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1. Uso previsto

El kit de prueba EarlyCDT Lung estd destinado a utilizarse como inmunoensayo para la
deteccion in vitro de un panel de siete autoanticuerpos contra el cncer de pulmén en
humanos, con el fin de ayudar en la deteccidén temprana del cdncer de pulmén en
pacientes de alto riesgo y en la estratificacion de riesgo de pacientes con nédulos
pulmonares indeterminados identificados por tomografia computarizada (TC).

El kit de prueba EarlyCDT Lung estd disefiado para uso profesional y los resultados
analiticos deben ser interpretados por profesionales médicos en combinacién con toda
la demas informacidn clinica disponible. La prueba estd destinada para usarse con suero
humano recolectado ya sea en un activador de codgulos o tubo de gel o plasma
recolectado en tubos EDTA.

2. Introduccién y antecedentes de la prueba

El cancer de pulmén es una de las causas principales de todas las muertes relacionadas
con el cancer en todo el mundo, que afectan a millones de pacientes anualmente. El
cdncer de pulmoén es responsable del 13 % de los casos de cancer y el 19 % de todas las
muertes por cdncer en ambos géneros en todo el mundo'. El tabaquismo es la causa
predominante de cancer de pulmén, sin embargo, los siguientes también son factores de
riesgo:

e Edad

e Sexo

¢ Antecedentes de tabaquismo

e Enfisema/EPOC

¢ Antecedentes familiares de cancer de pulmoén en parientes de primer grado

e Exposicion ambiental, al polvo, el asbesto y la radiacién ionizante, incluido el gas
radén

Los datos del National Lung Screening Trial? realizado en EE. UU. han demostrado que la
deteccion mas temprana a través de una prueba anual con tomografia computarizada
de baja dosis (LDCT, por su sigla en inglés) reduce en un 20 % el indice de mortalidad por
cdancer de pulmén. Por lo tanto, la deteccidén mas temprana salva vidas. Sin embargo, la
prueba LDCT tiene desventajas, ya que el 96.4 % de las LDCT positivas son hallazgos
benignos (falsos positivos)2. También administra una dosis potencialmente darina de
radiacion.

Las células tumorales expresan proteinas en formas alteradas o aumentadas en
comparaciéon con sus contrapartes normales (no malignas). Estos se conocen como
antigenos asociados a tumores (AAT) y algunos se liberan en la circulacién del paciente
con cancer. Varios investigadores han demostrado que el sistema inmune del paciente
con céncer a menudo reconoce el estado alterado (por ejemplo, mutacién,
sobreexpresion o glicosilacién aberrante) de los AAT como no propio y monta una
respuesta de anticuerpos contra ellos. Por lo tanto, esta respuesta de anticuerpos actua
como una sefal in vivo amplificada temprana de la presencia de AAT (y, por lo tanto,
tumores) en el cuerpo. Dichos anticuerpos se conocen como autoanticuerpos (AAc) ya
que se elevan con las propias proteinas alteradas del huésped y son estas las que la
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prueba EarlyCDT Lung estd disefiada para medir. Por lo tanto, los resultados de la prueba
EarlyCDT Lung se pueden utilizar como una ayuda para la identificacién temprana de la
presencia de cancer de pulmén. En los estudios de validacion, la prueba EarlyCDT Lung
ha demostrado una alta especificidad (>90 %)*“y no es invasiva, ya que solo requiere la
obtencién de una muestra de sangre.

El ensayo se realiza siguiendo una serie de pasos manuales y automatizados en conjunto
con el equipo de laboratorio que suele utilizarse para ejecutar las técnicas de ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). La muestra diluida del paciente se carga en
los pocillos de la placa de ensayo recubierta de antigeno y se incuba. Tras una serie de
etapas de adicion de reactivo, incubacion y lavado, los autoanticuerpos unidos se
detectan finalmente agregando un reactivo colorimétrico y la sefial de densidad dptica
(DO) resultante se mide con un lector de placas espectrofotométrico. El lector de placas
exporta los datos de DO generados a un archivo de Excel para calcular el resultado de la
prueba. En el kit se incluye un dispositivo USB que tiene una plantilla de Excel bloqueada.
Los resultados se transfieren manualmente a la plantilla de Excel en la que el resultado
de la prueba se genera automaticamente. El ensayo aplica umbrales de puntos de corte
a los resultados cuantitativos para obtener una respuesta ordinal (no se ha detectado
un nivel significativo de autoanticuerpos negativos, moderada, qltq) y como tal, es semi
cuantitativa.

