﬂ:\)lde N Me'dia (mir}., :l:rr:\i::i Media (min., mediana, max.)
pérdida (marcadores) mediana, max.) io
Ganancia 50-75 157 5,1 (0,0; 4,1; 30,1) 68,5 0,03 (0,00; 0,01; 0,22) 1,8 (0,0; 1,2; 12,5) 2,2 (0,0; 1,6; 11,3)
75-100 136 11,6 (0,0; 11,4; 29,9) 63,8 0,06 (0,00; 0,04; 0,30) 8,1 (0,0; 8,4; 27,9) 4,6 (0,0; 2,0; 21,6)
100-150 111 11,7 (0,0; 7,0; 66,2) 76,9 0,06 (0,00; 0,02; 0,63) 10,1 (0,0; 3,0; 78,1) 6,2 (0,0;2,1; 48,8)
150-200 59 11,7 (0,3; 4,5; 54,2) 85,0 0,05 (0,00; 0,01; 0,47) 15,1 (0,0; 3,3; 107,5) 9,8 (0,0; 2,8; 93,4)
200-300 68 9,7 (0,0; 5,9; 76,5) 86,1 0,05 (0,00; 0,02; 0,77) 12,5 (0,0; 5,4; 79,3) 13,2 (0,0; 9,6; 166,9)
300-400 8 1,9 (0,0; 1,0; 7,9) 98,1 0,01 (0,00; 0,01; 0,02) 1,4 (0,0; 1,3; 3,1) 5,7 (0,0; 2,6; 24,1)
400-1.000 22 2,7 (0,0; 0,5; 38,9) 95,8 0,02 (0,00; 0,00; 0,28) 12,5 (0,0; 1,4; 210,1) 10,3 (0,0; 1,9; 152,7)
1.000-3.000 22 0,3(0,0;0,2; 1,4) 99,3 0,00 (0,00; 0,00; 0,01) 3,0 (0,0; 1,4; 15,6) 3,2(0,0; 1,5; 34,1)
3.000-5.000 7 0,3 (0,0; 0,1; 1,1) 99,5 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 4,3 (0,0; 3,1; 11,3) 7,7 (0,0; 0,5; 41,8)
5.000+ 60 0,0 (0,0; 0,0; 0,5) 99,7 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 3,1(0,0; 0,9; 55,0) 2,0 (0,0; 0,6; 25,5)
Total 650 7,8 (0, 4,3, 76,5) 76,1 0,04 (0,00; 0,01; 0,77) 7,4 (0,0; 2,3; 210,1) 5,6 (0,0; 2,0; 166,9)
Pérdida 25-50 282 6,9 (0,0; 5,4; 63,7) 77,3 0,04 (0,00; 0,02; 0,48) 1,4 (0,0; 1,0; 18,4) 1,8 (0,0; 0,9; 26,8)
50-75 186 13,1 (0,0; 8,2; 73,1) 73,3 0,08 (0,00; 0,03; 0,71) 3,5(0,0; 1,7, 22,4) 6,2 (0,0; 3,5; 42,4)
75-100 101 8,2(0,0; 5,2; 33,1) 82,9 0,04 (0,00; 0,01; 0,30) 3,3(0,0; 1,7; 22,4) 4,7 (0,0; 2,8; 22,6)
100-150 51 10,8 (0,0; 1,9; 66,0) 82,9 0,06 (0,00; 0,01; 0,53) 8,6 (0,0; 1,4;71,6) 6,5 (0,0; 1,6; 70,5)
150-200 22 14,2 (0,0; 5,4; 57,7) 78,6 0,04 (0,00; 0,01; 0,23) 17,3 (0,0; 3,0; 109,7) 10,5 (0,0; 3,5; 78,9)
200-300 26 14,7 (0,0; 6,8; 68,1) 90,5 0,07 (0,00; 0,02; 0,33) 27,8 (0,0; 5,8; 136,0) 8,4 (0,0; 1,7; 46,9)
300-400 12 8,3(0,3; 1,1;62,8) 90,0 0,04 (0,00; 0,00; 0,41) 19,0 (0,0; 1,4; 204,9) 10,7 (0,0; 1,8; 63,9)
400-1.000 37 8,2 (0,0; 3,2; 50,0) 87,6 0,04 (0,00; 0,02; 0,26) 41,5(0,0; 12,2; 216,5) 6,5 (0,0; 5,2; 21,4)
1.000-3.000 26 0,5(0,0; 0,2;6,1) 99,1 0,00 (0,00; 0,00; 0,01) 5,1(0,0; 0,9; 42,5) 5,1 (0,0; 2,0; 65,9)
3.000-5.000 12 0,1(0,0; 0,0; 0,1) 99,3 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 1,1(0,0;0,7; 3,2) 1,4 (0,0; 1,1; 5,3)
5.000+ 41 0,0 (0,0; 0,0; 0,3) 99,8 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 1,5(0,0; 1,1; 6,2) 1,8 (0,0; 0,5; 21,9)
Total 796 8,6 (0,0; 4,8;73,1) 81,1 0,05 (0,00; 0,01; 0,71) 6,2 (0,0; 1,4; 216,5) 4,4 (0,0; 1,5; 78,9)
Todo Total 1.446 8,3 (0,0; 4,6; 76,5) 79,0 0,04 (0,00; 0,01; 0,77) 6,7 (0,0; 1,7; 216,5) 4,9 (0,0; 1,8; 166,9)

* Consulte el cuadro 1 para ver las descripciones de los parametros de la tabla.

Tabla 13G. Reproducibilidad de la longitud y los criterios de valoracién de CNV (en kb) todas las regiones del estudio de centro a

centro.”
% c!e CVdela cZ;nc::ﬁd d?s?l?a::aixeadlizzlauttjae <:|ae| DE izquierda (_:I'el criterio de DE derecha (!e':I criterio de
longitud de CNV encia criterio de valoracién valoracion (kb) valoracion (kb)
. . . . rcial
Copancial | Rangade | |Meda(min medtana | glomeg Mecia (min., mediana, méx.
Ganancia 50-75 67 9,1 (0,0; 3,9; 54,8) 69,6 0,04 (0,00; 0,00; 0,37) 5,1(0,0; 0,9; 40,2) 2,9 (0,0; 1,1; 14,0)
75-100 77 11,7 (0,0; 8,9; 55,6) 68,6 0,06 (0,00; 0,02; 0,56) 7,6 (0,0; 4,4; 46,8) 7,3(0,0; 5,7; 52,7)
100-150 130 13,8 (0,0; 6,4; 65,8) 67,4 0,07 (0,00; 0,00; 0,59) 13,6 (0,0; 5,5; 63,8) 7,0 (0,0; 2,6; 61,4)
150-200 76 35,9 (0,0; 29,7; 137,4) 62,6 0,13 (0,00; 0,09; 0,62) 31,6 (0,0; 31,5; 91,7) 37,2 (0,0; 16,6; 253,5)
200-300 89 25,5 (0,0; 6,4; 118,6) 70,8 0,07 (0,00; 0,01; 0,68) 22,8 (0,0; 9,1; 238,5) 43,5 (0,0; 5,5; 269,0)
300-400 23 41,9 (0,0; 14,1; 144,4) 69,2 0,42 (0,00; 0,02; 2,23) 24,8 (0,0; 5,1; 298,4) 123,8 (0,0; 15,2; 488,7)
400-1.000 90 16,2 (0,0; 9,8; 100,6) 79,3 0,08 (0,00; 0,04; 1,21) 36,7 (0,0; 16,8; 358,2) 71,8 (0,0; 44,7; 695,3)
1.000-3.000 35 12,1 (0,0; 1,4; 61,7) 83,8 0,06 (0,00; 0,00; 0,44) 106,2 (0,0; 4,5; 538,4) 83,8 (0,0; 3,2; 1.011,9)
3.000-5.000 3 0,8 (0,1; 0,2; 2,1) 98,9 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 20,1 (2,2;6,9; 51,1) 20,4 (0,0; 4,8; 56,5)
5.000+ 60 3,0 (0,0; 0,0; 146,8) 98,6 0,00 (0,00; 0,00; 0,03) 183,1 (0,0; 0,3; 10.583,8) 352,8 (0,0; 0,0; 11.297,1)
Total 650 17,4 (0,0; 7,2; 146,8) 72,4 0,08 (0,00; 0,01; 2,23) 39,6 (0,0; 5,4; 10.583,8) 64,4 (0,0; 4,7; 11.297,1)
Pérdida 25-50 252 9,5 (0,0, 6,6, 60,3) 76,3 0,04 (0,00; 0,00; 0,66) 2,0 (0,0; 0,1; 22,9) 2,8 (0,0; 1,3; 24,3)
50-75 145 20,3 (0,0; 12,7; 71,4) 75,4 0,08 (0,00; 0,02; 0,68) 8,4 (0,0; 4,0; 43,4) 6,1 (0,0; 3,6; 33,8)
75-100 69 25,7 (0,0; 12,5; 115,9) 76,2 0,12 (0,00; 0,03; 0,50) 18,2 (0,0; 8,2; 116,5) 7,2 (0,0; 3,3; 47,0)
100-150 121 11,7 (0,0; 8,1; 57,3) 79,5 0,03 (0,00; 0,00; 0,38) 8,0 (0,0; 1,6; 78,5) 8,0 (0,0; 3,8; 40,3)
150-200 24 10,6 (0,2; 2,8; 104,1) 80,6 0,03 (0,00; 0,00; 0,36) 14,6 (0,0; 3,5; 163,9) 3,7 (0,0; 1,8; 43,9)
200-300 27 16,2 (0,0; 14,3; 53,4) 76,2 0,07 (0,00; 0,02; 0,42) 29,4 (0,0; 13,1; 128,7) 15,0 (0,0; 3,5; 79,3)
300-400 32 12,9 (0,0; 7,7; 94,8) 82,2 0,03 (0,00; 0,02; 0,17) 35,3 (0,0; 22,4; 293,4) 13,0 (0,0; 3,9; 184,3)
400-1.000 40 17,2 (0,0; 5.8; 167 4) 82,4 0,10 (0,00; 0,01; 1,26) 1553450 894663300 Al o 54180283 A2 A
1.000-3.000 | 35 3,2 (0,0; 0,4; 33,4) 94,5 0,01 (0,00; 0,00; 0,10) 1360 T e o Y ié,?sr(g%; 4%3‘]5%%,&)‘ I
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0, 0, H
% de CV de la /° de: % d? Ia! 'medlana de la DE izquierda del criterio de DE derecha del criterio de
X coincid desviacion absoluta del L. .-
longitud de CNV X L <. valoracion (kb) valoracion (kb)
encia criterio de valoracién
. . . . parcial
Ganancia/ | Rango de Media (min., mediana, . . . .
pérdida CNV (kb) N méx.) proir:ed Media (min., mediana, max.)
3.000-5.000 11 0,3 (0,0; 0,0; 2,6) 83,9 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 11,4 (0,0; 0,0; 117,9) 4,0 (0,0; 0,0; 24,6)
5.000+ 40 0,5(0,0; 0,0; 9,4) 99,6 0,00 (0,00; 0,00; 0,06) 8,1(0,0; 0,6; 164,7) 50,9 (0,0; 0,1; 1.484,5)
Total 796 13,1 (0,0; 7,0; 167,4) 79,8 0,05 (0,00; 0,00; 1,26) 12,1 (0,0; 1,6; 466,3) 11,6 (0,0; 2,3; 1.484,5)
Todo Total 1.446 15,1 (0,0; 7,1; 167,4) 76,6 0,07 (0,00; 0,00; 2,23) 24,5 (0,0; 2,9; 10.583,8) 35,3 (0,0; 3,0; 11.297,1)

* Consulte el cuadro 1 para ver las descripciones de los parametros de la tabla.

