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Biotype GmbH desarrolla, produce y distribuye aplicaciones basadas en PCR para
diagnastico clinico.

Nuestros kits de andlisis Mentype® garantizan los més altos estandares de calidad.

En caso de duda o sugerencia estamos a su disposicion. Contacte con nosotros o
visite nuestra pagina web www.biotype.de.
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Mentype® DIPquant

1. Uso previsto

Las aplicaciones de Mentype® DIPquant sirven para el diagndstico in vitro basado en la
técnica PCR en tiempo real (qPCR) a efectos del analisis alelo-especifico y cuantitativo de
quimerismo molecular tras un trasplante aldgeno de médula 0sea y de células madre
hematopoyéticas utilizando deleciones o inserciones de polimorfismos (llamadas DIPs o
INDELS, véase capitulo 14 Referencias).

Las aplicaciones Mentype® DIPquant estan destinadas exclusivamente al uso profesional
en laboratorios especializados. El personal debe recibir formacion sobre las técnicas de la
gPCR y el uso de productos sanitarios para diagnéstico in vitro.

2. Antecedentes

El andlisis de quimerismo molecular tras un trasplante alogénico de médula dsea y de
células madre hematopoyéticas es esencial para controlar el crecimiento del trasplante o
para prever un riesgo de rechazo. El andlisis de quimerismo molecular se realiza mediante
la deteccion de deleciones e inserciones individuales de polimorfismos del ADN, las cuales
resultan muy apropiadas para el andlisis mediante la qPCR especifica de los alelos en
comparacion con otros motivos de secuencia de ADN.

Después de la identificacion de los loci DIP informativos del paciente y del donante con el
kit CE-IVD Mentype® DIPscreen, se pueden realizar los andlisis de quimerismo
cuantitativo con el correspondiente ensayo (nico Mentype® DIPquant . El formato de
ensayo flexible permite tanto el andlisis de muestras individuales como grandes cantidades
de muestras con un consumo minimo de material. Dado que la alta sensibilidad de los
métodos de la gPCR estd ligada a una precision limitada en el ambito del quimerismo
mixto, se recomienda analizar las muestras con quimerismo mixto utilizando los kits
Mentype® DIPscreen (Directriz sobre el trasplante alogénico de células madre de la
Asociacion Alemana para el trasplante de médula dsea y de células madre
hematopoyéticas (DAG-KBT); Bader et al. 2016).

3. Descripcion del producto Mentype® DIPquant

Con los ensayos individuales alelo-especificos Mentype® DIPquant se pueden dirigir
individualmente 55 alelos DIP asi como dos regiones cromosimicas Y (cf. Tabla 1). Como
referencia (REF) de la cuantificacion relativa sirve el gen B-globina. Los parametros de
gPCR se ajustan universalmente, de forma que el andlisis de los diferentes ensayos
especificos del receptor de Mentype® DIPquant y varias muestras de pacientes puedan
realizarse en paralelo en una tanda de gPCR.

El calculo de quimerismo se realiza segun el método AACp [el Cp (crossing point 0 punto
de cruce) de los instrumentos de qPCR de Roche Lightcycler® se corresponde con el valor
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Ct (cycle threshold o ciclo umbral) de otros sistemas de gPCR]. Para la cuantificacion
relativa de quimerismo se requiere la medicion en paralelo para el locus especifico del
receptor del gen de referencia B-globina (house-keeping o normalizador).

Para calibrar el andlisis, el ADN del receptor, aislado antes del trasplante (calibrador pre-
HSCT), debe ser analizado junto con el ensayo de referencia (3-globina) y el
correspondiente ensayo por gPCR especifico del receptor (ver capitulo 9.1).

3.1 Instrumento de qPCR

Los ensayos Mentype® DIPquant han sido verificados y validados en el Roche
Lightcycler® 480, equipo Il de sistema de PCR en tiempo real (Roche Diagnostics
International AG, Rotkreuz, CH).

La aplicacion de los ensayos Mentype® DIPquant en otros equipos de gPCR debe ser
validada y verificada por el usuario.

3.2 Tipo de muestra

Mentype® DIPquant ha sido validado con ADN aislado de sangre total anticoagulada con
citrato.

El producto Mentype® DIPquant estd validado para el uso de 250 ng de ADN por
reaccion. El uso de cantidades mayores de ADN debe ser validado por el usuario.

3.3 Sensibilidad/especificidad

3.3.1 Rango de medicion de quimerismo

Como resultado de la tecnologia, el intervalo dptimo de medicion de las pruebas de
quimerismo con los ensayos gPCR de Mentype® DIPquant se sitlia en el 0 % - 12,5 % de
la proporcion medida de ADN del donante o del receptor en la muestra del paciente
(muestra compuesta). En este rango se puede aplicar el ajuste de la gPCR, tal y como se
describe en el capitulo 9.2. Para muestras > 12,5 % de proporcion medida de ADN del
donante o del receptor asi como muestras de quimerismo mixto se recomienda
incrementar el nimero de réplicas o hacer uso de la aplicacion Mentype® DIPscreen.

3.3.2 Sensibilidad y especificidad

El limite de deteccion y la sensibilidad de los ensayos Mentype® DIPquant depende de la
calidad y de la cantidad del ADN patrén utilizado. En la Tabla 1 se indica la sensibilidad del
marcador alelo-especifico Mentype® DIPquant en mezcla de ADN. Las mezclas han sido
realizadas con 250 ng de ADN; el ADN en cantidad menor era homocigotico para el
marcador alelo-especifico Mentype® DIPquant.
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El valor Cp méximo indicado en la Tabla 1 muestra el drea hasta la cual pueden medirse
especificamente las sefiales del ensayo correspondiente Mentype® DIPquant.
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Tabla 1 Limite especifico de deteccion del ensayo Mentype® DIPquant

Sensibilidad y especificidad de los ensayos de Mentype® DIPquant

Equi
D?P };{E\:I;nte celular alelo 5 s 10 _ 20 _ 80 _
Concentracion [pgPCR] | 315 58 | 63 28126  SE| 50 =8
Proporcitn en 0013 = loms S |os | o2 =
250 ng/PCR [%] ' ' * '
23 367 | 67 377 | 82 335 | 794 31,1
381 36,3 | 82D | 339 | 105D | 337 | 152D | 355
481 36,5 | 84D | 380 | 1404 | 350
53D | 375 | 101 | 374 | 301D | 325
531 350 | 103D | 372
670 | 362 | 104D | 341
70D | 325 | 131-D | 336
70 356 | 1314 | 342
84-1 373 | 3050 | 339
88-D 35,6
88-1 31,6
91D | 341
914 35,2
97-1 36,4
101D | 357
1031 | 366
- 1041 | 355
§ 105- | 345
£ 106-D | 369
@2 106- | 342
s 1104 | 356
S| 121 | 348
= 114D | 355
s 1141 | 374
z 116D | 359
1161 | 346
128D | 354
1281 | 327
1331 | 359
134D | 353
1341 | 356
163D | 352
1631 | 350
3011 | 359
304D | 360
305 | 356
307-D | 359
3071 | 375
310D | 363
REF 36,0
SMCY 36,3
SRY 36,6
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4. Advertencias e indicaciones de seguridad

Consulte las fichas de seguridad (MSDS) de los productos Biotype® que le enviaremos a
peticion (support@biotype.de). Para las fichas de seguridad de los reactivos no incluidos
en el kit de analisis debera contactar con el fabricante correspondiente.