3. Grupos de pacientes recomendados

El kit de prueba EarlyCDT Lung se recomienda para uso en humanos con alto riesgo de
cdncer de pulmén debido a una combinacion de edad, sexo, antecedentes de
tabaquismo y otros factores de riesgo tales como exposiciones ambientales (polvo,
asbesto, sustancias radioactivas), personas con antecedentes de enfisema/EPOC o
antecedentes familiares de cdncer de pulmén en un pariente de primer grado.

Las recomendaciones actuales de Freenome son las siguientes:

« Pacientes que tienen 250 afos de edad con antecedentes de tabaquismo de al menos
20 paquetes (equivalente a fumar un paquete de cigarrillos por dia durante 20 afos).

e Pacientes que tienen entre 40 y 49 afos de edad con antecedentes de fumar al menos
20 paquetes anuales y por lo menos un factor de riesgo adicional (consulte la seccién
de introduccién).

El kit de prueba EarlyCDT Lung también se puede utilizar junto con técnicas de
diagndstico por iméagenes para evaluar mas a fondo el riesgo de cancer de pulmén que
se presenta cuando se han detectado nédulos pulmonares indeterminados pero no han
sido diagnosticados como malignos.

4. Limitaciones de uso

Los pacientes con antecedentes de cdncer de cualquier tipo no deben realizar la prueba
EarlyCDT Lung. La excepcidn a esta recomendacion es para pacientes con antecedentes
de carcinoma de células basales (CCB). Se realizé un estudio y los datos demostraron
que el CCB no afecta el resultado de la prueba EarlyCDT Lung (datos archivados en
Freenome).



El kit de prueba EarlyCDT Lung no se debe utilizar en pacientes con enfermedades que se
sabe que dan como resultado un nivel elevado de proteina sérica total, por ejemplo
mieloma, amiloidosis, gagmmapatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI).

5. Principio de la prueba

Los pacientes con céncer de pulmén pueden presentar una respuesta humoral a su
enfermedad®?®y los autoanticuerpos se han descrito hasta cuatro afios antes del
diagndstico clinico en algunos casos® ™. El kit de prueba EarlyCDT Lung de Freenome es
para la deteccioén in vitro de autoanticuerpos en un panel de siete antigenos de cancer
de pulmén (CAGE, GBU4-5, HUD, MAGE A4, NY-ESO-1, p53 y SOX2) que estén presentes
desde las primeras etapas del cdncer de pulmén32. A partir de las muestras de
pacientes con cdncer de pulmon previas al diagndstico tomadas del ensayo clinico
UKCTOCSP, se demostrd que los niveles de autoanticuerpos detectados por EarlyCDT
Lung podrian elevarse hasta 9 afios antes del diagnéstico clinico de cancer de pulmén
con un plazo medio de deteccion de 4 afos."

El kit de prueba EarlyCDT Lung se realiza como un ensayo de inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA) indirecto. Los reactivos proporcionados se usan juntos para la medicién
del panel de los siete autoanticuerpos descritos anteriormente en hasta diez muestras
de pacientes. Las placas se cubren previamente con antigenos asociados a tumores y
una proteina de control (control VOL) a dos diluciones: 50 nm y 160 nm, ver figura 1. La
muestra diluida del paciente se carga en los pocillos de la placa recubierta y se incuba.
Se pueden procesar hasta cinco muestras de pacientes en cada placa suministrada.
Después de una serie de etapas de adicién, incubacion y lavado de reactivos, los
autoanticuerpos se detectan finalmente mediante la adicién de un reactivo
colorimétrico, y la sefial resultante se mide usando un lector de placas
espectrofotométrico.
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Figura I Disposicién de la placa de microtitulacién de EarlyCDT Lung. Una fila completa
estd recubierta con el mismo AAT, con alternancia entre las proteinas de 50nm y 160nm
en cada pocillo. Los pocillos de la fila H estan recubiertos con una proteina de contro



6. Reactivos y materiales proporcionados

e Cadakit de prueba EarlyCDT Lung contiene los reactivos enumerados en la tabla 1, que
son suficientes para un méaximo de diez pruebas:

¢ Dado que las placas de microtitulacion parcialmente usadas deben
desecharse, el uso mads eficiente de este kit se logra al procesar cinco o diez
muestras de pacientes al mismo tiempo.

o Lafecha de vencimiento del kit se indica en la etiqueta situada en la parte externa de
la caja.

e NO use el kit después de la fecha de vencimiento.

e NO use el kit si el precinto estd roto al recibirlo y péngase en contacto con
EarlyCDT@freenome.com para informar la situacion.