Tabla 13H. Reproducibilidad de la longitud y los criterios de valoracién de CNV (en marcadores) en regiones que excluyen
regiones hipervariables definidas por la empresa en el estudio de centro a centro.*
% de CV de la c:?ngﬁie dr?sefaﬁ;?\e:;:?uf: (I;:el DE izquierda del criterio de DE derecha del criterio de
longitud de CNV hcia criterio de valoracién valoracion (M) valoracion (M)
. . . arcial
G:grzri‘g;al Raggl(\’lde N m'\::;'s;,mr:lg;_) pl:omedi Media (min., mediana, max.)
(marcadores) o
Ganancia 50-75 97 4,3 (0,0; 2,6; 30,1) 73,1 0,03 (0,00; 0,02; 0,22) 1,9 (0,0; 1,4; 12,5) 1,5 (0,0; 1,0; 11,3)
75-100 23 7,5 (0,0; 5,4; 29,7) 75,6 0,05 (0,00; 0,02; 0,26) 3,9 (0,0; 2,0; 13,5) 4,2 (0,0; 2,1; 21,6)
100-150 56 | 11,7 (0,0; 3,4; 66,2) 81,3 0,08 (0,00; 0,02; 0,63) 10,8 (0,0; 2,4; 78,1) 6,8 (0,0; 2,6; 48,8)
150-200 39 6,9 (0,3; 1,7; 54,2) 89,0 0,03 (0,00; 0,01; 0,23) 8,4 (0,0; 2,0; 65,1) 5,6 (0,0; 1,5; 93,4)
200-300 32 7,9 (0,0; 2,4; 76,5) 88,1 0,05 (0,00; 0,01; 0,77) 9,4 (0,0, 2,0, 79,3) 11,4 (0,0; 2,4; 166,9)
300-400 8 1,9 (0,0; 1,0; 7,9) 98,1 0,01 (0,00; 0,01; 0,02) 1,4 (0,0; 1,3; 3,1) 5,7 (0,0; 2,6; 24,1)
400-1.000 22 2,7 (0,0; 0,5; 38,9) 95,8 0,02 (0,00; 0,00; 0,28) 12,5 (0,0; 1,4; 210,1) 10,3 (0,0; 1,9; 152,7)
1.000-3.000 22 0,3(0,0;0,2; 1,4) 99,3 0,00 (0,00; 0,00; 0,01) 3,0 (0,0; 1,4; 15,6) 3,2 (0,0; 1,5; 34,1)
3.000-5.000 7 0,3(0,0;0,1; 1,1) 99,5 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 4,3(0,0; 3,1; 11,3) 7,7 (0,0; 0,5; 41,8)
5.000+ 60 0,0 (0,0; 0,0; 0,5) 99,7 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 3,1(0,0; 0,9; 55,0) 2,0 (0,0; 0,6; 25,5)
Total 366 | 5,1(0,0; 1,6; 76,5) 83,2 0,03 (0,00; 0,00; 0,77) 5,7 (0,0; 1,7; 210,1) 4,7 (0,0; 1,4; 166,9)
Pérdida 25-50 250 | 6,3(0,0;4,9;63,7) 78,8 0,03 (0,00; 0,02; 0,48) 1,5(0,0; 1,1; 18,4) 1,5 (0,0; 0,8; 26,8)
50-75 61 7,5(0,0; 2,9; 73,1) 83,0 0,05 (0,00; 0,02; 0,71) 1,5(0,0; 0,7; 11,2) 3,7 (0,0; 1,4; 42,4)
75-100 64 6,4 (0,0; 3,1; 33,1) 91,1 0,02 (0,00; 0,00; 0,30) 2,7 (0,0; 1,3; 22,4) 3,6 (0,0; 1,5; 20,9)
100-150 36 8,3 (0,0; 1,6; 55,1) 85,6 0,04 (0,00; 0,00; 0,46) 4,5(0,0; 1,3; 65,1) 6,9 (0,0; 0,9; 70,5)
150-200 17 9,5(0,0, 2,1, 50,7) 81,7 0,02 (0,00; 0,01; 0,12) 7,7 (0,0; 1,9; 40,7) 10,7 (0,0; 1,7; 78,9)
200-300 16 4,6 (0,0; 1,0; 19,2) 97,7 0,03 (0,00; 0,01; 0,21) 3,9(0,0;0,8;19,7) 7,2 (0,0; 1,4; 43,5)
300-400 8 3,0 (0,3; 0,5; 19,1) 96,5 0,01 (0,00; 0,00; 0,09) 1,1(0,0;0,7; 4,1) 9,5(0,9, 1,8, 63,9)
400-1.000 17 0,7 (0,0; 0,3; 2,9) 97,8 0,00 (0,00; 0,00; 0,02) 2,0 (0,0; 0,0; 11,9) 2,5(0,0; 1,4; 21,4)
1.000-3.000 26 0,5(0,0; 0,2; 6,1) 99,1 0,00 (0,00; 0,00; 0,01) 5,1 (0,0; 0,9; 42,5) 5,1 (0,0; 2,0; 65,9)
3.000-5.000 12 0,1(0,0; 0,0; 0,1) 99,3 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 1,1(0,0;0,7; 3,2) 1,4 (0,0; 1,1; 5,3)
5.000+ 41 0,0 (0,0; 0,0; 0,3) 99,8 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 1,5 (0,0; 1,1; 6,2) 1,8 (0,0; 0,5; 21,9)
Total 548 | 5,5(0,0;2,7;73,1) 85,2 0,03 (0,00; 0,00; 0,71) 2,3(0,0; 1,1;65,1) 3,2 (0,0; 1,1; 78,9)
Todo Total 914 | 5,3(0,0;2,2;76,5) 84,5 0,03 (0,00; 0,00; 0,77) 3,6 (0,0; 1,3; 210,1) 3,8 (0,0; 1,3; 166,9)

* Consulte el cuadro 1 para ver las descripciones de los parametros de la tabla.
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Tabla 13l. Reproducibilidad de la longitud y los criterios de valoraciéon de CNV (en kb) en regiones que excluyen regiones
hipervariables definidas por la empresa en el estudio de centro a centro.
% de CV de la % d_e % d? Ia_ ’mediana de la DE izquierda del criterio de DE derecha del criterio de
X coincide desviacion absoluta del P L -
longitud de CNV : L > valoracion (kb) valoracion (kb)
ncia criterio de valoracién
. . . parcial
Ganancia/ Rango de Media (min., . . . . .
pérdida CNV (kb) N mediana, méx.) pror:edl Media (min., mediana, max.)
Ganancia 50-75 48 6,2 (0,0; 2,0; 54,8) 74,2 0,01 (0,00; 0,00; 0,18) 3,2 (0,0; 0,4; 40,2) 1,6 (0,0; 0,0; 8,4)
75-100 36 | 10,8 (0,0; 6,2; 55,6) 76,9 0,06 (0,00; 0,00; 0,51) 7,4 (0,0; 3,1; 46,8) 6,8 (0,0; 3,0; 52,7)
100-150 72 | 11,8(0,0; 5,5; 55,1) 76,3 0,05 (0,00; 0,00; 0,46) 12,5 (0,0; 4,0; 63,8) 4,3 (0,0; 1,6; 56,4)
150-200 24 110,5(0,0; 3,2; 61,7) 76,2 0,05 (0,00; 0,00; 0,36) 10,9 (0,0; 4,2; 51,8) 9,1(0,0; 0,7;114,7)
200-300 47 8,0 (0,0; 2,9; 89,3) 88,5 0,02 (0,00; 0,00; 0,40) 15,0 (0,0; 3,7; 238,5) 7,6 (0,0; 4,1; 99,3)
300-400 13 24'11581'%5'5; 78,9 0,05 (0,00; 0,01; 0,40) 34,8 (0,0; 8,0; 298,4) 55,2 (0,0; 3,2; 488,7)
400-1.000 28 16’118%%)1'8; 77,8 0,08 (0,00; 0,01; 1,21) 41,2 (0,0; 3,6; 358,2) 78,0 (0,0; 5,4; 695,3)
1.000-3.000 35 | 12,1(0,0;1,4;61,7) 83,8 0,06 (0,00; 0,00; 0,44) 106,2 (0,0; 4,5; 538,4) 83,8 (0,0; 3,2; 1.011,9)
3.000-5.000 3 0,8 (0,1; 0,2; 2,1) 98,9 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 20,1(2,2; 6,9; 51,1) 20,4 (0,0; 4,8; 56,5)
5.000+ 60 | 3,0(0,0;0,0; 146,8) 98,6 0,00 (0,00; 0,00; 0,03) 183,1(0,0; 0,3; 10.583,8) 352,8 (0,0; 0,0; 11.297,1)
Total 366 | 9,7(0,0; 2,5; 146,8) 81,1 0,04 (0,00; 0,00; 1,21) 51,0 (0,0; 2,7; 10.583,8) 77,2 (0,0; 1,6; 11.297,1)
Pérdida 25-50 201 | 7,3(0,0; 5,0; 60,3) 78,7 0,03 (0,00; 0,00; 0,66) 1,6 (0,0; 0,5; 22,6) 1,8 (0,0; 0,4; 23,9)
50-75 84 |11,3(0,0;86,5 71,4) 83,5 0,04 (0,00; 0,00; 0,68) 4,0 (0,0; 2,2; 43,4) 4,0 (0,0; 0,6; 33,8)
75100 | a8 | 220G 80,5 0,09 (0,00; 0,01; 0,50) 16,6 (0,0; 2,3; 116,5) 65 (0,0; 24; 47,0)
100-150 57 6,8 (0,0; 3,8; 41,5) 91,0 0,01 (0,00; 0,00; 0,20) 6,5 (0,0; 2,0; 55,6) 2,9 (0,0; 1,5; 16,4)
150-200 21 |8,5(0,2;2,1; 104,1) 83,8 0,02 (0,00; 0,00; 0,17) 11,0 (0,0; 3,0; 163,9) 3,6 (0,0; 0,6; 43,9)
200-300 19 | 11,2(0,4;7,1;43,4) 83,2 0,04 (0,00; 0,00; 0,42) 18,0 (0,0; 4,4; 121,4) 12,3 (0,0; 1,6; 79,3)
300-400 14 | 15,4 (0,0; 0,9; 94,8) 82,1 0,01 (0,00; 0,00; 0,05) 35,5 (0,0; 0,3; 293,4) 21,8 (0,0; 2,4; 184,3)
400-1.000 | 28 19'715307'(2{)4'6? 82,9 0,12 (0,00; 0,01; 1,26) 57,9 (0,0; 5,3; 466,3) 75,1 (0,0; 12,0; 1.442,1)
1.000-3.000 35 | 3,2(0,0;0,4;33,4) 94,5 0,01 (0,00; 0,00; 0,10) 21,3 (0,0; 1,1; 342,6) 28,5 (0,0; 4,7; 202,4)
3.000-5.000 11 0,3 (0,0; 0,0; 2,6) 83,9 0,00 (0,00; 0,00; 0,00) 11,4 (0,0; 0,0; 117,9) 4,0 (0,0; 0,0; 24,6)
5.000+ 40 0,5 (0,0; 0,0; 9,4) 99,6 0,00 (0,00; 0,00; 0,06) 8,1(0,0; 0,6; 164,7) 50,9 (0,0; 0,1; 1.484,5)
Total 548 | 9,0(0,0; 3,7; 167,4) 84,4 0,03 (0,00; 0,00; 1,26) 10,1 (0,0; 1,2; 466,3) 12,6 (0,0; 1,3; 1.484,5)
Todo Total 914 | 9,3(0,0, 3,2, 167,4) 83,2 0,03 (0,00; 0,00; 1,26) 26,4 (0,0; 1,5; 10.583,8) 38,5 (0,0; 1,4; 11.297,1)

* Consulte el cuadro 1 para ver las descripciones de los parametros de la tabla.

Se realizé un estudio de reproducibilidad entre lotes para evaluar el impacto del lote de array, el lote de reactivos y el operador en la reproducibilidad
del ensayo CytoScan Dx. Se evalud un total de 47 muestras de ADNg (23 derivadas de sangre periférica y 24 derivadas de lineas celulares);

6 operadores, 3 lotes de reactivos y 3 lotes de array durante el estudio en un centro. Las muestras presentaban anomalias que, en conjunto, cubrian el
31,3 % del genoma. Cada muestra se analizé 10 veces durante el estudio, excepto una muestra de control que se analizé en cada lote y, por lo tanto,
se analiz6 24 veces. Los métodos de andlisis de datos son los mismos que los que se utilizaron en el estudio de reproducibilidad de centro a centro.
Los resultados de reproducibilidad observados en el estudio de reproducibilidad de lote a lote fueron similares a los resultados del estudio de centro a

centro.