Lea detenidamente las instrucciones de uso antes de utilizar el producto.

Cuando reciba el producto y sus componentes, compruebe su integridad en términos de
cantidad, tipo y envasado (véase capitulo 5.1), etiquetado correcto, congelacion de los
reactivos e integridad de los envases de reactivos.

Al realizar los andlisis, utilice guantes, bata de laboratorio y, en su caso, gafas de
proteccion.

Evite la contaminacion con nucleasas (DNasa/RNasa) de las muestras utilizando puntas de
pipeta desechables libres de DNasa/RNasa con filtros para aerosoles.

Utilice zonas de trabajo separadas para la preparacion de muestras (pre-PCR), la
preparacion de la mezcla maestra asi como para el tratamiento de muestras y el analisis
(post-PCR). Aimacene los controles positivos en un lugar separado de los componentes del
kit.

Es posible que se requieran otros controles segln las directrices o requisitos de las
disposiciones locales, municipales o nacionales, o de organizaciones de acreditacion.

No utilice componentes del kit cuya fecha de caducidad haya vencido, y no mezcle lotes.
Elimine los desechos de muestras y analisis segun las disposiciones de seguridad locales.
Para lote DIP01113 (Reaction Mix D lote CH1900491):

Este kit de andlisis contiene las siguientes sustancias potencialmente peligrosas:

Componente del

kit Producto quimico Peligro

Reaction Mix D

Toxico al ingerir, en contacto con acidos

Azida de sodio NaNs produce gases toxicos

4.1 Control de calidad

El contenido integro del kit esta sujeto a un control de calidad intenso por parte de Biotype
GmbH. La calidad de los kits de andlisis se examina continuamente para demostrar su
utilizacion ilimitada. Le rogamos se ponga en contacto con nosotros por correo electrénico
a través de support@biotype.de en relacion con todas las cuestiones relacionadas con el
control de calidad.
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5. Materiales incluidos

5.1 Contenido del kit

Los kits Mentype® DIPquant contienen los siguientes componentes suficientes para la
realizacion de hasta 100 reacciones.

Tabla 2 Tamafios de envases y componentes incluidos en el kit Mentype® DIPquant, * solo
disponible como ensayo de referencia Mentype® DIPquant, * xxx define el nimero de articulo
especifico del locus

Volumen por tamaiio del

. . envase
Etiqueta Conenido 25 100
reacciones reacciones*

Nuclease-Free Water Agua libre de nucleasas 1,5mL 2x1,5mL
Reaction Mix D Mezcla de reaccion D 125 L 500 pL
Mentype® DIPquant

-HLDxxx*-D/-I Primer Mix

-SRY Primer Mix Mezcla de cebador 63 L 250 pL

-SMCY Primer Mix

-Reference Primer Mix
Multi Tag 2 DNA Polymerase ~ ADN polimerasa Multi Tag2 10 uL 40 uL

Tenga en cuenta que los componentes de los diferentes lotes de kits no deben mezclarse. Se puede
encontrar una vista general de los nimeros de lote en la etiqueta situada en el interior de la tapa de la
caja. No esta permitido utilizar alicuotas de los componentes del kit en otros recipientes de reaccion.

5.2 Informacion del pedido

Envienos por escrito su pedido al correo electronico sales@biotype.de. El pedido debe
especificar los nimeros de pedido conforme a los especificados en la Tabla 3 y Tabla 13,
pagina 23.

Nota: Tenga en cuenta que el tamafio de embalaje 50 para reacciones ya no esta a la
venta.

Tabla 3 Formato general de los niimeros de pedido del ensayo Mentype® DIPquant, * xx define el
niimero de pedido del ensayo especifico del locus Mentype® DIPquant

Mentype® DIPquant 25 Reacciones N.° de pedido ~ 45-015xx* -0025 (*cf. Tabla 13)

Mentype® DIPquant

100 Reacciones N.° de pedido ~ 45-01591-0100
Referenz

5.3 Reactivos y utensilios requeridos no incluidos en el kit

El siguiente kit est4 disponible, a escoger ensayos informativos especificos de donante y
paciente Mentype® DIPquant en una PCR mdiltiple:
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Tabla 4 Informacion del pedido del kit de genotipado Mentype® DIPscreen, * yyy define el tamario
del envase

Reactivo Proveedor Nimero de pedido
Mentype® DIPscreen (genotipado) Biotype GmbH 45-45410-0yyy*

Nota: Los sitios de union de los cebadores del ensayo Mentype® DIPquant difieren de los
del kit Mentype® DIPscreen. En casos excepcionales, las mutaciones que se produzcan
en los sitios de union de los cebadores pueden generar una pérdida de alelos (allelic
dropouts). Como consecuencia, pueden aparecer diferencias genotipicas entre los ensayos
Mentype® DIPquant y  Mentype® DIPscreen. Por ello, los resultados de
Mentype® DIPscreen siempre deben ser verificados mediante ensayos informativos
Mentype® DIPquant preseleccionados antes de ser utilizados en el control de quimerismo
(véase también capitulo 9.1, cuantificacion pre-trasplante — pre-HSCT).