« NO use ningln reactivo después de su fecha de vencimiento, ya sea que esté abierto
o cerrado.

o NO mezcle reactivos de diferentes lotes de kits.

Tabla 1. Componentes ECDTL2 del kit de prueba EarlyCDT Lung

Ndmero de . Almacenamiento y estabilidad
Componente Cantidad , )

parte después del primer uso
Diluyente de
Muestras 1x27.5ml +2a +8 °C durante 4 semanas

ECDTL2-SD

Una solucidn salina tamponada con fosfato que contiene 0,1 % de
caseina bovina y 0,05 % de ProClin 300.

Anticuerpo 1% 0.27 ml +2 a +8 °C durante 4 semanas (se
secundario ’ refiere a las existencias no diluidas)

Fraccién de inmunoglobina purificada de antisuero de conejo a IgG

ECDTL2-SA humana conjugada con peroxidasa de rédbano.Se suministra como
una solucién madre 100 x (aprox. 0.02 g/l)en una solucién salina
tamponada con fosfato con 0.1 % de caseina bovina.. Contiene 0,05 %
Proclin 300.

Diluyente de
. 1x27.5ml +2a +8 °C durante 4 semanas
anticuerpo

ECDTL2-AD
Una solucidn salina tamponada con fosfato que contiene 0,1 % de
caseina bovina y 0,05 % de ProClin 300.

, +2 a +8 °C durante 4 semanas (se
Tampodn de lavado . : . -
ECDTL2-WB 1x 55 ml refiere a las existencias no diluidas).

20x
(20x) Diluir antes de usar.
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Solucién concentrada de solucién salina tamponada con fosfato y
Tween 20 al 2 %. Contiene 0,05 % de ProClin 300.

ECDTL2-MTP

Placas de
microtitulacion de 2 placas Descartar después del primer uso
96 pocillos

Placas de poliestireno de 96 pocillos recubiertas con proteinas
humanas recombinantes y caseina bovina. Se suministran secas en
una bolsa de aluminio con desecante, estabilizador y conservante.

ECDTL2-CON

Control 2x18 mi Descartar después del primer uso

Un conjunto de anticuerpos quiméricos ratén-humano en un diluyente
de muestra en una concentracién de trabajo. Formulados para ser
reactivos a antigenos p53, SOX2, CAGE, NY-ESO-1,GB  U4-5, MAGE A4
y HuD. La concentracidn relativa de inmunoglobulinas reactivas para
cada antigeno (expresada en unidades relativas) viene en el
prospecto especifico del lote. Contiene 0.05 % Proclin 300. No es
necesario volver a diluir.

ECDTL2-SEAL

Tiras de sellado 4 tiras Descartar después del primer uso

+2 a +8 °C durante 4 semanas

Sustrato 1x27.5ml .
No exponer a luz solar directa
ECDTL2-SUB Sustrato para peroxidasa de rébano. Contiene una preparacion lista
para su uso de TMB (3,3',5,5'—Tetrc|methylbenzidine). No es necesario
volver a diluir.
Solucién quelante  1x275ml +2 a +8 °C durante 4 semanas
ECDTL2-SS
Solucién de fluoruro de sodio a1 g/l. Contiene 0.05 % ProClin 300. Se
entrega listo para usar.
. -, +2 a +8 °C o a temperatura
Dispositivo USB 1x .
ambiente
ECDTL2-USB Contiene: instrucciones de uso (ECDTL2-IFU); prospecto especifico

para el lote (ECDTL2-LSI), hoja de datos de seguridad de materiales,
certificado de andlisis y el software de calculo de resultados para la
prueba EarlyCDT Lung.



7. Equipos, insumos y materiales necesarios pero no suministrados

Para llevar a cabo la prueba EarlyCDT Lung, se necesitan equipos, insumos y materiales
adicionales, que no se suministran con el kit. Estos se enumeran en la tabla 2.

Tabla 2. Equipos, insumos y materiales necesarios pero no suministrados

Articulo Descripcion

1. Cilindro de medicién 50 mly 1000 ml: para medir y preparar el tampdn de
graduado lavado y solucién de anticuerpos secundarios.

2. Agua desionizada Para la preparacion del tampdn de lavado.

Para uso durante la dilucion de anticuerpos

3. Tubo de 50 ml con tapa .
secundarios.

20 pl: para la preparacién de muestras de pacientes.
Pipeta de 8 canales y 100 yl: para dispensar anticuerpo
secundario, sustrato y solucién quelante en los pocillos
de cada columna de la placa.