La reproducibilidad de las determinaciones de LOH se calcul6 en el estudio de centro a centro y se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14. Reproducibilidad de determinaciones de LOH en el estudio de centro a centro.
Concordancia de réplicas por pares | PPA
Coincidencia parcial
Rango de tamainos (Mb) [N.° de regiones de LOH |Tasa de determinacion
50 % 80 % 50 % 80 %
34 228 84,6 90,0 82,4 93,5 83,9
45 38 97,9 95,4 81,0 96,3 81,6
5-10 68 96,7 91,5 84,9 93,4 86,6
>10 147 99,7 96,0 93,4 96,3 93,6
Total 481 91,9 92,4 86,0 94,6 87,4
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Precision analitica

Se evaluo la precision de los resultados del ensayo CytoScan Dx comparando las CNV identificadas por el ensayo CytoScan Dx con
los resultados obtenidos mediante métodos alternativos. Las CNV identificadas por el ensayo CytoScan Dx en 137 muestras se
compararon con un método de secuenciacion de alto rendimiento validado. De las 137 muestras del estudio de secuenciacion, 132
fueron evaluables (tres de las cinco muestras omitidas se anotaron incorrectamente y las otras dos se hipersegmentaron

[>40 segmentos], lo que indica ADN de mala calidad). Las muestras eran una combinacion de lineas celulares de Coriell
complementadas con muestras clinicas para incluir anomalias que cubrian la mayor parte del genoma que estaba disponible. Se
identificd un total de 1.280 CNV en estas 132 muestras, que se compararon con los datos de secuenciacion. Las CNV cubrian el
63,5 % del genoma y eran mas prevalentes en regiones no teloméricas/no centroméricas que en regiones teloméricas/centroméricas
(62,3 % frente a 37,7 %) y en regiones genéricas que no genéricas (79,1 % frente a 20,9 %). El 28,9 % de las CNV tenia un contenido
alto en GC (>45 %). El criterio de concordancia entre las CNV identificadas mediante el ensayo CytoScan Dx y el método de
secuenciacion presento una coincidencia parcial de 250 % en los marcadores y el mismo estado del nimero de copias (ganancia o
pérdida) entre los dos métodos. Debido a la cantidad de CNV que no mostraron ganancia ni pérdida (es decir, estaban en estado
neutral) mediante la secuenciacion de alto rendimiento, se llevé a cabo otro método molecular validado en un niumero
estadisticamente apropiado de CNV, y los resultados del ensayo CytoScan Dx se compararon con este método analitico compuesto
(Tablas 16A-C). Este andlisis de proporcion demostré una mejora moderada en los resultados del 78,8 % (IC del 95 %, 76,4-80,9 %)
al 88,7 % (IC del 95 %, 84,2-92,2 %). Los resultados de las Tablas 15A-E y 16A-C resumen la exactitud (% de concordancia entre el
ensayo CytoScan Dx y el método de comparacion) y el FPR (concordancia 1; consulte la nota al pie de las tablas para obtener mas
informacion) estratificado por el estado del nUmero de copia, el tamafio o el rango del marcador y la region genémica.
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Tabla 15A. Precisién del ensayo CytoScan Dx para todas las regiones de CNV estratificadas por ganancia/pérdida y tamafio (kb) en
comparacion con el método de secuenciacion.

Gapar_]cia/ Rango de CNV (kb) Tamaiio de la Concprda % de concordancia (IC d_el 95 %)* a partir de la FPR** (IC del 95 "A?)* .a'partir de la
pérdida muestra (N) ncia secuenciacion secuenciacion
Ganancia 50-75 49 39 79,6 % (66,4 %, 88,5 %) 20,4 % (11,5 %, 33,6 %)
75-100 48 21 43,8 % (30,7 %, 57,7 %) 56,3 % (42,3 %, 69,3 %)
100-150 133 95 71,4 % (63,2 %, 78,4 %) 28,6 % (21,6 %, 36,8 %)
150-200 39 20 51,3 % (36,2 %, 66,1 %) 48,7 % (33,9 %, 63,8 %)
200-300 56 38 67,9 % (54,8 %, 78,6 %) 32,1 % (21,4 %, 45,2 %)
300-400 42 31 73,8 % (58,9 %, 84,7 %) 26,2 % (15,3 %, 41,1 %)
400-1.000 123 67 54,5 % (45,7 %, 63,0 %) 45,5 % (37,0 %, 54,3 %)
1.000+ 83 82 98,8 % (93,5 %, 99,8 %) 1,2 % (0,2 %, 6,5 %)
Total 573 393 68,6 % (64,7 %, 72,3 %) 31,4 % (27,7 %, 35,3 %)
Pérdida 25-50 157 117 74,5 % (67,2 %, 80,7 %) 25,5 % (19,3 %, 32,8 %)
50-75 92 80 87,0 % (78,6 %, 92,4 %) 13,0 % (7,6 %, 21,4 %)
75-100 42 36 85,7 % (72,2 %, 93,3 %) 14,3 % (6,7 %, 27,8 %)
100-150 168 149 88,7 % (83,0 %, 92,6 %) 11,3 % (7,4 %, 17,0 %)
150-200 26 24 92,3 % (75,9 %, 97,9 %) 7,7 % (2,1 %, 24,1 %)
200-300 35 31 88,6 % (74,0 %, 95,5 %) 11,4 % (4,5 %, 26,0 %)
300-400 26 22 84,6 % (66,5 %, 93,9 %) 15,4 % (6,1 %, 33,5 %)
400-1.000 51 49 96,1 % (86,8 %, 98,9 %) 3,9% (1,1 %, 13,2 %)
1.000+ 110 107 97,3 % (92,3 %, 99,1 %) 2,7% (0,9 %, 7,7 %)
Total 707 615 87,0 % (84,3 %, 89,3 %) 13,0 % (10,7 %, 15,7 %)
Total 1.280 1.008 78,8 % (76,4 %, 80,9 %) 21,3 % (19,1 %, 23,6 %)

* IC del 95 % calculado mediante el método de puntuacién de Wilson.

** FPR = Pr(secuenciacion # ganancia o pérdida | Ensayo CytoScan Dx = ganancia o pérdida) en este contexto es de concordancia 1 en lugar de
la especificidad 1 convencional; es decir, FPR = concordancia 1, donde la concordancia se define como TP/(TP+FP), y la secuenciacion se define
como verdad. La concordancia también puede llamarse PPV

Tabla 15B. Precision del ensayo CytoScan Dx para todas las regiones de CNV estratificadas por ganancia/pérdida y tamafio
(marcadores) en comparacion con el método de secuenciacion.

Ganancia/ Rango de CNV Tamaiio de la Concorda | % de concordancia (IC del 95 %)* a partir de la FPR** (IC del 95 %)* a partir de la
pérdida (marcadores) muestra (N) ncia secuenciacion secuenciacion
Ganancia 50-75 121 90 74,4 % (65,9 %, 81,3 %) 25,6 % (18,7 %, 34,1 %)
75-100 70 36 51,4 % (40,0 %, 62,8 %) 48,6 % (37,2 %, 60,0 %)
100-150 131 83 63,4 % (54,8 %, 71,1 %) 36,6 % (28,9 %, 45,2 %)
150-200 69 43 62,3 % (50,5 %, 72,8 %) 37,7 % (27,2 %, 49,5 %)
200-300 78 43 55,1 % (44,1 %, 65,7 %) 44,9 % (34,3 %, 55,9 %)
300-400 16 13 81,3 % (57,0 %, 93,4 %) 18,8 % (6,6 %, 43,0 %)
400-1.000 21 20 95,2 % (77,3 %, 99,2 %) 4,8 % (0,8 %, 22,7 %)
1.000+ 67 65 97,0 % (89,8 %, 99,2 %) 3,0 % (0,8 %, 10,2 %)
Total 573 393 68,6 % (64,7 %, 72,3 %) 31,4 % (27,7 %, 35,3 %)
Pérdida 25-50 158 121 76,6 % (69,4 %, 82,5 %) 23,4 % (17,5 %, 30,6 %)
50-75 115 104 90,4 % (83,7 %, 94,6 %) 9,6 % (5,4 %, 16,3 %)
75-100 154 137 89,0 % (83,0 %, 93,0 %) 11,0 % (7,0 %, 17,0 %)
100-150 58 51 87,9 % (77,1 %, 94,0 %) 12,1 % (6,0 %, 22,9 %)
150-200 31 24 77,4 % (60,2 %, 88,6 %) 22,6 % (11,4 %, 39,8 %)
200-300 31 22 71,0 % (53,4 %, 83,9 %) 29,0 % (16,1 %, 46,6 %)
300-400 17 16 94,1 % (73,0 %, 99,0 %) 5,9 % (1,0 %, 27,0 %)
400-1.000 39 36 92,3 % (79,7 %, 97,3 %) 7,7 % (2,7 %, 20,3 %)
1.000+ 104 104 100,0 % (96,4 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 3,6 %)
Total 707 615 87,0 % (84,3 %, 89,3 %) 13,0 % (10,7 %, 15,7 %)
Total 1.280 1.008 78,8 % (76,4 %, 80,9 %) 21,3 % (19,1 %, 23,6 %)

* 1C del 95 % calculado mediante el método de puntuacion de Wilson.

** FPR = Pr(secuenciacion # ganancia o pérdida | Ensayo CytoScan Dx = ganancia o pérdida) en este contexto es de concordancia 1 en lugar de
la especificidad 1 convencional; es decir, FPR = concordancia 1, donde la concordancia se define como TP/(TP+FP), y la secuenciacion se define
como verdad. La concordancia también puede llamarse PPV.
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Tabla 15C. Exactitud del ensayo CytoScan Dx para CNV en las regiones que excluyen las regiones hipervariables definidas por la
empresa estratificadas por ganancia/pérdida y tamafio (kb) en comparacion con el método de secuenciacion.

Gapar}cial Rango de CNV (kb) Tamaiio de la Concprda % de concordancia (IC d_el 95 %)* a partir de la FPR** (IC del 95 °/?)* g'partir de la
pérdida muestra (N) ncia secuenciacion secuenciacion
Ganancia 50-75 31 28 90,3 % (75,1 %, 96,7 %) 9,7 % (3,3 %, 24,9 %)
75-100 24 17 70,8 % (50,8 %, 85,1 %) 29,2 % (14,9 %, 49,2 %)
100-150 85 72 84,7 % (75,6 %, 90,8 %) 15,3 % (9,2 %, 24,4 %)
150-200 28 20 71,4 % (52,9 %, 84,7 %) 28,6 % (15,3 %, 47,1 %)
200-300 44 38 86,4 % (73,3 %, 93,6 %) 13,6 % (6,4 %, 26,7 %)
300-400 35 31 88,6 % (74,0 %, 95,5 %) 11,4 % (4,5 %, 26,0 %)
400-1.000 37 32 86,5 % (72,0 %, 94,1 %) 13,5 % (5,9 %, 28,0 %)
1.000+ 83 82 98,8 % (93,5 %, 99,8 %) 1,2 % (0,2 %, 6,5 %)
Total 367 320 87,2 % (83,4 %, 90,2 %) 12,8 % (9,8 %, 16,6 %)
Pérdida 25-50 104 64 61,5 % (51,9 %, 70,3 %) 38,5 % (29,7 %, 48,1 %)
50-75 34 23 67,6 % (50,8 %, 80,9 %) 32,4 % (19,1 %, 49,2 %)
75-100 20 14 70,0 % (48,1 %, 85,5 %) 30,0 % (14,5 %, 51,9 %)
100-150 67 55 82,1 % (71,3 %, 89,4 %) 17,9 % (10,6 %, 28,7 %)
150-200 23 21 91,3 % (73,2 %, 97,6 %) 8,7 % (2,4 %, 26,8 %)
200-300 25 23 92,0 % (75,0 %, 97,8 %) 8,0 % (2,2 %, 25,0 %)
300-400 11 8 72,7 % (43,4 %, 90,3 %) 27,3 % (9,7 %, 56,6 %)
400-1.000 35 33 94,3 % (81,4 %, 98,4 %) 5,7 % (1,6 %, 18,6 %)
1.000+ 110 107 97,3 % (92,3 %, 99,1 %) 2,7% (0,9 %, 7,7 %)
Total 429 348 81,1 % (77,1 %, 84,5 %) 18,9 % (15,5 %, 22,9 %)
Total 796 668 83,9 % (81,2 %, 86,3 %) 16,1 % (13,7 %, 18,8 %)

* IC del 95 % calculado mediante el método de puntuacién de Wilson.
** FPR = Pr (secuenciacion # ganancia o pérdida | Ensayo CytoScan Dx = ganancia o pérdida) en este contexto es de concordancia 1 en lugar de
la especificidad 1 convencional; es decir, FPR = concordancia 1, donde la concordancia se define como TP/(TP+FP), y la secuenciacion se define

como verdad. La concordancia también puede llamarse PPV.

Tabla 15D. Exactitud del ensayo CytoScan Dx para CNV en las regiones que excluyen las regiones hipervariables definidas por la
empresa estratificadas por ganancia/pérdida y tamafio (marcador) en comparacién con el método de secuenciacion.