En el caso de la amplificacion de qPCR, se requieren los siguientes materiales e
instrumentos:

e  FEquipo adecuado para la PCR en tiempo real (cf. capitulo3.1)
e  Kit adecuado para extraccion de ADN (cf. capitulo 7.2.1)

e  Equipo adecuado para la medicion cuantitativa de la concentracion de ADN tras
extraccion y purificacion (cf. capitulo 7.2.1)

e  (Centrifuga de mesa con un rotor para tubos de reaccion de 2 ml

e Placas de 96 pocillos o tubos de reaccion; si se utilizan placas de 96 pocillos se
requieren tapas o laminas adecuadas y una centrifuga con rotor para placas

e Vortex adecuado para placas de 96 pocillos o tubos de reaccion
o  Pipetas, puntas de pipeta con filtro (desechables)
e  (uantes desechables sin polvo

Nota: Aseglrese de que todos los aparatos han sido instalados, inspeccionados y
calibrados segun las indicaciones del fabricante. Cercidrese de que todos los reactivos
estan disponibles para el funcionamiento del equipo de gPCR correspondiente (véase
instrucciones de uso del fabricante del aparato correspondiente).
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6. Almacenamiento

El envio de los ensayos Mentype® DIPquant se realiza en hielo seco. Los componentes
del ensayo llegan congelados. En el caso de que uno 0 mas componentes no estén
congelados en su recepcion o los tubos resulten dafiados durante el transporte debera
ponerse en contacto con Biotype GmbH (support@biotype.de).

Los componentes deben almacenarse a una temperatura de entre -25 °C y -15 °C. Debe
evitarse la descongelacion y la congelacion repetidas. No debe superarse el nimero
maximo de 8 ciclos de descongelacion-congelacion.

Los kits Mentype® DIPquant deben almacenarse protegidos de la Iuz.

El periodo de validez del kit de anélisis figura en la etiqueta del envase.

7. Desarrollo del trabajo

7.1 Descripcion del analisis de quimerismo con productos Mentype® DIP

| Muestreo |

'

| Extraccion y cuantificacion de ADN |

'

e v . . \
| | Identificacion de alelos informativos |

¢ \ Mentype® DIPscreen
| Seleccion de alelos especificos | )
e . 3
| Cuantificacion relativa de los alelos |

¢ Mentype® DIPquant

| Andlisis del estado de quimerismo | )

Imagen 1 Desde el muestreo hasta el andlisis - el andlisis de quimerismo con las aplicaciones Mentype® DIPscreen
y Mentype® DIPquant
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7.2 Preparacion de muestras y volumen de trabajo de ADN

7.2.1 Extraccion de ADN

La calidad del ADN aislado es determinante para el rendimiento y la calidad de todo el
sistema de andlisis. Se debe garantizar que el sistema utilizado para el aislamiento de ADN
sea compatible con la tecnologia de gPCR.

Los siguientes kits sirven para el aislamiento de ADN:

- NucleoSpin® Blood L Kit (Macherey Nagel GmbH, Diiren, DE)
- QlAamp® DNA Blood MidiKit (Qiagen GmbH, Hilden, DE)

Asimismo se pueden utilizar kits alternativos de aislamiento de ADN, pero su idoneidad
debe ser validada por el usuario.

Nota: Para resultados exactos es necesaria la cuantificacion de ADN (p. ej. mediante
cuantificacion de ADN por espectrofotometria ultravioleta-visible a A260nm vy
determinacion de la calidad mediante relacién A260 / A280, la cual deberia situarse entre
1,7y 2,0).

7.2.2 Empleo de ADN patrén

La mezcla de cebador alelo-especifica esta optimizada para el empleo de 250 ng de ADN
purificado, el cual se corresponde con 41 666 células (6 pg de ADN/célula). Para un
resultado optimo se recomienda utilizar 250 ng de ADN.

7.3 Gomposicion de la mezcla maestra

Todos los reactivos deben mezclarse bien antes de componer la mezcla maestra (con
agitador vortex) y centrifugarse brevemente (aprox. 10 s).

El volumen de ADN que vaya a utilizarse viene determinado por su concentracion. Para
obtener resultados 6ptimos deberia ajustarse una cantidad de ADN de 250 ng por
reaccion.

El volumen total de preparacion para PCR deberia ser siempre de 25 L.

Para la cantidad de reacciones de PCR que deban llevarse a cabo, tenga en cuenta los
controles positivos y negativos. Afiada al nimero total una o dos reacciones para
compensar los errores de pipeteo.

El siguiente resumen muestra los volimenes de los componentes del kit utilizados con
5,0 pL de volumen de muestra (ADN patrén) y un volumen de reaccion de 25 pL.
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Tabla 5 Preparacion de mezcla maestra para una reaccion Mentype® DIPquant utilizando 5 pL de

ADN
Nuclease-Free Water 12,1 L
Reaction Mix D* 5,0 UL
Mentype® DIPquant Primer Mix 2,5 L
Multi Tag 2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/uL) 0,4 uL
Volumen total de la mezcla maestra 20,0 uL
Patrén de ADN (50 ng/pL) 5,0 uL

* contiene Mg?*, dNTPs, BSA

Nota: Aimacene el ADN diluido en 1 x TE (10 mM Tris HCI, pH 8,0 y 1 mM EDTA) p 0,1 x
TE 0 agua libre de nucleasas.

7.3.1 Controles positivos

Para el control positivo utilice, en lugar de 5 pL de ADN patron, p. €j. un ADN de control
previamente identificado especifico del alelo (5 ng/uL). Pipetee el ADN de control en lugar
del ADN patron en el recipiente de reaccion con la mezcla maestra para la gPCR.

El siguiente resumen muestra los volimenes de los componentes del kit utilizados con
5,0 uL de ADN de control y un volumen de reaccion de 25 pL.

Tabla 6 Preparacion de mezcla maestra para una reaccion Mentype® DIPquant utilizando 5 ng/uL de
ADN de muestra de control positivo

Componentes Volumen por preparacion de qPCR

Nuclease-Free Water 12,1 L
Reaction Mix D* 5,0 uL

Mentype® DIPquant Primer Mix 2,5 1L

Multi Tag 2 DNA Polymerase (hot start, 0.4 L

2,5 U/uL)

Volumen total de la mezcla maestra 20,0 pL
ADN de control (5 ng/uL) 5,0 L

* contiene Mg?*, dNTPs, BSA
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7.3.2 Control negativo

Como control negativo pipetee 5 WL de agua libre de nucleasas en lugar del ADN patrén en
el recipiente de reaccion con la mezcla maestra para la gPCR.

El siguiente resumen muestra los volimenes de los componentes del kit utilizados con
5,0 L de “agua libre de nucleasas” y un volumen de reaccion de 25 |IL.

Tabla 7 Preparacion de mezcla maestra para una reaccion Mentype® DIPquant

Componentes Volumen por preparacion de qPCR

Nuclease-Free Water 12,1 L
Reaction Mix D* 5,0 UL
Mentype® DIPquant Primer Mix 2,5 1L
Multi Tag 2 DNA Polymerase (hot start, 2,5 U/uL) 0,4 L
Volumen total de la mezcla maestra 20,0 uL
Agua libre de nucleasas 5,0 UL

* contiene Mg?+, dNTPs, BSA

7.4 Volumen de preparacion de la reaccion

Pipetee 20 L de la mezcla maestra de qPCR en el recipiente de reaccion (tubos 6pticos) o
en la placa de microtitulacion. A continuacion, afiada 5 L del ADN especifico (cf. esquema
de pipeteo en capitulos 9.1y 9.2), 0 5 L de controles positivo y negativo.