Atencion: Freenome recomienda usar una pipeta
electréonica multicanal de 50 - 1200pL si estd
disponible para dispensar los reactivos.

4. Pipetas 100-1000 pl: para la preparacién de anticuerpos
secundarios y la dispensacion de muestras del
paciente.

1-5 ml: para muestras de pacientes y dilucion de
anticuerpos secundarios.

Nota: * Todas las pipetas utilizadas deben guardarse y
calibrarse para garantizar la precision de la
dispensacion..

Adecuadas para dispensar con precisidn mediante las

5. Puntas de pipeta . . .
pipetas mencionadas anteriormente.

Se requieren 3 canales limpios, hasta 25 ml de
capacidad, para contener el anticuerpo secundario, el
sustrato o la solucién de parada mientras se pipetea
con una pipeta multicanal.

6. Depositos de reactivos

Con un didmetro orbital de agitacién de 1.5 a 4.5 mm.
Consulte la tabla 3 para saber la velocidad correcta
que hay que utilizar en funcién de la érbita de agitacion.

7. Agitador de placas de
microtitulacion

Una botella de lavado dispensadora capaz de contener

0,5 | de solucion.
8. Lavadora de placa de

microtitulacién o botella

O bien, una lavadora de placas automdatica capaz de
de lavado

realizar 4 ciclos de lavado consecutivos con un volumen
de llenado de 300 ul/pocillo.



Para garantizar que los pasos de incubacién se lleven a
9. Temporizador cabo de conformidad con el tiempo especificado en el
protocolo del ensayo.

Para eliminar cualquier liquido residual de los pocillos

10. Papel absorbente
P después del lavado.

Con una longitud de onda de lectura de 650 nm y un
1. Lector de placas de rango de funcionamiento minimo de 0-3 OD.
microtitulacion Nota: la prueba fue validada sobre un lector de placas
Tecan Infinite M200.

12. PC con conexién USBy
Microsoft Excel 2007 o
posterior

Para calcular el resultado de la prueba mediante el
dispositivo USB suministrado con el kit.

Nota: Si el laboratorio que lleve a cabo la prueba EarlyCDT Lung implementa cualquier
automatizacion de equipos, dicha automatizacién debe ser validada seg(in los
procedimientos del sistema de gestion de la calidad.

Tabla 3. Velocidad de agitacion en funcion de la érbita de agitacion

Orbita de agitacion (mm) Velocidad (RPM)

1.5-2.0 600
25-30 500
3.5-45 400

8. Estabilidad y almacenamiento

El kit de prueba EarlyCDT Lung es estable hasta la fecha de vencimiento indicada en la
etiqueta de la caja si los reactivos se almacenan segln las recomendaciones, entre +2 y
+8 °C.

Los reactivos del kit que estén sin abrir se deben almacenar como se indica en el envase
del reactivo individual y permanecen estables tal como se suministraron hasta la fecha

de vencimiento del kit. Una vez abierto, cada reactivo suministrado es estable durante el
tiempo indicado en la tabla 1. ECDTL2-WB y ECDTL2-SA diluidos deben usarse el dia de la
dilucioén.

No se deberian usar los kits ni sus componentes que no hayan sido almacenados segln
las condiciones indicadas anteriormente.

9. Indicaciones de inestabilidad

El sustrato debe ser incoloro. Un color azul indica que el reactivo puede haberse
contaminado y deberia descartarse.



10. Precauciones de seguridad

Para uso en diagnéstico in vitro:

e Los productos sanguineos son potencialmente infecciosos y deben manipularse,
almacenarse y desecharse de acuerdo con las hormas locales en materia de riesgo
biolbgico.

e Lahoja de datos de seguridad de materiales (HDSM) proporciona informacién
detallada relacionada con la correcta eliminacion, el manejo y los peligros que
estdn asociados con el kit de prueba EarlyCDT Lung. La HDSM se proporciona en el
dispositivo USB suministrado con el kit y también esté disponible en Freenome
(teléfono: +44 (0) 115 784 0501 o correo electrénico: EarlyCDT @freenome.com).

Los componentes siguientes: Anticuerpo secundario, tampdn de lavado, muestra 'y
diluyente del anticuerpo, Control, solucién de parada y placas de microvaloracion de 96
pocillos se clasifican como sensibilizantes cutaneos (categoria 1A) y pueden provocar
una reaccién alérgica en la piel. Se debe utilizar equipo de proteccion personal (EPP)
adecuado al manipular estos componentes. Para mds informacién, consulte las Hojas de
datos de seguridad de los componentes individuales suministradas.