Ganancia/ Rango de CNV Tamafio de la Concord % de concordancia (IC del 95 %)* a partir de FPR** (IC del 95 %)* a partir de la
pérdida (marcadores) muestra (N) ancia la secuenciacién secuenciacion
Ganancia 50-75 76 57 75,0 % (64,2 %, 83,4 %) 25,0 % (16,6 %, 35,8 %)
75-100 38 35 92,1 % (79,2 %, 97,3 %) 7,9 % (2,7 %, 20,8 %)
100-150 56 46 82,1 % (70,2 %, 90,0 %) 17,9 % (10,0 %, 29,8 %)
150-200 49 43 87,8 % (75,8 %, 94,3 %) 12,2 % (5,7 %, 24,2 %)
200-300 46 41 89,1 % (77,0 %, 95,3 %) 10,9 % (4,7 %, 23,0 %)
300-400 14 13 92,9 % (68,5 %, 98,7 %) 7,1% (1,3 %, 31,5 %)
400-1.000 21 20 95,2 % (77,3 %, 99,2 %) 4,8 % (0,8 %, 22,7 %)
1.000+ 67 65 97,0 % (89,8 %, 99,2 %) 3,0 % (0,8 %, 10,2 %)
Total 367 320 87,2 % (83,4 %, 90,2 %) 12,8 % (9,8 %, 16,6 %)
Pérdida 25-50 104 68 65,4 % (55,8 %, 73,8 %) 34,6 % (26,2 %, 44,2 %)
50-75 47 36 76,6 % (62,8 %, 86,4 %) 23,4 % (13,6 %, 37,2 %)
75-100 50 34 68,0 % (54,2 %, 79,2 %) 32,0 % (20,8 %, 45,8 %)
100-150 41 36 87,8 % (74,5 %, 94,7 %) 12,2 % (5,3 %, 25,5 %)
150-200 24 21 87,5 % (69,0 %, 95,7 %) 12,5 % (4,3 %, 31,0 %)
200-300 25 18 72,0 % (52,4 %, 85,7 %) 28,0 % (14,3 %, 47,6 %)
300-400 13 12 92,3 % (66,7 %, 98,6 %) 7,7% (1,4 %, 33,3 %)
400-1.000 21 19 90,5 % (71,1 %, 97,3 %) 9,5 % (2,7 %, 28,9 %)
1.000+ 104 104 100,0 % (96,4 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 3,6 %)
Total 429 348 81,1 % (77,1 %, 84,5 %) 18,9 % (15,5 %, 22,9 %)
Total 796 668 83,9 % (81,2 %, 86,3 %) 16,1 % (13,7 %, 18,8 %)

* 1C del 95 % calculado mediante el método de puntuacion de Wilson.
** FPR = Pr(secuenciacion # ganancia o pérdida | Ensayo CytoScan Dx = ganancia o pérdida) en este contexto es de concordancia 1 en lugar de
la especificidad 1 convencional; es decir, FPR = concordancia 1, donde la concordancia se define como TP/(TP+FP), y la secuenciacion se define

como verdad. La concordancia también puede llamarse PPV.
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Tabla 15E.  Exactitud del ensayo CytoScan Dx para CNV en regiones hipervariables definidas por la empresa en comparacién con

el método de secuenciacion.

Region Tamaio de la muestra | Concordanci % de concordancia (IC del 95 %)* a partir de la FPR (IC del 95 %)*a partir de la
9 (N) a secuenciacion secuenciacion
1q44 43 43 100,0 % (91,8 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 8,2 %)
5q35.3 48 48 100,0 % (92,6 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 7,4 %)
7p14.1 3 3 100 % (43,8 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 56,2 %)
8p11.22 75 72 96,0 % (88,9 %, 98,6 %) 4,0% (1,4 %, 11,1 %)
11g11 85 58 68,2 (57,7 %, 77,2 %) 31,8 % (22,8 %, 42,3 %)
14911.2 27 19 70,4 % (51,5 %, 84,1 %) 29,6 % (15,9 %, 48,5 %)
;4“32-3 118 24 20,3 % (14,1 %, 28,5 %) 79,7 % (71,5 %, 85,9 %)
17“21-3 71 70 98,6 % (92,4 %, 99,8 %) 1,4 % (0,2 %, 7,6 %)
32“11'2 14 3 21,4 % (7.6 %, 47,6 %) 78,6 % (52,4 %, 92,4 %)
Total 484 340 70,2 % (66,0 %, 74,1 %) 29,8 % (25,9 %, 34,0 %

* 1C del 95 % calculado mediante el método de puntuacion de Wilson.
** FPR = Pr (secuenciacion # ganancia o pérdida | Ensayo CytoScan Dx = ganancia o pérdida) en este contexto es de concordancia 1 en lugar de
la especificidad 1 convencional; es decir, FPR = concordancia 1, donde la concordancia se define como TP/(TP+FP), y la secuenciacién se define
como verdad. La concordancia también puede llamarse PPV.

Tabla 16A. Exactitud del ensayo CytoScan Dx para regiones de CNV que excluyen las regiones hipervariables definidas por la
empresa estratificadas por ganancia/pérdida y tamafio (kb) en comparacién con un método compuesto.

Gapar_\cial Rango de CNV (kb) Tamaiio de la % de concordancia (IC del 95 %)* a partir de métodos FPR** (IC del 95 %)* a partir de métodos
pérdida muestra (N) compuestos compuestos
Ganancia 50-75 31 93,5 % (78,2 %, 94,6 %) 6,5 % (5,4 %, 21,8 %)
75-100 24 83,3 % (68,1 %, 86,4 %) 16,7 % (13,6 %, 31,9 %)
100-150 85 55,5 % (29,1 %, 80,4 %) 44,5 % (19,6 %, 70,9 %)
150-200 28 76,0 % (62,3 %, 80,6 %) 24,0 % (19,4 %, 37,7 %)
200-300 45 88,9 % (72,0 %, 91,0 %) 11,1 % (9,0 %, 28,0 %)
300-400 35 71,4 % (31,2 %, 100,0 %) 28,6 % (0,0 %, 68,8 %)
400-1.000 37 94,6 % (71,5 %, 95,9 %) 5,4 % (4,1 %, 28,5 %)
1.000+ 83 88,6 % (62,5 %, 96,7 %) 11,4 % (3,3 %, 37,5 %)
Total 368 79,1 % (69,7 %, 86,7 %) 20,9 % (13,3 %, 30,3 %)
Pérdida 25-50 103 91,6 % (88,3 %, 92,4 %) 8,4 % (7,6 %, 11,7 %)
50-75 34 100,0 % (89,8 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 10,2 %)
75-100 20 95,0 % (79,7 %, 95,8 %) 5,0 % (4,2 %, 20,3 %)
100-150 67 95,1 % (83,7 %, 95,8 %) 4,9% (4,2 %, 16,3 %)
150-200 23 100,0 % (67,9 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 32,1 %)
200-300 25 100,0 % (67,3 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 32,7 %)
300-400 11 100,0 % (77,5 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 22,5 %)
400-1.000 35 100,0 % (65,3 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 34,7 %)
1.000+ 110 100,0 % (76,1 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 23,9 %)
Total 428 97,0 % (95,1 %, 97,1 %) 3,0% (2,9 %, 4,9 %)
Todo 796 88,7 % (84,2 %, 92,2 %) 11,3 % (7,8 %, 15,8 %)

* |C del 95 % calculado mediante el método de puntuacién de Wilson.
** FPR = Pr (compuesto#ganancia o pérdida | Ensayo CytoScan Dx = ganancia o pérdida) en este contexto es de concordancia 1 en lugar de la
especificidad 1 convencional, es decir, FPR = concordancia 1, donde la concordancia se define como TP/(TP+FP), y la secuenciacion se define

como verdad. La concordancia también puede llamarse PPV.
*** La concordancia con los métodos compuestos puede verse afectada negativamente por la densidad variable de marcadores en el array
CytoScan Dx.
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Tabla 16B. Exactitud del ensayo CytoScan Dx para regiones de CNV que excluyen las regiones hipervariables definidas por la
empresa estratificadas por ganancia/pérdida y tamafio (marcadores) en comparacion con un método compuesto.

Ganancia/ Rango de CNV Tamaio de la |% de concordancia (IC del 95 %)* a partir de métodos FPR** (IC del 95 %)* a partir de métodos
pérdida (marcadores) muestra (N) compuestos compuestos
Ganancia 50-75 76 73,6 % (67,4 %, 75,8 %) 26,4 % (24,2 %, 32,6 %)
75-100 38 78,3 % (61,0 %, 83,1 %) 21,7 % (16,9 %, 39,0 %)
100-150 57 72,4 % (60,9 %, 76,8 %) 27,6 % (23,2 %, 39,1 %)
150-200 49 72,4 % (57,0 %, 78,3 %) 27,6 % (21,7 %, 43,0 %)
200-300 46 74,7 % (61,6 %, 79,1 %) 25,3 % (20,9 %, 38,4 %)
300-400 14 79,5 % (17,4 %, 95,5 %) 20,5 % (4,5 %, 82,6 %)
400-1.000 21 95,2 % (60,1 %, 97,0 %) 4,8 % (3,0 %, 39,9 %)
1.000+ 67 94,0 % (68,7 %, 95,6 %) 6,0 % (4,4 %, 31,3 %)
Total 368 79,1 % (76,6 %, 79,7 %) 20,9 % (20,3 %, 23,4 %)
Pérdida 25-50 104 90,9 % (87,8 %, 91,2 %) 9,1% (8,8 %, 12,2 %)
50-75 47 95,7 % (83,7 %, 96,3 %) 4,3 % (3,7 %, 16,3 %)
75-100 50 97,6 % (90,6 %, 97,7 %) 2,4 % (2,3 %, 9,4 %)
100-150 41 100,0 % (72,1 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 27,9 %)
150-200 23 100,0 % (76,2 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 23,8 %)
200-300 25 98,9 % (77,7 %, 99,1 %) 1,1 % (0,9 %, 22,3 %)
300-400 13 100,0 % (84,4 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 15,6 %)
400-1.000 21 100,0 % (36,5 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 63,5 %)
1.000+ 104 100,0 % (69,3 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 30,7 %)
Total 428 97,0 % (95,2 %, 97,0 %) 3,0 % (3,0 %, 4,8 %)
Todo 796 88,7 % (87,7 %, 88,8 %) 11,3 % (11,2 %, 12,3 %)

* IC del 95 % calculado mediante el método de puntuacién de Wilson.

** FPR = Pr (compuesto#ganancia o pérdida | Ensayo CytoScan Dx = ganancia o pérdida) en este contexto es de concordancia 1 en lugar de la
especificidad 1 convencional, es decir, FPR = concordancia 1, donde la concordancia se define como TP/(TP+FP), y la secuenciacién se define
como verdad. La concordancia también puede llamarse PPV.

*** La concordancia con los métodos compuestos puede verse afectada negativamente por la densidad variable de marcadores en el array
CytoScan Dx.

Tabla 16C. Exactitud del ensayo CytoScan Dx para CNV en regiones hipervariables definidas por la empresa en comparacion con
un método compuesto.

Regién (Tamafio de la muestra (N) |% de concordancia (IC del 95 %)* a partir de métodos compuestos |[FPR** (IC del 95 %)* a partir de métodos compuestos
1944 43 100 % (59,6 %, 100 %) 0,0 % (0,0 %, 40,4 %)
5q35.3 48 100 % (59,2 %, 100 %) 0,0 % (0,0 %, 40,8 %)
7p14.1 3 100 % (61 %, 100 %) 0,0 % (0,0 %, 39,0 %)
8p11.22 75 88 % (59,6 %, 99 %) 12,0 % (1,0 %, 40,4 %)
11911 85 100 % (72,4 %, 100 %) 0,0 % (0,0 %, 27,6 %)
14q11.2 27 90,1 % (58,2 %, 95,4 %) 9,9 % (4,6 %, 41,8 %)
14932.33 118 14,7 % (4,9 %, 39,3 %) 85,3 % (60,7 %, 95,1 %)
17921.31 71 100,0 % (70,1 %, 100,0 %) 0,0 % (0,0 %, 29,9 %)
22q11.22 14 21,4 % (15,7 %, 42,5 %) 78,6 % (57,5 %, 84,3 %)
Todo 484 74,5 % (67,7 %, 79,0 %) 25,5 % (21,0 %, 32,3 %)

* IC del 95 % calculado mediante el método de puntuacién de Wilson para kb. Se utilizé el método de Wilson modificado: se ajustaron los efectos
del muestreo ponderado y estratificado y el muestreo de poblaciones finitas para calcular el IC del 95 % para los marcadores.

** FPR = Pr (compuesto#ganancia o pérdida | Ensayo CytoScan Dx = ganancia o pérdida) en este contexto es de concordancia 1 en lugar de la
especificidad 1 convencional, es decir, FPR = concordancia 1, donde la concordancia se define como TP/(TP+FP), y PCRc se define como verdad.
La concordancia también puede llamarse PPV.