Si fuera posible, se deberian utilizar placas de PCR o recipientes de reaccion blancos para
el equipo de gPCR, ya que de este modo se logra una deteccion eficaz de las sefiales de
fluorescencia. Mediante la deteccion mejorada de la fluorescencia, la sensibilidad del
ensayo puede aumentar.

Tras el pipeteo, deberia tapar los recipientes de reaccion o las placas de microtitulacion
(tapones dpticos, sellado dptico).

Centrifugue la reaccion brevemente e introduzcala en el equipo para su analisis.
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8. Programa de qPCR y amplificacion

8.1 Configuracion del aparato y parametros de amplificacion

Genere el protocolo para la amplificacion por gPCR y para la deteccion con los parametros
expuestos. En las instrucciones de uso del fabricante del equipo encontrara la
configuracion especifica del aparato. De lo contrario, contacte con nuestro servicio de

asistencia técnica (support@biotype.de).

8.2 Parametros de deteccion

6-FAM sirve como colorante de fluorescencia marcador para todos los ensayos. Preste
atencion a la seleccion del conjunto correcto de filtros en el software del equipo de PCR en
tiempo real.

8.3 Parametros de amplificacion por qPCR*

Para activar la ADN polimerasa Multi Tag 2 y eliminar la formacién de productos de
amplificacion inespecificos, es importante iniciar un «arranque en caliente».

Tabla 8 Parametros de amplificacion para qPCR para la sjecucion del ensayo de Mentype® DIPquant

Temperatura Tiempo
94°C 4 min (arranque en caliente para la activacion de la ADN polimerasa
Multi Tag2)
94 °C 30s
45 ciclos
62 °C 45s

* Validado con el Roche Light Cycler® LC480 (con rampas de calentamiento estandar de aprox. 4,4 °C/s y de
enfriamiento de 2,2 °C/s).

La toma de datos deberia realizarse durante la fase de hibridacion y de elongacion a
62 °C.

Genere una lista de muestras (sample sheet) con los ajustes seleccionados.
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9. Configuracion recomendada del analisis

Para lograr el rango de medicion dptimo de la qPCR se deberia medir la proporcién del
receptor en la muestra compuesta (cf. capitulo 3.3.1)

Para la cuantificacion relativa del quimerismo se recomienda la aplicacion del ensayo de
gPCR segun el siguiente esquema:

- 3 alelos especificos del receptor distintos (alelos de interés, AOl)
por duplicado (véase Tabla 9, tabla 12, tabla 13), 0

- 2 alelos especificos del receptor distintos (alelos de interés, AOl)
por triplicado (véase Tabla 10)

- Por ADN y momento se debe realizar la referencia activa (REF, B-globina) al
menos por duplicado (mejor por triplicado)

- por ensayo, un control negativo (NC) y un control positivo (PC)

Tabla 9 Configuracion 1: Ejecucion de 3 Mentype® DIPquant especificos por duplicado y del ensayo
de referencia Mentype® DIPquant por triplicado

Ensayo Réplica Nimero de loci analizados
Ensayos especificos DIPquant 2 3
Ensayo de referencia (3-globina) 8 =

Tabla 10 Configuracion 2: Ejecucion de 2 Mentype® DIPquant especificos por triplicado y del ensayo
de referencia Mentype® DIPquant por triplicado

Réplica Numero de loci analizados
Ensayos especificos DIPquant 3 2
Ensayo de referencia (3-globina) 3 -

9.1 Cuantificacion antes del trasplante (pre-trasplante de médula dsea o pre-
HSCT)

De forma previa al trasplante (calibrador pre-HSCT), el ADN del receptor aislado debe ser
analizado junto con el ensayo de referencia (gen B-globina) y el correspondiente ensayo
por gPCR especifico del receptor. El valor de esta cuantificacion se establece como 100 %
de proporcién del receptor.

Para asegurarse de la especificidad del ensayo por qPCR especifico del receptor se debe
realizar un analisis del ADN del donante. Esto se corresponde con el 0 % de proporcion del
receptor.
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Tabla 11 Ejemplo para la configuracién de una placa Multiwell antes del trasplante (calibrador pre-

HSCT)
1 2 3 4

Ref AOI-1 AOI-2 A0I-3

A preTx preTx preTx preTx

Ref AQI-1 AQI-2 AQI-3

B preTx preTx preTx preTx
Ref AOI-1 AQI-2 AOI-3
C NTC NTC NTC NTC
Ref AOI-1 AQI-2 AOI-3
D PC PC PC PC
AOI-1 AQI-2 AOI-3
E Donante* Donante* Donante*
AQI-1 AQI-2 AQI-3
F Donante* Donante* Donante*

Ref: Ensayo de referencia; AOI 1-3: Ensayo especifico del receptor; preTx: Muestra del receptor como calibrador;
Donante*: Muestra del donante opcional como prueba de especificidad; NTC: No Template Control o sin patron de
control; PC: Control Positivo

9.2 Cuantificacion tras el trasplante/control (post-HSCT)

El control de quimerismo deberia realizarse con ADN del paciente recién aislado en los
momentos de control correspondientes. Para un analisis seguro deberia afiadirse la
referencia, tres alelos especificos del receptor asi como controles positivos y negativos

(véase Tabla 13).

Tabla 12 Ejemplo para la configuracion de una placa Multiwell después del transplante (control)

1 2 3 4
Ref AQI-1 AQI-2 AQI-3
A Control 1 Control 1 Control 1 Control 1
Ref AQI-1 AQI-2 AQI-3
B Control 1 Control 1 Control 1 Control 1
Ref AQI-1 AQI-2 AQI-3
c NTC NTC NTGC NTC
Ref AQI-1 AQI-2 AQI-3
D PC PC PC PC

Ref: Ensayo de referencia; AOI 1-3: Ensayos especificos del receptor; Control 1: Primera muestra de control después
del trasplante; NTC: No Template Control o sin patron de control; PC: Control Positivo;

Mentype® DIPquant

DIQIFUO1v2es




10. Evaluacion

10.1 Analisis de datos

Considere las curvas de amplificacion del ciclo de gPCR completo. El proceso detallado del
analisis de datos sin procesar depende del equipo utilizado de PCR en tiempo real.