11. Recoleccién, manipulacién y almacenamiento de muestras

El kit de prueba EarlyCDT Lung estd disefiado para usarse con suero o plasma humano,
recolectado en uno de los siguientes tubos:

e Suero: ya sea activador de codgulos o tubos de gel.

e Plasma: recolectado mediante tubos EDTA.

¢ Nota: El plasma recolectado en tubos de heparina y citrato no debe usarse.

Recolecte sangre mediante venopuncidn o puncién digital y procésela de acuerdo con
las instrucciones del fabricante del tubo de recoleccion para separar el suero o el

plasma del material celular y coagulado. Las muestras de sangre total deben
almacenarse a temperatura ambiente (+18 a +25 °C) y procesarse dentro de cuatro dias.
Si las muestras de suero o plasma no serdn analizadas inmediatamente, se pueden
almacenar a cualquiera de las opciones: +2 a+8 °C durante 14 dias o entre -25 °C vy -15
°C o a -85 a 65 °C durante hasta 12 meses. Las muestras no deben someterse a mds de 5
ciclos de congelacién y descongelacion. Lleve las muestras congeladas a temperatura
ambiente y mezcle bien invirtiéndolas suavemente antes del andlisis.

12. Protocolo de ensayo

Notas de ensayo y precauciones para leer ANTES de iniciar un ensayo con el kit de
prueba EarlyCDT Lung

4\ Asegurese de que el ensayo se redlice a +18 a +22 °C y de que todos los
/ .
455 reactivos se encuentren a esta temperatura antes de su uso.

Cada etapa de incubacién cronometrada debe realizarse exactamente
y I\ durante el tiempo establecido. Tan pronto como se llena una placa, se debe
iniciar un temporizador.
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Todo el equipo utilizado debe mantenerse, calibrarse y validarse
adecuadamente para garantizar el correcto funcionamiento.

Asegurese de que los reactivos no se mezclen utilizando depésitos limpios
para cada reactivo.

No use el kit si el si el precinto estd roto al recibirlo.

No use ningun reactivo del kit si esté dafiado, parece tener pérdidas o estar
contaminado o estd abierto.

No almacene reactivos en envases que no sean aquellos en los que fueron
recibidos.

El kit de prueba EarlyCDT Lung ha sido desarrollado para el uso por parte de un
técnico de laboratorio competente* en el Gmbito de un laboratorio. Aseglrese
de que comprende integramente el protocolo antes de comenzar un ensayo.

Deseche las soluciones, especialmente aquellas que contengan material
biolégico, de acuerdo con las normas locales de eliminacion.

Compruebe el contenido del kit y compdrelo con el listado incluido en la tabla
1 para confirmar que estdn presentes todos los componentes necesarios.

La informacién del paciente se puede ingresar en el software entregado con
este dispositivo. Los usuarios deben asegurarse de que el hardware de la
computadora que se use para ejecutar el software del kit disponga de las
medidas de seguridad y acceso adecuadas para cumplir con los requisitos
locales de proteccién de datos del paciente, en particular, el control del
acceso de los usuarios, tanto fisico como electrénico. El software del kit se
puede utilizar sin necesidad de acceder a la red informatica.

g No se puede garantizar la confiabilidad de los resultados de los ensayos si hay
alguna desviacion del protocolo previsto en este documento.

Si el precinto estd roto al momento de recibir el producto, el kit o los componentes se han
almacenado fuera del rango indicado, o si los reactivos estdn dafiados o tienen
pérdidas, péngase en contacto con el servicio al cliente de Freenome por teléfono al +44
(0) 115 784 0501 o envie un correo electrénico a EarlyCDT@freenome.com para obtener
asistencia.

*Un técnico de laboratorio competente se define como un individuo que tiene
experiencia en ejecutar ensayos ELISA, que estd capacitado y es competente para llevar
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a cabo procedimientos generales de laboratorio, como preparar tamponesy usar las
pipetas y ser capaz de seguir meticulosamente las instrucciones.