*** La concordancia con los métodos compuestos puede verse afectada negativamente por la densidad variable de marcadores en el array
CytoScan Dx.

Porcentaje de concordancia positiva para anomalias de mayor tamafio en comparacion con el cariotipo histdrico y los resultados de
FISH

Para las 132 muestras, se detectaron 163 CNV con cariotipo histérico o FISH, que representaban principalmente CNV de gran
tamafio (media 25,1 MB, mediana 11,2 MB, rango 1,8-175,9 MB). Se analizaron manualmente el cariotipo ISCN o el diagndstico
histérico para identificar la direccion del nUmero de copia e iniciar y finalizar citobandas para las anomalias. Se obtuvieron las
ubicaciones del mapa gendmico para cada citobanda a partir del Explorador del genoma UCSC mediante el constructo hg19. Debido
a la variabilidad de la interpretacién humana y la similitud de aparicion de citobandas de diferentes cromosomas en casos de
translocaciones, la localizacién de las citobandas no es muy exacta, por lo que las regiones identificadas por cariotipo y FISH se
expandieron en una citobanda en cada extremo. Estas citobandas se convirtieron en coordenadas de pares de bases genémicas y se

compararon las ubicaciones de CNV del ensayo CytoScan Dx con estos resultados histic gi > %% %?N%W I
concordancia como el mismo ndmero de copia, estado, ganancia o pérdida, con cualqu@%cgg §§g mm cla parcial. #%é&%}lé
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de concordancia positiva se define como la proporcion de CNV identificadas por cariotipo o FISH (ganancia/pérdida) que tienen la
misma determinacion de estado de CNV en el ensayo CytoScan Dx (ganancia/pérdida). El porcentaje de concordancia positiva entre
el ensayo CytoScan Dx y la RPC fue del 91,4 % (149/163; método de Wilson, IC del 95 %, 86,1 %-94,8 %). De las 14 anomalias no
detectadas, cuatro eran translocaciones equilibradas que no se detectan mediante el ensayo CytoScan Dx, 3 CNV estaban fuera de
las regiones de los marcadores del ensayo CytoScan Dx (dos al final del cromosoma Y y una en el brazo p acrocéntrico del
cromosoma 22), y un mosaico de bajo nivel que estaba por debajo del limite de deteccidn establecido para el ensayo CytoScan Dx.

Concordancia de los criterios de valoracion

Se calculé la distancia entre los criterios de valoracion para las CNV detectadas tanto en la secuenciacién como en el ensayo
CytoScan Dx. Se definid la concordancia entre el criterio de valoracion del ensayo CytoScan Dx y de la secuenciacion utilizando dos
criterios: (1) el mismo estado de CNV (ganancia o pérdida) tanto en CytoScan Dx como en la secuenciacion; (2) los criterios de
valoracién eran de <12 marcadores para las pérdidas y <25 marcadores para las ganancias. En este andlisis, se excluyeron las
regiones del genoma hipervariables definidas por la empresa y solo se analizaron las CNV con las mismas determinaciones de estado
de CNV en el ensayo CytoScan Dx y la secuenciacion para la concordancia entre criterios de valoracion. Se incluyo un total de
1.367 criterios de valoracion en el analisis. Para el criterio de valoracion izquierdo (inicial), la distancia se calculé como CytoScan Dx
Assay_start_probenum — sequencing_start_probenum, mientras que para el criterio de valoracién derecho (final), la distancia se
calculé como sequencing_end_probenum — CytoScan Dx Assay_end_probenum. Los valores negativos indican que el criterio de
valoracion de la CNV esta mas alejado del centro de la CNV en el ensayo CytoScan Dx en comparacién con la secuenciacion,
mientras que los valores positivos indican que el criterio de valoracion de la CNV esta mas cerca del centro de la CNV en el ensayo
CytoScan Dx en comparacion con la secuenciacion. La tasa de concordancia del criterio de valoracion de CNV determinado por el
ensayo CytoScan Dx y del criterio de valoracion determinado por la secuenciacion se evalu6 utilizando los criterios de

<12 marcadores para segmentos de pérdida y <25 marcadores para segmentos de ganancia.

Tabla 17. Concordancia de los criterios de valoracion utilizando los criterios de <12 marcadores para segmentos de pérdida y
<25 marcadores para segmentos de ganancia (excluyendo las CNV dentro de las regiones hipervariables del genoma).

o . Criterios de (?onf:ordancia de I_o’s % d.e concordanci'a’ de los
Ganancia/pérdida Tamaio de CNV (marcadores) valoracion, N criterios deNvanracwn, criterios de ;gl;l")acmn (IC del
Ganancia 50-75 104 104 100,0 % (96,4 %, 100,0 %)

75-100 60 60 100,0 % (94,0 %, 100,0 %)
100-150 73 71 97,3 % (92,4 %, 97,4 %)
150-200 77 71 92,2 % (87,7 %, 97,7 %)
200-300 86 76 88,4 % (84,5 %, 89,0 %)
300-400 22 20 90,9 % (77,1 %, 92,6 %)
400-1.000 42 38 90,5 % (82,7 %, 91,5 %)
1.000+ 128 121 94,5 % (91,7 %, 94,7 %)
Total 592 561 94,8 % (94,1 %, 94,8 %)
Pérdida 25-50 206 206 100,0 % (98,2 %, 100,0 %)
50-75 84 79 94,0 % (89,9 %, 94,4 %)
75-100 80 73 91,3 % (87,0 %, 91,7 %)
100-150 68 68 100,0 % (94,7 %, 100,0 %)
150-200 34 33 97,1 % (87,1 %, 97,4 %)
200-300 38 33 86,8 % (78,6 %, 88,3 %)
300-400 28 25 89,3 % (78,2 %, 90,9 %)
400-1.000 34 24 70,6 % (62,9 %, 74,1 %)
1.000+ 203 175 86,2 % (84,5 %, 86,5 %)
Total 775 716 92,4 % (91,9 %, 92,4 %)
Todo 1.367 1.277 93,4 % (93,2 %, 93,4 %)

Ademas, se calculd la concordancia exacta a nivel del marcador para los 1.277 criterios de valoracion concordantes. La Figura 1
muestra la distribucion de la diferencia en los marcadores entre el criterio de valoraciéon de secuenciacion y el del ensayo Cytoscan
Dx. El eje Y representa el numero de criterios de valoracién de CNV con la diferencia entre criterios de valoracion indicada (eje x).
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Figura 1. Diferencia entre criterios de valoracion en los marcadores entre la secuenciacion y el ensayo CytoScan Dx para
CNV que cumplieron con los criterios.
Los valores negativos indican que el criterio de valoracién determinado por el ensayo CytoScan Dx esta mas alejado del centro de
la CNV que el criterio de valoracién determinado por secuenciacion; los valores positivos indican que el criterio de valoracién
determinado por el ensayo CytoScan Dx esta mas cerca del centro de la CNV que el criterio de valoraciéon determinado por
secuenciacion. El recuento indica el numero de criterios de valoracién de CNV con la distancia entre criterios de valoracién
indicada en el eje x.

Tasa de negativos auténticos: Dado que no es posible evaluar la ausencia de CNV en todo el genoma, mediante el ensayo
CytoScan Dx se realizd una secuenciacion de alto rendimiento en 268 regiones cuyo numero de copias era neutro. Todas las 268
(100,0 %) regiones tenian un numero de copias neutro por secuenciacion de alto rendimiento. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que esto no proporciona la tasa de negativos auténticos completa, puesto que la secuenciacion devolvié resultados neutros de
numeros de copias falsos.

Regiones de LOH: Se determind la precision de las regiones de LOH comparando los datos derivados del ensayo CytoScan Dx con
las determinaciones de LOH de los datos de secuencia de alto rendimiento ortogonal. Se compararon los datos de 45 arrays
CytoScan Dx y los datos de secuenciacion de alto rendimiento de 8 muestras de ADNg. El PPA entre el ensayo CytoScan Dx y la
secuenciacion fue 159/159 (100 %, IC del 95 % 97,5 %-100,0 %) para regiones de LOH de 3 MB y de mayor tamafio.

Ademas, las determinaciones de LOH del ensayo CytoScan Dx se compararon con una tabla publicada de regiones de LOH
derivadas de los genotipos de muestra de HapMap publicados por Gibson et al [13]. El manuscrito sefiald la presencia de

1.393 regiones de LOH >1 MB de longitud en 209 pacientes de HapMap y proporcioné detalles sobre 20 de estas regiones, con un
tamafio de 5 MB como minimo. El ensayo CytoScan Dx identifico las 20 (100 %) regiones especificamente descritas por Gibson et al.
En total, CytoScan identifico 42 regiones de LOH como minimo de 5 MB, y 79 regiones de LOH de como minimo 3 MB en dichas
muestras.

Rendimiento de las CNV notificadas en el rango inferior del ensayo

Se evalud el rendimiento de las CNV notificadas en el rango inferior del ensayo. El tamafio minimo y el nimero de marcador de las
CNV notificadas estan dictados por la configuracion del filtro, que esté establecido en 25 kb y 25 marcadores para pérdidas del
numero de copias y 50 kb y 50 marcadores para ganancias del numero de copias. Las CNV incluidas en este estudio incluyeron 50-
75 marcadores o kb para las ganancias y 25-50 marcadores o kb para las pérdidas. La reproducibilidad de la configuracién del filtro se
resume en las Tablas 18A-B y la exactitud analitica se resume en la Tabla 19.
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Tabla 18A. Concordancia de réplicas por pares y porcentaje de concordancia positiva para las CNV cerca de la configuracion del filtro.*

Concordanc’i)e;geesréplicas por PPA
. Coincidencia parcial

Ganancial/pérdida | Region Rango de CNV N |Tasa de determinacion 50 % 80 % 50 % 80 %
Ganancia Todo  |Marcador 230 49,7 70,8 68,7 72,7 68,7
kb 99 50,4 71,4 67,2 70,4 62,1

No HV** |Marcador 430 48,8 79,5 76,4 75,4 68,0

kb 351 53,7 78,8 73,9 78,5 68,8

Pérdida Todo Marcador 166 45,4 75,1 73,6 74,7 71,6
kb 79 49,5 75,4 73,4 74,2 70,1

No HV |Marcador 387 49,8 81,0 78,1 77,4 70,6

kb 286 54,3 81,0 77,2 80,9 73,4

* Consulte la tabla 1 para ver las descripciones de los parametros de la tabla.
** CNV situadas fuera de las regiones hipervariables definidas por la empresa.

Tabla 18B. Reproducibilidad de longitud y criterios de valoracion para las CNV cerca de la configuracion del filtro.*

o -
% qe CV dela % dg désS?aI;é"r‘le:lzglau(tjae :IZI DE izquierda de_l ’criterio DE derecha del.(':riterio de
longitud de CNV | coincid e s 2 de valoracion valoracién
N criterio de valoracion
Gana enCI_a
ncia/ Categori Media (min parcial
srdi Region ade N mediana mé.)’() promed Media (min., mediana, max.)
pda tamano* ’ . io
Gana 5,1(0,0; 4,1; . . 4o e
o |Todo Marcador | 157 30.1) 68,5 0,03 (0,00; 0,01; 0,22) 1,8 (0,0; 1,2; 12,5) 2,2(0,0; 1,6; 11,3)
" 67 | gz%;)&g? 69,6 0,04 (0,00; 0,00; 0,37) 5,1 (0,0; 0,9; 40,2) 2,9 (0,0; 1,1; 14,0)
4,3 (0,0; 2,6; . . 4 e
NoHv* |Mmarcador | &7 30.1) 73,1 0,03 (0,00; 0,02; 0,22) 1,9 (0,0; 1,4; 12,5) 1,5 (0,0; 1,0; 11,3)
b 48 | 82 gz‘,%)z,o; 74,2 0,01 (0,00; 0,00; 0,18) 3,2 (0,0; 0,4; 40,2) 1,6 (0,0; 0,0; 8,4)
Pérdi 6,9 (0,0; 5,4, . . .10 .00
da  |Todo Marcador | 282 63.7) 773 0,04 (0,00; 0,02; 0,48) 1,4 (0,0; 1,0; 18,4) 1,8 (0,0; 0,9; 26,8)
" 252 | 95 g%%,)e,s, 76,3 0,04 (0,00; 0,00; 0,66) 2,0 (0,0; 0,1; 22,9) 2,8 (0,0; 1,3; 24,3)
6,3 (0,0; 4,9; . . Lq4. .0 a-
NoHV |Marcador | 2% 63.7) 78,38 0,03 (0,00; 0,02; 0,48) 15(0,0; 1,1, 18.4) 1,5 (0,0; 0,8; 26,8)
" 201 | 73 g)o,(g)s,O; 78,7 0,03 (0,00; 0,00; 0,66) 1,6 (0,0; 0,5; 22,6) 1,8 (0,0; 0,4; 23,9)

* Consulte la tabla 1 para ver las descripciones de los parametros de la tabla.
** CNV situadas fuera de las regiones hipervariables definidas por la empresa.