La definicion del valor umbral “baseline noise levels” deberia realizarse automaticamente,
0 bien predefinirse en el ciclo determinado (p. ej. 3-15). Utilice NTC para calcular el valor
umbral correspondiente.

Dado que AACp se utiliza para la cuantificacion, los valores fijados individualmente para el
umbral no tienen ninguna repercusion en los resultados, siempre que se analicen todos los
ensayos realizados sobre una muestra con el mismo valor umbral.

Para la exportacion de datos y el tratamiento de datos, consulte el manual del fabricante
del dispositivo en tiempo real. Exporte la prueba denominada “Sample name” y los valores
Cp para los calculos posteriores.

10.2 Comprobacion de los resultados

La gPCR es valida cuando los valores Cp del control positivo se corresponden con los
valores mostrados en la Tabla 1 y el control negativo no presenta una amplificacion < 45
ciclos.

Utilizando ADN de donantes para el control de la especificidad del ensayo no se deberia
detectar ninguna sefial por debajo de los limites especificados en la Tabla 1.
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11. Cuantificacion

Si analiza manualmente los datos, utilice el método de cuantificacion relativo. Los valores
umbral fijados individualmente durante el andlisis de datos sin procesar no tienen ninguna
repercusion en la cuantificacion mediante AACp siempre que todos los ensayos realizados
sobre una muestra sean analizados con el mismo valor umbral.

Utilice NTC, para calcular los valores umbral correspondientes.

Calculo

11.1 Cuantificacion de las muestras pre-HSCT

1.

Calcule los valores Cp individuales para la referencia (REF) y los alelos
informativos “alelos de interés” (AQI) para el ADN del receptor

Calcule el ACp para cada AOI para el REF (ACp C = Cp AOI — Cp REF)

ACp indica el valor del calibrador (ACp C) en el calculo post-HSCT (100 %
receptor)

11.2 Cuantificacion de las muestras post-HSCT

1.

Calcule los valores Cp individuales para la referencia (REF) y los alelos
informativos “alelos de interés” (AQI) para el ADN del paciente

Calcule el ACp para cada AOI para el REF (ACp C = Cp AOI - Cp REF)

Este valor ACp se utiliza para el célculo del estado desconocido (ACp U)
Calcule AACp para la cuantificacion del quimerismo (AACp = ACp U — ACp
0

Calcule el porcentaje de los componentes del receptor dependiendo de la

gficiencia de la qPCR; % receptor = ((1+E)®A%) x 100. Si la eficiencia de la
gPCR es 100 % utilice la siguiente formula: (2-AACP) x 100.
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12. Interpretacion de resultados inusuales

12.1 Se detecta una intensidad baja de la seial o ninguna seial

Uno o varios componentes no han sido afiadidos a la reaccion: Compruebe la amplificacion
de los controles positivos y, cuando proceda, repita la gPCR.

Para el andlisis se ha utilizado el ensayo erroneo: Aseglrese de que los ensayos
especificos de los alelos son compatibles con los alelos especificos del receptor.

Condiciones deficientes de la gPCR: Compruebe la configuracion de la qPCR. Aseglrese
de que la activacion de la ADN polimerasa Multi Tag 2 se ha producido a 94 °C durante
4 min. Compruebe la temperatura de hibridacion y de elongacién, y asegurese de que la
rampa de calentamiento del aparato esté configurada en 4 °C/s y de que la rampa de
enfriamiento esté configurada en 2 °C/s.

La gPCR se inhibe: Los inhibidores de la PCR no fueron completamente purificados con la
extraccion de ADN. Aseglrese de que la purificacion de ADN se ha realizado con éxito
segun las indicaciones del fabricante del kit. Purifique de nuevo el ADN o diluya el patron.
Repita la gqPCR con ADN purificado o diluido.

Ha fallado la recogida de datos: Asegurese de que la recogida de datos de fluorescencia se
ha realizado en el momento y en el canal de fluorescencia correctos. Compruebe la
configuracion de su equipo para los colores de fluorescencia utilizados en el ensayo (6-
FAM y ROX).

Problemas con el punto de referencia o con el valor umbral: Fije el valor umbral por encima
del fondo inespecifico para obtener valores Cp exactos. Para ello, utilice el procedimiento
descrito en el manual del fabricante de su equipo de PCR. Cuando sea posible, realice
manualmente 10s ajustes para el punto de referencia y el valor umbral.

Degradacion de los patrones de ADN: Puede producirse una degradacion del ADN
durante la preparacion de la muestra y durante el almacenamiento. Aimacene el ADN
en1x00,1xTE o agua libre de nucleasas. Utilice el ADN de control para comprobar
el comportamiento general del ensayo.

Degradacion de los componentes de la gPCR: Supervise la durabilidad de los componentes
utilizados asi como las condiciones de almacenamiento. Evite que la congelacion y
descongelacion de la mezcla de cebadores sea > 8 ciclos y aseglrese de que el
almacenamiento de los componentes se efectla entre -25 °Cy -15 °C.

12.2 Variacion de la potencia de la seial en las réplicas
Error de pipeteo: Evite errores de pipeteo revisando regularmente su pipeta.

Variaciones en la mezcla maestra: Afiada 1-2 reacciones extra al realizar la composicion
de la mezcla maestra para compensar los errores de pipeteo. Mezcle cuidadosamente los
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componentes con el vortex y centrifiguelos brevemente (10 s). No pipetee menos de 5 UL
de ADN patron.

La gPCR se inhibe: Durante el aislamiento de ADN, los inhibidores de la PCR no fueron
completamente purificados. Asegurese de que la purificacion se ha realizado con éxito en
el momento del aislamiento de ADN siguiendo las indicaciones del fabricante. Purifique de
nuevo el ADN o diluya el patron. Repita la gPCR con ADN purificado o diluido.

Ha habido un error al establecer el punto de referencia o el valor umbral: Fije el valor
umbral por encima del fondo inespecifico para obtener valores Cp exactos. Para ello, utilice
el procedimiento descrito en el manual del fabricante de su equipo de gPCR. Cuando sea
posible, realice manualmente los ajustes para el punto de referencia y el valor umbral.

Sensibilidad baja: El uso de cantidades muy pequefias de ADN (cantidad dptima 250 ng)
puede reducir la sensibilidad y la reproducibilidad en los replicados. Cuantifique el ADN
utilizado segun la recomendacion del capitulo 7.2.1.

Sefiales en el control negativo: Para evitar contaminaciones, utilice puntas de pipeta
estancas a aerosoles / puntas con filtro o tubos con tapén de rosca. Realice una nueva
gPCR con el agua libre de nucleasas utilizada. Aimacene los reactivos pre-PCR y post-PCR
por separado. Siempre que sea posible, pipetee la reaccion y el ADN en espacios
diferentes.