Paso 1: Preparacion de reactivos y muestras

A, Lea las notas importantes a continuacion asociadas con este paso.

a) Registre el nmero de LOTE indicado en la etiqueta de la caja del kit y los nimeros de
identificacién de sus muestras en la tabla 4 a continuacion:

NUmero de LOTE del kit: (esto serd necesario si se usa

el software de cdlculo de resultados)

Tabla 4: ID de muestra

Placal ID de muestra Placa 2 ID de muestra
Muestra 1 Muestra 6
Muestra 2 Muestra 7
Muestra 3 Muestra 8
Muestra 4 Muestra 9
Muestra 5 Muestra 10

b) Retire todos los componentes de la caja del kit y deje que se equilibre a +18 a+22 °C
durante al menos dos horas antes de usar.

c) Dependiendo del nimero de placas que se usen en el ensayo, prepare los reactivos
del ensayo y las muestras del paciente como se detalla en la tabla 5:

Tabla 5: Preparacién de los reactivos del ensayo

Ensayo de 1 placa Ensayo de 2 placas
(Max. 5 muestras) (Max. 10 muestras)

Preparacion

Mezcle 25 ml de tampdn

Mezcle 50 ml de tampdn
de lavado P

Tampén de de lavado
(ECDTL2-WB)
lavado (ECDTL2-WB)
con 475 ml de agua .
. con 950 ml de agua desionizada
desionizada
Mezcle 0.12 ml de anticuerpo Mezcle 0.24 ml de anticuerpo
Anticuerpo concentrado (ECDTL2-SA) con concentrado (ECDTL2-SA) con 24
secundario 12 ml de diluyente de anticuerpo ml de diluyente de anticuerpo
(ECDTL2-AD) (ECDTL2-AD)
Muestra del Mezcle 20 pul de muestra del paciente
paciente con 2.2 ml de diluyente de muestra (ECDTL2-SD)



d)

Retire una o ambas placas de microtitulacién de sus bolsas de aluminio (namero de
parte: ECDTL2-MTP), dependiendo del nimero de muestras de pacientes

Paso 1. Notas importantes:

e Debido ala alta concentracién de sal en el tampdn de lavado
suministrado, es posible que se genere una cristalizacion. Si esto sucede,
simplemente caliéntelo antes de usar para volver a disolver las sales, ya
sea colocando la botella directamente en un bafio de agua a 37 °C o
sosteniendo la botella cerrada en agua tibia hasta que la cristalizacién ya
no sea visible.

e Serecomienda centrifugar brevemente el vial del conjugado de
anticuerpo secundario concentrado durante 5segundos con una
microcentrifuga o golpear el vial en el banco de pruebas para extraer
cualquier contenido que pueda haber quedado atrapado en la tapa del
vial durante el transporte.

« Diluir el conjugado de anticuerpos secundarios concentrado en un tubo
de 50 mly tapar. Mezclar por inversion 5 veces antes de usar.

e Invierta las muestras y los controles del paciente varias veces para
mezclar antes de usar.

e AsegUrese de utilizar una punta de pipeta limpia para manipular cada
muestra o control del paciente.

e Almacene los reactivos y las muestras diluidas a temperatura ambiente el
dia de uso; de lo contrario, almacénelos a +2 a+8 °C.

e Asegurese de que las placas estén a temperatura ambiente antes de
abrir la bolsa de aluminio.

Paso 2: Control e incubacién de muestras de pacientes

a)

b)

Asegurese de que las placas estén orientadas para que el pocillo Al esté en la
esquina superior izquierda.

Dependiendo de la cantidad de placas que se usen en su ensayo, agregue el control
del kit y las muestras del paciente a la placa 1y/o 2, de la siguiente manera:
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Ensayo de 1 placa

i. Siguiendo el disefio de la Placa en la figura 2 1 a continuacién, echel00 il de Control
(tapa ROJA, nUmero de parte: ECDTL2-CON) en cada pocillo de las columnas 1y 2.
ii. Eche 100 pL de muestra de paciente diluida 1 en cada pocillo de las columnas 3y 4.
REPITA la operacién para las muestras de pacientes 2, 3, 4 y 5 como se muestra
para la Placa l.
iii. Tan pronto como la placa se haya llenado, inicie un temporizador durante 90
minutos. Ir al paso c).

2 10000000000 ee
w0000 I000000I00
w | <OO000I0OI0000I00
. [lee ee e 06 e ee
| 00 0000060 00 00
ween | £ IOOIOOI00I0OI00IO0
w  [O00I000000OI00
wema | 1OOIOOI00I00I0OIO0

Figura 2: Diserio de la placa cuando se utiliza una microplaca en un ensayo.