Tabla 19.

Precision analitica para las CNV cerca de la configuracién del filtro.

- - 3 -
Ganancia/pérdida Region ca::g‘:rl‘z de cg'me?afgcﬁ'gn N % de Z"erl";g",dj;ff'a (C | EpR** (IC del 95 %)**
25,6 % (18,7 %,
Todo Marcador Secuenciacion 121 74,4 % (65,9 %, 81,3 %) 34,1 %)
20,4 % (11,5 %,
Kb Secuenciacion 49 79,6 % (66,4 %, 88,5 %) 33,6 %)
25,0 % (16,6 %,
Ganancia No HV* Marcador Secuenciacion 76 75,0 % (64,2 %, 83,4 %) 35,8 %)
26,4 % (24,2 %,
Marcador Compuesto 76 73,6 % (67,4 %, 75,8 %) 32,6 %)
Kb Secuenciacion 31 90,3 % (75,1 %, 96,7 %) 9,7 % (3,3 %, 24,9 %)
Kb Compuesto 31 93,5 % (78,2 %, 94,6 %) 6,5 % (5,4 %, 21,8 %)
23,4 % (17,5 %,
Todo Marcador Secuenciacion 158 76,6 % (69,4 %, 82,5 %) 30,6 %)
25,5 % (19,3 %,
Kb Secuenciacion 157 74,5 % (67,2 %, 80,7 %) 32,8 %)
34,6 % (26,2 %,
Pérdida No HV* Marcador Secuenciacion 104 65,4 % (55,8 %, 73,8 %) 44,2 %)
Marcador Compuesto 103 90,9 % (87,8 %, 91,2 %) 9,1 % (8,8 %, 12,2 %)
38,5 % (29,7 %,
Kb Secuenciacién 104 61,5 % (51,9 %, 70,3 %) 48,1 %)
Kb Compuesto 103 91,6 % (88,3 %, 92,4 %) 8,4 % (7,6 %, 11,7 %)

* CNV situadas fuera de las regiones hipervariables definidas por la empresa.
** |C del 95 % calculado mediante el método de puntuaciéon de Wilson. Se utilizé el método de Wilson modificado: se ajustaron los efectos del
muestreo ponderado y estratificado y el muestreo de poblaciones finitas para calcular el IC del 95 % para los marcadores.
** FPR = Pr (compuesto#ganancia o pérdida | Ensayo CytoScan Dx = ganancia o pérdida) en este contexto es de concordancia 1 en lugar de la

especificidad 1 convencional; es decir, FPR = concordancia 1, donde la concordancia se defin¢[eoRQ2VR/EHRAPRI3aA N HORNEA MRAA T

como verdad. La concordancia también puede llamarse PPV.
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La configuracién del filtro para regiones de pérdida de heterocigosis (LOH) es de 3 MB. La reproducibilidad de la determinacién de
LOH de 3-4 MB de longitud es del 91,9 %, medida por la tasa de determinacién, y la concordancia con el genotipo de secuenciacion
de alto rendimiento es del 100,0 % para las regiones de LOH de 3-5 MB de longitud.

Limite de deteccion-entrada de ADN

En las instrucciones del ensayo se indica que deben usarse 250 ng de ADNg. Para determinar la menor cantidad de ADNg que puede
usarse en el paso de digestion inicial del ensayo CytoScan Dx, se analizaron 6 niveles: 300 ng, 250 ng (obligatorio), 50 ng, 10 ng,

2 ngy 1 ng. El limite de deteccién determinado es de 10 ng.

Limite de deteccion-mosaicismo

Se realiz6 un estudio en el que se examinaron muestras mezcladas a varios niveles de valoracion para determinar el limite en el cual
el ensayo CytoScan Dx podia identificar mosaicismos para las ganancias o pérdidas de copias. En un total de 18 regiones gendmicas,
ocho muestras, cuatro masculinas y cuatro femeninas, cada una con translocaciéon desequilibrada, mostraron 16 regiones
autosémicas (8 ganancias y 8 pérdidas) con cambios conocidos en el nimero de copias mas los cromosomas X e Y completos. Se
mezclaron cuatro pares de muestras a 12 niveles de mezcla diferentes: 0, 5, 10, 20, 30, 40, 60, 70, 80, 90, 95, y 100 %, para generar
muestras representativas de niveles especificos de mosaicismo. La visualizacién de ChAS Dx demostré que los eventos en mosaico
se podian ver al examinar los datos. Se observé que las cantidades de sefial (sefial suave, ratio log2 ponderado vy ratio log2)
respondian linealmente en las condiciones de cambio del nimero de copias en mosaico. En las 18 regiones de todos los niveles de
mezcla, se realizé un analisis ROC de la clasificacion de regiones en mosaico y no en mosaico. Se establecieron curvas ROC para
cada regién de CNV mediante los valores de valoracion utilizando el ratio log2, el ratio ponderado log2 y los datos de sefial uniforme.
Se calculd el AUC (area bajo la curva) para cada curva ROC.

Distribution of AUC by MosaicProportion
1.0 - .T - - - o - ©° ©
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Figura 2. Diagramas de caja de valores ROC-AUC por proporcién de mosaicismo.

Cada diagrama de caja representa los valores minimos y maximos (extremos de los bigotes), mediana (linea horizontal), percentiles
25y 75 (limites de la caja) y media (diamante). El AUC es equivalente a la probabilidad de que un marcador positivo elegido
aleatoriamente sea mas alto que una instancia negativa elegida aleatoriamente. La Figura 2 muestra un diagrama de caja de los
valores ROC-AUC por proporcién de mosaicismo para datos de sefial uniforme. Con un 20 % de mosaicismo, la media y la mediana
de AUC es de 0,97 y 0,99, respectivamente, lo que indica que se puede detectar un 20 % de mosaicismo con un 97 % de precision.

Especificidad analitica

Contaminacién cruzada

La sensibilidad a la contaminacion cruzada se evalud en condiciones de simulacion de contaminacion cruzada utilizando 8 muestras
de ADNg, mezcladas en 4 pares a 12 velocidades diferentes antes de la etapa de hibridacién. Los criterios de aceptacion
preespecificados fueron que el control de calidad de polimorfismos de nucleétido tunico (SNPQC) no deberia caer por debajo del limite
de aceptacion estandar (SNPQC =12) con aproximadamente un 20 % de contaminacion. Los valores de SNPQC =12 indican la
ausencia de contaminacién cruzada sustancial.
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Contaminacion cruzada

Para establecer que el ensayo CytoScan Dx reduce al minimo el riesgo de obtener resultados falsos positivos derivados de la
contaminacion cruzada, se realizd un estudio analitico de varios dias. Para determinar cualquier posible efecto de contaminacién
cruzada debido al ADNg, se us6 una secuencia de una muestra normal seguida de tres muestras anémalas sucesivas (con las
mismas anomalias) y después otro analisis de la misma muestra normal. Estos 5 andlisis secuenciales se realizaron en un orden
predefinido en 12 médulos de 3 estaciones de fluidos. Los criterios preestablecidos para establecer la ausencia de contaminacion
cruzada fueron comparar los valores métricos de rendimiento del array y la determinacién del estado del nimero de copias en un
conjunto de anomalias predefinidas entre el primer y el quinto analisis. No se produjeron diferencias significativas al determinar el
estado del numero de copias (estadistica de los rangos con signo de Wilcoxon (S) = 0,5, valor p = 1,00) o métricas de CC del array
(estadistica de los rangos con signo de Wilcoxon, p >0,05) entre el primer y el quinto analisis, lo que sugiere que las fuentes
potenciales, como la estacion fluidica, no contaminan las muestras de ADNg andémalas.

Sustancias interferentes

Se evalud la interferencia utilizando anomalias simuladas (es decir, sangre desleucocitada enriquecida con células que contenian
anomalias conocidas) o muestras de sangre normales enriquecidas con bilirrubina conjugada y no conjugada, triglicéridos y
hemoglobina. No se observé ninguna interferencia con las sustancias analizadas.

Caracteristicas de rendimiento clinico

Se realiz6 un estudio clinico prospectivo y retrospectivo para clasificar las caracteristicas del rendimiento clinico del ensayo CytoScan
Dx en comparacioén con la asistencia sanitaria rutinaria en un entorno prospectivo y para notificar la tasa de deteccién de patégenos
(rendimiento diagnoéstico potencial). Se analizaron 960 muestras de ADNg de pacientes con RD/DI remitidos a tres laboratorios
clinicos desde julio de 2009 hasta junio de 2012 para realizar pruebas cromosémicas de rutina. A partir de cariotipos, FISH,
microarrays (no pertenecientes a Applied Biosystems) u otras técnicas (Ilamadas colectivamente asistencia sanitaria rutinaria, RPC),
un citogenético asigné a todas las muestras y regiones de CNV una de las siguientes interpretaciones clinicas de laboratorio: benigna,
patégena o variante de trascendencia clinica incierta (VOUS). Las muestras se analizaron en el ensayo CytoScan Dx y las interpretd
un citogenético independiente (Tabla 20). En el nivel de las muestras, el porcentaje de concordancia positiva (PPA), definido como la
proporcion de muestras cuya asistencia sanitaria rutinaria esta clasificada como patégena segun los resultados del ensayo CytoScan
Dx, es 105/128 = 82,0 % (IC del 95 %, 74,5-87,7 %). De 23 muestras clasificadas como patdégenas en la RPC pero no en los
resultados del ensayo CytoScan Dx, gracias a CytoScan el citogenético determiné que 22 muestras eran VOUS y una era benigna. En
estas 23 muestras, la RPC identificé 49 CNV, de las cuales el ensayo CytoScan Dx identificé 45; por lo tanto, 45/49 CNV (91,8 %) que
no concordaban en el nivel de determinacion clinica si lo hacian en el nivel analitico.

Tabla 20. Comparacion de la clasificacion de muestras entre la RPC y el ensayo CytoScan Dx en el estudio prospectivo.
Diagnéstico en el centro original
Interpretacion del citogenético del 5
resultado del ensayo CytoScan Dx Patégenas No patégenas
VOus Benignas No CNV Total
Patégenas 105 7 0 20 132
| VOUS 22 81 69 199 371
No patégenas
Benignas 1 21 44 391 457

Total 128 109 113 610 960

PPA* 105/128 = 82,0 % (IC del 95 % 74,5-87,7 %)

NPA** 805/832 = 96,8 % (IC del 95 % 95,3-97,8 %)

CNV: En el nivel de las CNV, se calcul6 la concordancia analitica (es decir, la misma citobanda) como el porcentaje de CNV
identificadas por la asistencia sanitaria rutinaria (RPC) identificada por el ensayo CytoScan Dx. En las 960 muestras, la RPC identifico
680 CNV. De estas 680 CNV, CytoScan Dx y la RPC identificaron 639 CNV (concordancia analitica, 639/680 = 94,0 % [IC del 95 %,
91,9 %-95,5 %]). De las 41 faltas de concordancia, 34 de las CNV identificadas en la RPC estaban fuera de las categorias notificables
del ensayo CytoScan Dx (2 CNV eran mosaicos de bajo nivel, 1 CNV de cromosoma en anillo de mosaico, 5 CNV en Y en regiones
PAR, 14 translocaciones/inversiones equilibradas de CNV, y 12 CNV por debajo de la resolucion notificada por el ensayo CytoScan
Dx) y el ensayo CytoScan Dx no identificd 7 de ellas.

CNV patdgenas: En las 960 muestras, la RPC identificd 322 anomalias (llamadas patdgenas), de las cuales 319 (99,1 %) se
identificaron mediante el ensayo CytoScan Dx.

Se calculd el rendimiento diagndstico potencial para los métodos de RPC, asi como para el ensayo CytoScan Dx (Tabla 21) como la
probabilidad de una interpretacion patégena por la RPC o el ensayo CytoScan Dx, estratificada por los métodos de RPC utilizados en
los centros de recoleccién de muestras. Las diferencias en los patrones de utilizacion de la tecnologia en la asistencia sanitaria
rutinaria dificulta la interpretacion del rendimiento diagnéstico basado en métodos estratificados, por lo que debe interpretarse con
precaucion. El rendimiento diagnéstico general del 13,3 % para la RPC representa una combinacién de varios métodos de RPC
orientados por informacién clinica y parental, mientras que el rendimiento diagndstico general del 13,8 % para el ensayo CytoScan Dx
representa el rendimiento diagndstico al usar el ensayo CytoScan Dx de forma aislada sin informacion clinica y a menudo sin datos de
pruebas parentales.
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Tabla 21. Rendimiento diagndstico potencial para la RPC y el ensayo CytoScan Dx.