12.3 Seiiales del ensayo especifico del receptor en el ADN del donante

Utilizacion de cantidades demasiado grandes (>250ng) de ADN patrén: Reduzca la
cantidad de ADN patrén a 250 ng. Antes de realizar el ensayo se debe determinar la
concentracion de ADN.

Aparicién de sefiales de falso negativo: En casos raros puede ocurrir la pérdida de alelos
debido a una mutacion en los lugares de union del cebador. Del genotipado con
Mentype® DIPscreen podrian obtenerse resultados falsos negativos (cf. capitulos 5.3,
9.1). Debido a que los lugares de union de los cebadores del ensayo de
Mentype® DIPquant difieren de los de Mentype® DIPscreen, en la qPCR se pueden
amplificar no obstante sefiales positivas especificas del alelo.
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13. Informacion del pedido

Tabla 13 Informacion del pedido detallada del ensayo especifico de alelos Mentype® DIPquant, *
también disponible en envase de 100 reactivos (45-01591-0100)

Ensayo DIPquant 25 Reacciones
Reference® 45-01591-0025
SRY 45-01590-0025
SMCY 45-01589-0025
HLD23-| 45-01538-0025
HLD38-I 45-01558-0025
HLD48-| 45-01560-0025
HLD53-D 45-01561-0025
HLD53-I 45-01562-0025
HLD67-D 45-01567-0025
HLD67-I 45-01568-0025
HLD70-D 45-01569-0025
HLD70-I 45-01570-0025
HLD79-I 45-01576-0025
HLD82-D 45-01577-0025
HLD82-I 45-01578-0025
HLD84-D 45-01579-0025
HLD84-| 45-01580-0025
HLD88-D 45-01581-0025
HLD88-I 45-01582-0025
HLD91-D 45-01585-0025
HLD91-I 45-01586-0025
HLD97-I 45-01588-0025
HLD101-D 45-01501-0025
HLD101-I 45-01502-0025
HLD103-D 45-01505-0025
HLD103-I 45-01506-0025
HLD104-D 45-01507-0025
HLD104-I 45-01508-0025
HLD105-D 45-01509-0025
HLD105-I 45-01510-0025
HLD106-D 45-01511-0025
HLD106-I 45-01512-0025
HLD110-I 45-01514-0025
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HLD112-|
HLD114-D

HLD114-|
HLD116-D

HLD116-|
HLD128-D

HLD128-|
HLD131-D

HLD131-|
HLD133-|

HLD134-D
HLD134-|

HLD140-|
HLD152-D

HLD163-D
HLD163-|

HLD301-D
HLD301-|

HLD304-D
HLD305-D

HLD305-|
HLD307-D

HLD307-I
HLD310-D

45-01516-0025
45-01517-0025

45-01518-0025
45-01519-0025

45-01520-0025
45-01523-0025

45-01524-0025
45-01525-0025

45-01526-0025
45-01528-0025

45-01529-0025
45-01530-0025

45-01532-0025
45-01533-0025

45-01535-0025
45-01536-0025

45-01539-0025
45-01540-0025

45-01541-0025
45-01543-0025

45-01544-0025
45-01545-0025

45-01546-0025
45-01549-0025

Mentype® DIPquant
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15. Marcas y clausula de exencion de responsabilidad

Las denominaciones registradas, marcas comerciales, etc., que se utilizan en el presente
documento, aunque no se identifiquen especificamente como tales, se consideraran
protegidas: Biotype®, Mentype® (Biotype GmbH); LightCycler® (Roche Diagnostics
International AG); QlAamp® (QIAGEN GmbH); NucleoSpin® (Macherey-Nagel GmbH &
Co.KG); FAM™ 'ROX™ (Life Technologies Ltd.).

Los ensayos Mentype® DIPscreen y Mentype® DIPquant son kits con el marcado CE, con
arreglo a la Directiva europea 98/79/CE sobre productos sanitarios para diagnéstico in
vitro. Los kits no estan disponibles como productos para el diagnostico in vitro fuera de
este ambito.
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16. Simbolos

REF

LOT

Mentype® DIPquant

Fabricante

Referencia a elFU

Numero de pedido

Diagnéstico in vitro

Suficiente para <N> ensayos

Fecha de caducidad

Limite de temperatura

Mantener seco

Proteger de la luz

Cadigo del lote
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Verificacion y validacion del kit de amplificacion para qPCR de
Mentype® DIPquant

A

A a)

Ab)

Ac)

Datos analiticos de rendimiento (verificacion)

ADN humano

Para todos los experimentos de verificacion se ha utilizado un biobanco de mas
de 100 muestras de ADN humano creadas a partir de sangre venosa
anticoagulada con EDTA. Las muestras procedian de voluntarios sanos no
emparentados que dieron su consentimiento por escrito. Para preanalitica,
aislamiento de ADN y cuantificacion de ADN véase capitulo B b).

Especificidad analitica y limite de blanco (LoB)

Objetivo: El producto consta de 57 ensayos para marcadores bialélicos
autosomicos, dos marcadores Y y el gen de referencia. La especificidad del
ensayo Mentype® DIPquant especifico del alelo y del cromosoma Y se
garantizard en presencia de un excedente definido del alelo alternativo o del
cromosoma X.

Metodologia: Los datos de qPCR en tiempo real de controles sin patron (NTC,
n>12), controles con 250 ng de ADN homocigético para el alelo alternativo o
250 ng de ADN femenino (en el caso de marcadores especificos de Y) (n > 9),
que no deban ser detectados, han sido recogidos para cada ensayo de gPCR
Mentype® DIPquant.

Resultados: Ninglin NTC mostré una sefial falso positivo antes de 45 ciclos.
En el caso de 250 ng de ADN homogéneo para el alelo alternativo o el ADN
femenino, 26 ensayos de gPCR de Mentype® DIPquant no mostraron ninguna
sefial antes de 45 ciclos. Las otras pruebas mostraron sefiales inespecificas
antes de 45 ciclos. No obstante, se observd una distribucion estocastica entre 1
y 6 falsos positivos en 9 mediciones paralelas. Por lo tanto, se utilizé el enfoque
analitico no paramétrico para calcular el LoB (CSLI 2012, datos no mostrados).