Ensayo de 2 placas

i. Siguiendo el disefio de la Placa 1 en la figura 3 a continuacién, echel00 il de Control
(tapa ROJA, nUmero de parte: ECDTL2-CON) en cada pocillo de las columnas 1y 2.

ii. Echel00 il de muestra de paciente diluida 1 en cada pocillo de las columnas 3y 4.
REPITA la operacién para las muestras de pacientes 2, 3, 4 y 5 como se muestra
para la Placa l.

iii. Tan pronto como se haya llenado la Placa 1, inicie un temporizador durante 90
minutos.

iv. Siguiendo el disefio de la Placa 2 en la figura 4 a continuacién, echel00 il de
Control (tapa roja, nimero de parte: ECDTL2-CON) en cada pocillo de las
columnasly 2.

v. Echel00 il de muestra de paciente diluida 6 en cada pocillo de las columnas 3y 4.
REPITA la operacion para las muestras de pacientes 7, 8, 9 y 10 como se muestra
para la Placa 2.

vi. Tan pronto como se haya llenado la Placa 2, inicie otro temporizador durante 90
minutos. Ir al paso c).
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Figura 3: Diserio de la placa 1 cuando ambas placas de microtitulacién suministradas

con un solo kit se utilizan al mismo tiempo.
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Figura 4: Diserio de la placa 2 cuando ambas placas de microtitulacién suministradas

c)

d)

con un solo kit se utilizan al mismo tiempo.

Una vez que las muestras de reactivos de control y muestras de paciente se hayan
agregado a la(s) placa(s) de microtitulacién, cubra cada placa con una pelicula de
sellado (nGmero de parte: ECDTL2-SEAL); al hacerlo, procure que la pelicula de
sellado cubra adecuadamente todos los pocillos en la placa.
Coloque la placa cubierta en un agitador de placa de microtitulacion a la velocidad
de agitacién adecuada (consulte la tabla 3), incube durante un total de 90 minutos
(segun el temporizador ya iniciado) a +18 a+22 °C.
Si su agitador de placas no tiene una configuracién de velocidad, use una
velocidad de agitaciéon "moderada’,es posible que haya que ajustarla segin
sea necesario.
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Paso 3: Adicion secundaria de anticuerpos

a) Retire con cuidado la pelicula de sellado de cada placa y vacie el contenido de los
pocillos en un contenedor de residuos biolégicos adecuado. Golpee ligeramente
sobre papel absorbente para eliminar todo el liquido.

b) Usando una botella dispensadora, llene todos los pocillos con tampén de lavado
preparado y luego vacielos en un contenedor de desechos biolégicos adecuado.
Golpee firmemente la placa sobre papel absorbente para eliminar todo el liquido de
los pocillos.

e REPITA todo este paso de lavado otras tres veces.
e Siutiliza una lavadora de placas automatica, ejecute un lavado de cuatro
ciclos (300 ul/pocillo) usando el tampén de lavado suministrado con el kit.

c) Usando una pipeta de 8 canales, dispense 100 ul de solucién de trabajo de
anticuerpo secundario en cada pocillo de la placa; dispense en cada columna
secuencialmente (es decir, 1,2, 3, 4, etc.).

d) Tan pronto como una de las placas se haya llenado, inicie un temporizador durante
60 minutos.

e) Cubra cada placay coléquela en un agitador de placa.lncube durante 60 minutos
(segun el temporizador ya iniciado) a +18 a+22 °C a la velocidad de agitacién
adecuada

Paso 4: Adicion de sustrato
. Lea las notas importantes a continuacién asociadas con este paso

a) Retire con cuidado la pelicula de sellado de cada placa y vacie el contenido de los
pocillos en un contenedor de residuos biolégicos adecuado. Golpee ligeramente
sobre papel absorbente para eliminar todo el liquido.

b) Usando una botella dispensadora, llene todos los pocillos con tampén de lavado
preparado y luego vacielos en un contenedor de desechos biolégicos adecuado.
Golpee firmemente la placa sobre papel absorbente para eliminar todo el liquido de
los pocillos.

e REPITA todo este paso de lavado otras tres veces.
e Sjutiliza una lavadora de placas automdtica, ejecute un lavado de cuatro
ciclos (300 ul/pocillo) usando el tampén de lavado suministrado con el kit.

c) Usando una pipeta de 8 canales, dispense 100 ul de sustrato (nUmero de parte:
ECDTL2-SUB) en cada pocillo de la placa; dispense en cada columna
secuencialmente (es decir, 1, 2, 3, 4, etc.).

d) Inmediatamente después de dispensar el sustrato en los 96 pocillos de la primera
placa, inicie un temporizador durante 15 minutos y deje incubar la placa a +18 a+22
°C en la oscuridad.

e) Alfinal de la incubacién de 15 minutos, golpee ligeramente el costado de la(s)
placa(s) durante aproximadamente 10 segundos para asegurarse de que el color
que se ha desarrollado dentro de cada pocillo sea homogéneo, es decir, que no haya
aglutinacioén visible.
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//i\\ Paso 4. Notas importantes:
FAR BN
¢ Es muy importante que el sustrato no se deje incubar durante mas de 15
minutos.
e AsegUrese de que la exposicién a la luz sea lo mds limitada posible
durante la incubacién de 15 minutos a +18 a +22°C.