RPC Ensayo CytoScan Dx

Método de RPC N D::gn;er:laacsl?at)es % de rendlmdlgln;c; ;:z)a?nostlco (Ic D:;etgn;g:;csl?p‘()as % de rendlrr(l;:r;c; ?A:;l*gnostlco (Ic
Solo cariotipo 72 10 13,9 % (7,7 %, 23,7 %) 19 26,4 % (17,6 %, 37,6 %)
Cariotipo + FISH 11 6 54,6 % (28,0 %, 78,7 %) 6 54,6 % (28,0 %, 78,7 %)
g;:j:ﬂm +FISH + 10 2 20,0 % (5.7 %, 51,0 %) 2 20,0 % (5.7 %, 51,0 %)
Cariotipo + otros 45 2 4,4 % (1,2 %, 14,8 %) 6 13,3 % (6,3 %, 26,2 %)
Solo microarray** 351 10 2,9% (1,6 %, 5,2 %) 9 2,6 % (1,4 %, 4,8 %)
:‘:";f;’t‘:‘;;ay + 74 11 14,9 % (8,5 %, 24,7 %) 7 9.5% (4,7 %, 18,3 %)
Microarray + FISH 77 54 70,1 % (59,2 %, 79,2 %) 48 62,3 % (51,2 %, 72,3 %)
miggaffay +FISH + 2 0 0,0 % (0,0 %, 65,8 %) 0 0,0 % (0,0 %, 65,8 %)
Microarray +
cariotipo + FISH + 67 6 9,0 % (4,2 %, 18,2 %) 8 11,9 % (6,2 %, 21,8 %)
otros
:‘:":L‘if;")az FiSH 17 4 23,5% (9,6 %, 47,3 %) 4 23,5% (9,6 %, 47,3 %)
:‘:"a'l‘r’lg‘;‘l’;;a{ airos 187 18 9.6 % (6.2 %, 14,7 %) 18 9.6% (6,2 %, 14,7 %)
Microarray + otros 47 5 10,6 % (4,6 %, 22,6 %) 5 10,6 % (4,6 %, 22,6 %)
Total 960 128 13,3 % (11,3 %, 15,6 %) 132 13,8 % (11,7 %, 16,1 %)

* |C del 95 % calculado mediante el método de puntuacién de Wilson.
** Entre los otros se incluyen PCR y MLPA.
*** Microarrays no pertenecientes a Applied Biosystems.

Se represento un total de 43 sindromes clinicos diferentes en el estudio clinico prospectivo. La concordancia de los sindromes se
comparo entre la interpretacion clinica basada en la RPC y el ensayo CytoScan Dx, con una concordancia positiva de interpretacion
general del 80,7 %. De las 18 faltas de concordancia, solo una incluia una muestra que no concordaba analiticamente; las otras 17 se
debieron a diferencias en la interpretacion clinica de laboratorio. La Unica falta de concordancia analitica fue una muestra que en la
RPC se clasificd como sindrome de Nebulette. Los tipos de sindrome y el porcentaje de concordancia positiva de las interpretaciones
clinicas se detallan en la Tabla 22.
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Tabla 22. Lista de sindromes observados en el estudio prospectivo.

Numero de
Si Numero de RPC concordancias % de concordancia
indrome ier s
notificadas entre CytoScan y positiva
RPC
Microdelecion 15913.3 1 1 100
Microdelecion 16p11.2 5 4 80
Microduplicacién 16p11.2 3 2 67
Microdelecion 16p13.11 2 2 100
Locus de susceptibilidad al trastorno
. : . 2 2 100
neurocognitivo por microduplicacion 16p13.11
Duplicacién 17p11.2 / Potocki-Lupski 1 1 100
Microdelecion 17g21.3 / Koolen-de Vries 1 1 100
Delecion 18p 1 1 100
Delecién 1p36 1 1 100
Microdeleciéon 1g21.1 2 1 50
Microdelecion 1g21.1 (locus de susceptibilidad
o 2 1 50
a trastornos del desarrollo neuroldgico)
Locus de susceptibilidad 1g21.1 al sindrome 2 2 100
de trombocitopenia con aplasia radial (TAR)
Microduplicacién 22q11 5 4 80
Delecion 22q13.3 / Phelan-McDermid 1 1 100
Monosomia 2q37 2 2 100
Microdelecion 329 1 0 0
Delecion subtelomérica 9q / Kleefstra 1 1 100
Alagille 1 0 0
Angelman O Prader-Willi 4 3 75
Bannayan-Riley-Ruvalcaba (BRRS) / tumor 1 1 100
hamartoma PTEN
Sindrome cardiofaciocutaneo 1 0 0
Sindrome del maullido 3 3 100
Dentinogénesis imperfecta 0 0
DiGeorge / sindrome 3 2 67
velocardiofacial / microdeleciéon 22g11.21
Down / trisomia 21 11 10 91
Edwards / trisomia 18 2 2 100
Distrofia nebulosa central de Francois-Neetens 1 0 0
Jacobsen / delecion 11q 1 0 0
Klinefelter / XXY 4 2 50
Sindrome de Nebulette 1 0 0
Neurofibromatosis 1 con discapacidad
b 1 1 100
intelectual
Pallister-Killian 1 1 100
Patau / trisomia 13 5 5 100
Smith-Magenis 1 100
Deﬁcigngia de sulfatasa esteroidea ligada al 2 2 100
X/ Ictiosis
Tetrasomia 9p 1 1 100
Trisomia 8 1 1 100
Von Hippel-Lindau 1 1 100
Williams-Beuren 3 3 100
Wolf-Hirschhorn 2 2 100
Duplicacion Xq28 (MECP2) 1 1 100
Otros 2 2 100
Total 89 71 80,7

Este dispositivo no esta disefiado para usarse con fines de diagnéstico independientes, diagnéstico prenatal (como para conocer el
riesgo de la trisomia del par 21), diagnéstico previo a la implantacion o para realizar evaluaciones de la poblacién.
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Simbolo

IVD Diagnéstico in vitro

Advertencia

b
Peligro

Informacion sobre seguridad
Consulte las hojas de datos de seguridad de cada componente en www.affymetrix.com/IVD. Use ropa protectora, incluidos guantes y
proteccion para los ojos.

Peligro Contiene Advertencial/precaucion

HYB BUF 1 Cloruro de tetrametilamonio Es téxico en caso de ingestién y en contacto con la piel; causa irritacion de
la piel, irritaciéon ocular grave; puede causar irritacion respiratoria.

Evite respirarlo y que entre en contacto con la piel o los ojos. Si ello
ocurriera, lave la zona inmediatamente. Si presenta irritacion de la piel o
sarpullido, busque atencion médica.

TDT BUF Acido cacodilico Es téxico en caso de ingestién y en contacto con la piel; causa irritacion de
la piel, irritacion ocular grave; puede causar irritacion respiratoria.

Evite respirarlo y que entre en contacto con la piel o los ojos. Si ello
ocurriera, lave la zona inmediatamente. Si presenta irritacion de la piel o
sarpullido, busque atencion médica.

Advertencia | Contiene: Precaucion

BSA Glicerol Causa irritacion leve de la piel e irritacion de los ojos. Evite que entre en
contacto con la piel o los ojos. Si ello ocurriera, lave la zona
inmediatamente. Si presenta irritacion de la piel o sarpullido, busque
atencion médica.
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Advertencia Contiene: Precaucion

DNA LIG Glicerol Causa irritacion leve de la piel e irritacion de los ojos. Evite que entre en
contacto con la piel o los ojos. Si ello ocurriera, lave la zona
inmediatamente. Si presenta irritacion de la piel o sarpullido, busque
atencion médica.

FRAG BUF Tris[tris(hidroximetilo)aminometano] Causa irritacion leve de la piel e irritacion de los ojos. Evite que entre en
contacto con la piel o los ojos. Si ello ocurriera, lave la zona
inmediatamente. Si presenta irritacion de la piel o sarpullido, busque
atencion médica.

FRAG RGT Glicerol Causa irritacion leve de la piel e irritacion de los ojos. Evite que entre en
contacto con la piel o los ojos. Si ello ocurriera, lave la zona
inmediatamente. Si presenta irritacion de la piel o sarpullido, busque
atencion médica.

NSP 1 Glicerol Causa irritacion leve de la piel e irritacion de los ojos. Evite que entre en
contacto con la piel o los ojos. Si ello ocurriera, lave la zona
inmediatamente. Si presenta irritacion de la piel o sarpullido, busque
atencion médica.

TAQ ENZ Glicerol Causa irritacion leve de la piel e irritacion de los ojos. Evite que entre en
contacto con la piel o los ojos. Si ello ocurriera, lave la zona
inmediatamente. Si presenta irritacion de la piel o sarpullido, busque
atencion médica.

TDT ENZ Glicerol Causa irritacion leve de la piel e irritacion de los ojos. Evite que entre en
contacto con la piel o los ojos. Si ello ocurriera, lave la zona
inmediatamente. Si presenta irritacion de la piel o sarpullido, busque
atencion médica.

Estos materiales contienen azida de sodio: AH BUF (0,02 %), SB 1 (0,01 %), SB2 (0,01 %) y PURIF BDS (<0,1 %). Tenga cuidado durante
su eliminacién: la acumulacién de azida de sodio en las tuberias de plomo y cobre puede formar azidas metalicas muy explosivas.

Fabricante y soporte
Affymetrix Inc.
‘ 3450 Central Expressway
Santa Clara, CA 95051, EE. UU.
Teléfono: 408-731-5572
FAX: 408-731-5950
Servicio de atencion al cliente

Correo electronico: support@thermofisher.com
Teléfono: 1-888-362-2447

Representante autorizado
EC Life Technologies Europe B.V.
Kwartsweg 2
2665 NN Bleiswijk, Paises Bajos

El cliente es responsable de la validacién de los ensayos y fluorocromos y del cumplimiento de todos los requisitos legales
relacionados con los procedimientos y usos del instrumento.
La informacién incluida en esta guia esta sujeta a cambios sin previo aviso.

DECLARACION DE DESCARGO DE RESPONSABILIDAD

HASTA EL GRADO MAXIMO QUE PERMITA LA LEY, LIFE TECHNOLOGIES O SUS FILIALES NO SERAN RESPONSABLES DE
DANOS ACCIDENTALES, INDIRECTOS, CORRECTIVOS, MULTIPLES O CONSECUENTES RELACIONADOS CON ESTE
DOCUMENTO O DERIVADOS DE EL, INCLUIDO EL USO QUE REALICE DE ESTE.

Informacién importante sobre licencias
Este producto puede estar cubierto por una o mas licencias de etiquetado de uso limitado. Mediante el uso de este producto, acepta
los términos y condiciones de todas las licencias de etiquetado de uso limitado aplicables.

MARCAS COMERCIALES y derechos de autor

Todas las marcas comerciales son propiedad de Thermo Fisher Scientific y sus filiales, salvo que se especifique lo contrario.
©2018 Thermo Fisher Scientific Inc. Todos los derechos reservados.
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N.° de componentes 902092-902095: Estos productos se venden bajo licencia de Clontech Laboratories, Inc., y al comprador de este
producto se le otorga un derecho limitado y no exclusivo para usar internamente el producto para las pruebas de diagndstico in vitro
para las cuales fue disefiado. No esta permitido usarlo con ningun otro fin, incluido, entre otros, el uso en investigacion o aplicaciones
terapéuticas o profilacticas, ya sea in vitro, ex vivo o in vivo. Dicha licencia excluye especificamente el derecho de vender o transferir
este producto, sus componentes o derivados del mismo a terceros.
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Modelo de rétulos
Sobre-rotulo

Importador: INVITROGEN ARGENTINA S.A.
Iturri 1474 | CABA | Rep. Argentina

T 0114556 0844 | F 011 4556 0744

Director Tecnico: Brenda Aguiar Mat. Nac. 18284
Autorizado por la AN.M.A.T PM 1569-29

USO PROFESIONAL EXCLUSIVO — VENTA EXCLUSIVA A LABORATORIOS DE

ANALISIS CLINICOS

Rotulos de origen
1) 902420 - CytoScan Dx Assay Kit
Conteniendo:

2) 902150 - CYTOSCAN DX ARRAY, 6PK

appliedbiosystems

by Thermo Fisher Sclentific
CytoScan™ Dx Array, 6pk
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3) 902107 - CYTOSCANDX MODR L A

i CytoScan® Dx Pre-PCR -20°C

MODRLA
{ I ]
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The Netherlands
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4) 902108 - CYTOSCAN DX MODTE W

=
CytoScan® Dx Pre-PCR 2-8°C
MODTEW
]
¢ YV ou
>
— é 902108 E YYYY-MM-DD
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5) 902109 - CYTOSCAN DX MOD F L H

% '

CytoScan® Dx Post-PCR -20°C
MODFLH

\VARY
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3
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6) 902110 - CYTOSCAN DX MOD S AH W PB

CytoScan® Dx PostPCR 2-8°C
MOD S AH WFB

V u
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7) 902111 - CYTOSCAN DX MOD E PW

applied biosystems

o Therma Fisher Scientific

CytoScan™ Dx Post-PCR
15-30°C MOD E PW
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8) 902090 - FILL, WASH A - 500 ML

-
applied
biosystems

Ery Therma Fisher Scientific
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9) 902091 - FILL, WASH B - 500 ML
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
ANO DE LA DEFENSA DE LA VIDA, LA LIBERTAD Y LA PROPIEDAD

Hoja Adicional de Firmas
Anexo

Numero: 1F-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Martes 18 de Junio de 2024

Referencia: Rotulosy Manual de Instrucciones.