Sensibilidad analitica y limite de deteccion (LoD)

Objetivo: Los experimentos se realizaron para determinar el limite de deteccion
analitica (LoD) de todos los ensayos de qPCR.
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Metodologia: El célculo para determinar si el LoD cumple el criterio de calidad
para excluir resultados falsos positivos se ha realizado utilizando la ecuacion
LoB - (LOD + 2x & dgr;) > 2, donde LoB es el valor de Cp, que segun el punto
A a) se determina de forma no paramétrica; LOD es el valor Cp medio de las
mediciones positivas; y & es la desviacion estandar de LoD. Las mezclas de
ADN han sido creadas para todas las pruebas especificas del alelo utilizando
250 ng de ADN homocigdtico para el alelo alternativo o 250 ng de ADN
femenino (en el caso de marcadores especificos de Y) por PCR y distintas
cantidades de ADN homocigético del alelo a detectar. El nimero de
repeticiones es de 6 (3 en dos dias distintos).

Resultados: Primero se afiadieron 31,5 pg de ADN del alelo a identificar (que
corresponden al 0,01 % del alelo minimo) del ADN de referencia. Se realizaron
otros experimentos con 63 pg (0,025 % alelo minimo), 126 pg (0,05 % alelo
minimo) o 500 pg (0,2 % alelo minimo) cuando no se alcanzo el criterio de
aceptacion de calidad. Los resultados de todos los ensayos de qPCR estan
representados en la tabla 1.

Rango de medicion de los ensayos
Objetivo: Se ha determinado el rango de medicion lineal de los ensayos.

Metodologia: Los experimentos abarcaron todos los datos de Ab) y Ac).
Ademas, se utilizd una serie de diluciones en serie de plasmidos recombinantes
que codifican los alelos a detectar para medir entre 5 y 5120 copias por
reaccion. En total se realizaron 11 diluciones, incluyendo los controles sin
patron (NTC) y el niimero de repeticiones fue de 6 (3 en dos dias distintos).

Resultados: Se definio un intervalo de medicion lineal de 24 < Cp <LOD para
todos los ensayos. Un valor Cp de 24 con 5 120 copias del alelo objetivo se
corresponde con el 12,5 % el ADN en cantidad menor en una mezcla con un
total de 250 ng de ADN por reaccion.

Comprobacion de las variaciones de los lotes y del rendimiento en el
LoD

Objetivo: Los indices de concentracidn de los componentes en la solucion
buffer de la PCR de la mezcla de reaccion D de la ADN polimerasa Multi Tag 2
son determinantes para la sensibilidad, la especificidad y el equilibrio de las
sefiales de la gPCR. Se comprobd el impacto de las variaciones de los lotes de
estos componentes del kit.
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Metodologia: Se prueban cuatro lotes de mezcla de reaccion D y tres lotes de
ADN polimerasa MultiTag2. Los ensayos Mentype® DIPquant HLD53-,
Mentype® DIPquant HLD84-I, Mentype® DIPquant HLD101-I,
Mentype® DIPquant HLD70-D y Mentype® DIPquant HLD88-D se utilizaron
como ejemplo para las mediciones. La gPCR se realizo en condiciones estandar
con ADN de control (General Positive Control, Biotype GmbH) en dos
concentraciones diferentes (50 pg por reaccion de PCR y 5 ng por reaccion de
PCR). Para cada concentracion se realizaron tres pruebas paralelas. Ademas,
se utilizaron tres blancos (NTCs) por prueba DIPquant y por lote.

Resultados: Los resultados estan representados tanto en la Tabla 14 como en
la Tabla 15.

Tabla 14 Variacion entre cuatro lotes de mezcla de reaccion D

Ensa 5ng de ADN patron 50 ng de ADN patron
” ® Cp Cp

Mentype™ DIPquant intermedio 8 intermedio 8

HLD53-I 28,66 0,06 34,36 2,19
HLD84-| 28,31 0,44 36,75 2,95
HLD101-I 29,59 0,04 36,59 2,48
HLD70-D 27,83 0,05 34,46 1,26
HLD88-D 28,92 0,07 35,96 0,65

Tabla 15 Variacion entre tres lotes de ADN polimerasa Multi Tag2

E 5ng de ADN patron 50 ng de ADN patron
nsayo Cp Cp
®
Mentype™ DIPquant intermedio 8 intermedio 8
HLD53-I 28,54 0,11 32,21 0,85
HLD84-I 28,71 0,69 37,82 2,69
HLD101-I 29,56 0,18 34,99 0,51
HLD70-D 27,92 0,05 34,99 0,51
HLD88-D 29,01 0,09 35,79 0,52
Af) Medicion en dos dias distintos

Objetivo: Se llevaron a cabo mediciones en dos dias diferentes para mostrar el
impacto del pipeteo sobre el rendimiento del ensayo de dos mezclas maestras
independientes y del aparato.
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Metodologia: Para la simulacion de posibles errores en el pipeteo por parte
del usuario se compararon variaciones de volumen de + 10 % de buffer para
PCR y Multi Tag 2 con la reaccidon estandar en 3 ensayos de gqPCR de
rendimiento potente y en 3 ensayos de gPCR de rendimiento deficiente. La
gPCR se realizo en condiciones estandar con ADN de control (General Positive
Control, Biotype GmbH) en dos concentraciones diferentes (50 pg por reaccion
de PCRy 5 ng por reaccion de PCR). Para cada concentracion se realizaron tres
pruebas paralelas. Ademas, se utilizaron tres valores blancos (NTCs) por ensayo
DIPquant y por lote.

Resultados: Los posibles errores en el pipeteo en una variacion de volumen de
+10% no poseen ningun impacto sobre el rendimiento del ensayo
seleccionado Mentype® DIPquant con 5ng de GPC. En todos los ensayos y
para cada error de pipeteo simulado se cumplio el criterio de aceptacion. No se
produce ningun error y no se detectd ningtin subproducto especifico.

Utilizando 50 pg de GPC por reaccion son posibles mas variaciones de > 2 Cp.
Por tanto, es obligatorio utilizar productos calibrados, como pipetas.

Vida atil desde su apertura

Objetivo: Se ha probado la estabilidad de los reactivos del kit de gPCR tras una
congelacion y descongelacion reiteradas. Esto ilustrard la utilizacion rutinaria
del producto en un procedimiento simulado (acelerado).

Metodologia: A modo de ejemplo se eligieron cuatro ensayos
Mentype® DIPquant. Las sondas del cebador han sido sometidas a 8 ciclos de
congelacion y descongelacion. La congelacion se produjo durante al menos
30 min a -20 °C. La congelacion se produjo a temperatura ambiente y los
reactivos fueron homogeneizados agitandolos antes de su uso. A continuacion
se realizd una reaccion estandar. Para poder evitar un impacto adicional
utilizando distintos ADNs se utilizd el ADN de control (GPC). Para el andlisis se
utilizaron dos concentraciones diferentes de ADN (50 pg por reaccion de PCR y
5ng por reaccion de PCR). Para cada concentracion se realizaron tres pruebas
paralelas. Ademas, por cada ensayo Mentype® DIPquant se afiadieron tres
NTCs.

Resultados: La congelacion y descongelacion frecuentes no poseen un
impacto negativo sobre el rendimiento del ensayo DIPquant. La deteccion
mediante la mezcla de sondas de cebadores también es posible con 8 ciclos de
congelacion 'y descongelacion. Los valores Cp se ven modificados
minimamente. La divergencia ocurre en el ambito de la variacion del aparato
del ciclador de gPCR.
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B a)

B b)

Bc)

Datos del rendimiento clinico

Aspectos éticos y normativos

Se ha llevado a cabo una evaluacion del rendimiento con arreglo a los art. 20 -
24 de la Ley alemana sobre productos sanitarios (MPG). El Instituto Federal de
Medicamentos y Productos Sanitarios emitio la exencion del requisito de
autorizacion para los productos sanitarios de bajo riesgo de conformidad con el
art. 7 del Reglamento sobre investigaciones clinicas de productos sanitarios. El
protocolo fue autorizado por la comision ética local de un centro de estudios
clinicos. Todos los participantes eran adultos, sui juris, y dieron su
consentimiento por escrito.

Preanalitica, aislamiento de ADN y cuantificacion de ADN

Se utilizaron muestras de sangre venosa anticoagulada en EDTA (p. €j. S-
Monovette K2E, Sarstedt AG & Co. KG, Nuembrecht, DE). El aislamiento de ADN
a partir de sangre total se realiz6 con el kit DNA Blood Mini de QlAamp®
(Qiagen GmbH, Hilden, DE) segun las instrucciones del fabricante. Las
concentraciones de ADN se determinaron mediante espectroscopia ultravioleta-
visible a 260 nm.

Analisis de concordancia

Todos los pacientes recibieron un trasplante alogénico de células madre
hematopoyéticas de sexo mixto, y el genotipado se llevd a cabo mediante
hibridacion in situ fluorescente (FISH), utilizando kits de sondas de ADN de
etiquetado fluorescente directo especificos de alosomas CE-IVD CEP® X
SpectrumOrange/Y SpectrumGreen ™ (Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
DE). El andlisis de quimerismo basado en PCR se realizd con
Mentype® DIPquant (qPCR), Mentype® DIPscreen (Biotype GmbH), una PCR
miltliple en combinacion con electroforesis capilar en gel utilizando un
analizador genético ABI Prism® 3100 (Applied Biosystems, Carlsbad, US-CA);
asi como Mentype® Chimera® (Biotype GmbH), una PCR muiltiple combinada
con electroforesis capilar en gel utilizando un analizador genético ABI Prism®
3100. Al utilizar el kit Mentype® DIPquant se afiadieron 250 ng de ADN por
reaccion. Todos los kits fueron utilizados segun las instrucciones de uso del
fabricante.
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B d) Resultados y discusion

En primer lugar, se determinaron todos los sistemas de informacion DIP y STR
de las parejas donante-receptor. Ademas, se confirmd el sexo mediante el
genotipado con el marcador amelogenina, el cual también es un componente
de Mentype® DIPscreen y Mentype® Chimera®. En total se extrajeron 54
muestras de sangre anticoagulada en EDTA de 6 pacientes en distintos dias
tras el trasplante de células madre hematopoyéticas. Se utilizd el valor medio
de todos los hiomarcadores de informacion STR y DIP (2-7) para el andlisis de
quimerismo en el genotipado por PCR mditiple en combinacion con
electroforesis capilar en gel. En el caso del ensayo de Mentype® DIPquant se
seleccionaron tres ensayos informativos de gPCR y el gen de referencia segun
el capitulo 10.2 de las instrucciones de uso y se analizaron por duplicado. En
general se determind la proporcion minima de alelos disponibles.

Los resultados de las pruebas comparativas se resumen en el intervalo Imagen
2 alalmagen 4 hasta el final del ejercicio.
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Imagen 2 Comparativa de los ensayos Mentype® DIPquant con citologia en el andlisis
de quimerismo

Mentype® DIPquant DIQIFUO1v2es



34

100

90

Re=

9849

80

70

60

50

40

30

20
10

1

~
*

Donor cells Mentype® DIPquant [%]

0

+

0,0

10,0

20,0

300 400 500 60,0 70,0 800 90,0
Donor cells Mentype® Chimera [%]

100,0

Imagen 3 Comparativa de los ensayos Mentype® DIPquant y Mentype® Chimera® en el
andlisis de quimerismo
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Imagen 4 Comparativa de los ensayos Mentype® DIPquant con Mentype® DIPscreen
en el analisis de quimerismo
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El coeficiente de comparacion (R de Mentype® DIPquant en comparacion con
FISH, Mentype® Chimera® y Mentype® DIPscreen fue de 0,9648, 0,9849 y
0,9879. La mejor coincidencia se alcanzd con Mentype® DIPscreen, que
posee el mismo biomarcador: La menor coincidencia del FISH refleja las
diferencias técnicas. De acuerdo con las instrucciones del fabricante deben
contabilizarse al menos 200 células. Se logran mejores resultados con un
recuento de mas de 500 células (Bufio et al. 2005): Esto no se consiguio en
todas las muestras.

La validez cientifica de todos los marcadores biol6gicos analizados para el
andlisis de quimerismo ha sido a menudo recogida en la literatura (Thiede et al.
2001; Thiede y Lion 2001; Wilhelm et al. 2002; Bufio et al. 2005). Las pruebas
basadas en PCR ya se aceptan en las directrices clinicas (Bader et al. 2016). A
continuacién se utilizé el FISH como andlisis comparativo. Esta técnica sigue
teniendo un valor local en el caso de trasplantes que no coinciden en el sexo.
Sin embargo, solo muestra una sensibilidad del 1 % para la poblacion celular
mas pequefia. La PCR mdiltiple, basada en repeticiones en tandem cortas (STR),
como Mentype® Chimera®, es denominada a menudo como estandar de oro
del andlisis de quimerismo (Bader et al. 2016). Los marcadores bialélicos,
como los DIPs, ofrecen ventajas técnicas, como, por ejemplo, ningln pico
stutter en la electroforesis capilar en gel o su idoneidad para la gPCR, que
pueden alcanzar sensibilidades inferiores al 0,1 % (Wilhelm et al.2002; Bader
et al. 2016).
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