El documento fue importado por el sistema GEDO con un total de 56 paginals.
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Date: 2024.06.18 22:47:20 -03:00
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Director Nacional
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
ANO DE LA DEFENSA DE LA VIDA, LA LIBERTAD Y LA PROPIEDAD

Certificado - Redaccion libre
NUOmero: CE-2024-70415303-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 4 de Julio de 2024

Referencia: 1-0047-3110-006509-23-8

CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION
PRODUCTO MEDICO PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

Expediente N° 1-0047-3110-006509-23-8

La Administracion Naciona de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que de
acuerdo con lo solicitado por INVITROGEN ARGENTINA S.A ; se autoriza la inscripcion en e Registro
Nacional de Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), de un nuevo producto con los siguientes
datos identificatorios caracteristicos:

DATOSIDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre Descriptivo: 1) 902420 - CytoScan Dx Assay Kit (contents include the CytoScan Dx Array and all
required CytoScan Dx Assay reagents)

Marca comercial: No aplica

Modelos:

Conteniendo:

2) 902107 — CytoScan Dx Pre-PCR -20 °C MOD R L A Reagents

3) 902108 — CytoScan Dx Pre-PCR 2°C -8°C MOD T E W Reagents
4) 902109 - CytoScan Dx Pre-PCR -20 °C MOD F L H Reagents



5) 902110 - CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD S AH W PB Reagents
6) 902111 - CytoScan Dx Pre-PCR 15 °C — 30 °C MOD E PW Reagents

7) 902090 - CytoScan Dx WS A

8) 902091 - CytoScan Dx WS B

9) 902150 - CytoScan Dx Array, 6pk

10) 620969 — CytoScan Dx Library Files

11) 610525 — Chromosome Analysis Suite Dx Software

Indicacion/es de uso:

1) 902420 - CytoScan Dx Assay Kit para 24 muestras. El ensayo CytoScan™ Dx es un ensayo cualitativo
indicado para la deteccion posnatal de variaciones en el nimero de copias (VNC) del ADN gendémico que se ha
obtenido de sangre total periférica procedente de pacientes que han sido remitidos para realizar pruebas
cromosdmicas segin sus cuadros clinicos. El ensayo CytoScan™ Dx ha sido disefiado para detectar CNV
asociadas con € retraso del desarrollo, la discapacidad intelectual, las anomalias congénitas o las caracteristicas
dismorficas. Esta previsto utilizar los resultados del ensayo junto con otros descubrimientos clinicos y
diagnosticos que sean coherentes con las normas de préctica profesionales, incluida la confirmacién mediante
métodos aternativos, la evaluacion de los padres, la evaluacion genética clinica 'y el asesoramiento, segin sea
necesario. Esta previsto que sean solo los profesionales sanitarios certificados en citogenética clinica o genética
molecular quienes interpreten los resultados del ensayo. El ensayo ha sido disefiado para utilizarse en el sistema
GeneChip™ 3000Dx. Asimismo, € ensayo se analizard en el software Chromosome Analysis Suite Dx (ChAS
Dx).

Este dispositivo no estd disefiado para usarse con fines diagnésticos independientes, para pruebas de
preimplantacion o prenatales (como para conocer € riesgo de latrisomia del par 21) o pararealizar evaluaciones,
evaluaciones de la poblacidn, o para detectar o evaluar anomalias genéticas adquiridas o0 somética

Conteniendo:

2) 902107 — CytoScan Dx Pre-PCR -20°C MOD R L A Reagents: reactivos para el ensayo.

3) 902108 — CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD T E W Reagents: reactivos para el ensayo.

4) 902109 - CytoScan Dx Pre-PCR -20 °C MOD F L H Reagents: reactivos para el ensayo.

5) 902110 - CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD S AH W PB Reagents: reactivos para el ensayo.

6) 902111 - CytoScan Dx Pre-PCR 15 °C — 30 °C MOD E PW Reagents: reactivos para el ensayo.

7) 902090 - CytoScan Dx WS A: solucion de lavado.

8) 902091 - CytoScan Dx WS B: solucion de lavado.

9) 902150 - CytoScan Dx Array, 6pk: arreglos biol bgicos.

10) 620969 — CytoScan Dx Library Files: software de analisis.

11) 610525 — Chromosome Analysis Suite Dx Software: software de analisis.

Forma de presentacion: 1) 902420 - CytoScan Dx Assay Kit para 24 muestras

Conteniendo:

2) 902107 — CytoScan Dx Pre-PCR -20 °C MOD R L A Reagents, conteniendo: NSP |, 40 uL; NSP | BUF, 80
uL; BSA, 25 uL; DNA LIG, 80 uL; DNA LIG BUF, 100 uL; TAQ BUF, 1500 uL; GCM, 3000 uL; DNTPS, 2100
uL; TAQ ENZ, 300 uL; NSP I ADAP, 30 uL; PCR PRIM, 660 uL.

3) 902108 — CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD T E W Reagents, conteniendo: TE BUF, 24 mL; NFW, 17
mL.

4) 902109 - CytoScan Dx Pre-PCR -20 °C MOD F L H Reagents, conteniendo: FRAG RGT, 40 uL; FRAG BUF,
1400 uL; TDT ENZ, 120 uL; TDT BUF, 470 uL; DNA LBEL RGT, 70 uL; OCR, 100 uL; HYB BUF 1, 8 mL;
HYB BUF 2, 700 uL; HYB BUF 3, 350 uL; HYB BUF 4, 50 uL.



5) 902110 - CytoScan Dx Pre-PCR 2 °C —8°C MOD S AH W PB Reagents, conteniendo: SB 1, 17 mL; SB 2, 17
mL; AH BUF, 75 mL; NFW, 17 mL; PURIF BDS, 23 mL.

6) 902111 - CytoScan Dx Pre-PCR 15 °C — 30 °C MOD E PW Reagents, conteniendo: ELU BUF, 2.5 mL; PW
BUF, 15 mL.

7) 902090 - CytoScan Dx WS A: 4 botellas x 500 ml.

8) 902091 - CytoScan Dx WS B: 4 botellas x 500 ml.

9) 902150 - CytoScan Dx Array, 6pk: 4 paquetes de 6.

10) 620969 — CytoScan Dx Library Files: software.

11) 610525 — Chromosome Analysis Suite Dx Software: software.

Periodo de vida ttil: 1) 902420 - CytoScan Dx Assay Kit

Conteniendo:

2) 902107 — CytoScan Dx Pre-PCR -20°C MOD R L A Reagents: 24 meses de -25°C a—15°C

3) 902108 — CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD T E W Reagents: 24 meses de 2°C a8°C

4) 902109 - CytoScan Dx Pre-PCR -20 °C MOD F L H Reagents. 24 meses de -25°C a—-15°C

5) 902110 - CytoScan Dx Pre-PCR 2°C —8°C MOD SAH W PB Reagents: 24 meses de 2°C a8°C
6) 902111 - CytoScan Dx Pre-PCR 15 °C — 30 °C MOD E PW Reagents. 24 meses de 15°C a30°C
7) 902090 - CytoScan Dx WS A: 24 meses de 15°C a30°C

8) 902091 - CytoScan Dx WS B: 24 meses de 15°C a30°C

9) 902150 - CytoScan Dx Array, 6pk: 24 mesesde 2°C a8°C

10) 620969 — CytoScan Dx Library Files: no aplica

11) 610525 — Chromosome Analysis Suite Dx Software: no aplica

Nombre del fabricante:
AFFYMETRIX, INC.

Lugar de elaboracion:
3450 Central Expressway, Santa Clara, California- 95051
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

Grupo de Riesgo: Grupo C

Condicion de uso: Uso profesional exclusivo

Se extiende € presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO IN
VITRO PM 1569-29 , con unavigencia de cinco (5) afios a partir de la fecha de la Disposicion autorizante.

1-0047-3110-006509-23-8
N° Identificatorio Tramite: 53338

am



Digitally signed by PEARSON Enriqueta Maria

Date: 2024.07.04 17:21:43 ART

Location: Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Enriqueta Maria Pearson

Subadministradora Nacional

Administracion Naciona de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica

Digitally signed by GESTION DOCUMENTAL
ELECTRONICA - GDE
Date: 2024.07.04 17:21:44 -03:00



	fecha: Jueves 4 de Julio de 2024
	numero_documento: DI-2024-5916-APN-ANMAT#MS
	localidad: CIUDAD DE BUENOS AIRES
	usuario_0: Enriqueta Maria Pearson
	cargo_0: Subadministradora Nacional
	reparticion_0: Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica
	Pagina_49: Página 49 de 56
	Pagina_47: Página 47 de 56
	Pagina_48: Página 48 de 56
	Pagina_45: Página 45 de 56
	Pagina_46: Página 46 de 56
	Pagina_43: Página 43 de 56
	Pagina_44: Página 44 de 56
	Pagina_41: Página 41 de 56
	Pagina_42: Página 42 de 56
	Pagina_40: Página 40 de 56
	Numero_56: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_54: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_55: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_52: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_53: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_38: Página 38 de 56
	Pagina_39: Página 39 de 56
	Pagina_36: Página 36 de 56
	Pagina_37: Página 37 de 56
	Pagina_34: Página 34 de 56
	Pagina_35: Página 35 de 56
	Pagina_32: Página 32 de 56
	Pagina_33: Página 33 de 56
	Pagina_30: Página 30 de 56
	Pagina_31: Página 31 de 56
	Pagina_29: Página 29 de 56
	Pagina_56: Página 56 de 56
	Pagina_54: Página 54 de 56
	Pagina_55: Página 55 de 56
	Numero_4: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_52: Página 52 de 56
	Numero_3: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_53: Página 53 de 56
	Numero_6: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_50: Página 50 de 56
	Numero_5: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_51: Página 51 de 56
	Numero_8: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_7: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_9: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_2: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_1: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_1: Página 1 de 56
	Pagina_2: Página 2 de 56
	Pagina_3: Página 3 de 56
	Pagina_4: Página 4 de 56
	Pagina_5: Página 5 de 56
	Pagina_6: Página 6 de 56
	Pagina_7: Página 7 de 56
	Pagina_8: Página 8 de 56
	Numero_18: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_19: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_16: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_17: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_14: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_15: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_12: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_13: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_10: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_11: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_29: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_27: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_28: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_9: Página 9 de 56
	Numero_25: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_26: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_23: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_24: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_21: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_22: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_20: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_27: Página 27 de 56
	Pagina_28: Página 28 de 56
	Numero_40: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_25: Página 25 de 56
	Pagina_26: Página 26 de 56
	Pagina_23: Página 23 de 56
	Pagina_24: Página 24 de 56
	Pagina_21: Página 21 de 56
	Pagina_22: Página 22 de 56
	Pagina_20: Página 20 de 56
	Numero_38: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_39: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_36: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_37: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_34: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_35: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_32: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_33: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_18: Página 18 de 56
	Numero_30: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_19: Página 19 de 56
	Numero_31: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_16: Página 16 de 56
	Numero_50: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_17: Página 17 de 56
	Numero_51: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Pagina_14: Página 14 de 56
	Pagina_15: Página 15 de 56
	Pagina_12: Página 12 de 56
	Pagina_13: Página 13 de 56
	Pagina_10: Página 10 de 56
	Pagina_11: Página 11 de 56
	Numero_49: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_47: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_48: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_45: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_46: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_43: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_44: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_41: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT
	Numero_42: IF-2024-64341283-APN-INPM#ANMAT