Paso 5: Adicion de solucion quelante

a) Agregue 100 ul de solucién quelante (numero de parte: ECDTL2-SS) a cada pocillo, en
el mismo orden en que se agreg?d el sustrato.
¢ Nota: no habrd un cambio de color visible cuando se agregue la solucién
quelante.
b) La placa de microtitulacion se puede leer inmediatamente después de agregar la
solucion de detencién. Para leer la placa continte con el Paso 6.
¢ Nota: las placas se pueden dejar durante un méximo de 30 minutos a +18
a+22 °C antes de la lectura.

Paso 6: Medicion espectrofotométrica

I\ Lea las notas importantes a continuacion asociadas con este paso.

a) Inserte la primera placa de microtitulacion en un lector de placas, asegurdndose de
que el pocillo Al esté ubicado en la esquina superior izquierda.

b) Mida espectrofotométricamente la densidad éptica de cada pocillo de la placa de
microtitulacién a una longitud de onda de 650nm.

c) Exporte los valores de densidad 6ptica (DO) obtenidos a un archivo de Excel para el
cdlculo del resultado de la prueba.

/./|\\ Paso 6. Notas importantes:
%
¢ Noleala placa con una longitud de onda distinta de 650nm
e Siserequiere una longitud de onda de referencia, recomendamos usar
480nm

Paso 7: Calculo de resultados de la prueba

1. Lea las notas importantes a continuacion asociadas con este paso.

a) Inserte el dispositivo USB (nimero de parte: ECDTL2-USB) en una PC y abra el archivo
"Ensayo de 2 placas]” o "Ensayo de 1 placa’, dependiendo de cudntas placas se
hayan procesado.

b) Dentro de la pestaria "Paso 1. Entrada de datos’, haga lo siguiente:

e Ingrese el niUmero de LOTE del kit en el campo “Introduzca el LOTE del kit"
(vea la figura 5 [A]).
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e Ingrese la fecha del ensayo en el campo “Introduzca la fecha del ensayo’
(consulte la figura 5 (A)).

e Ingrese una identificacién para cada muestra en el campo apropiado (vea
la figura 5 [B]).

¢ Ingrese los valores de DO del archivo de Excel generado en el paso 6 en los
campos apropiados (vea la figura 5 [C]).

c) Dentro de la pestafa "Paso 2. Informacién del paciente
relevante del paciente.

d) Seleccione la pestana "Paso 3a. Resultados”, para ver el resultado de la prueba
EarlyCDT Lung para cada paciente.

e) Seleccione las pestanas "Paso 3b. Informe del paciente”, para imprimir un informe de
prueba para cada paciente.

e Para obtener informacién sobre lo que significa el resultado de la prueba,
consulte la seccién “Interpretacion de resultados’, tabla 6, dentro de estas
instrucciones de uso, o bien consulte la informacion provista en el informe
de prueba del paciente.

,ingrese toda la informacion

W
® ENTERKITLOT: ( A
EarlyCDT*—Lung (A)
ENTER ASSAY DATE:
Test Kit result calculation (ONE plate format)
Important This test result calculation file should
ofthe y
Enter an ID for

Plate 1 your sample: PI‘ATE 1
Sample 1 1 | 2 3 4 5 6 T g 3 o T 12
) 53 A |
Sample 3 S0x2 B ( © \
Sample d ( (B) CAGE C \L

Nr-ESO-1 [u}

GEU4-5 E

MAGE Ad F

HuD G

VoL H

Sample ID Control A Control B Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4

3 Step 1. Data Input Step 2. Patient Information Step 3a. Results Step 3b. Patient Report Step 3b. Patient Report (nb) Step 3b1. Patient Report 1

Figura 5. La pagina de inicio del software de cdlculo de resultados del kit de prueba
EarlyCDT Lung. (A) Se debe ingresar el nimero de LOTE del kit correcto para usar el
software. (B) Se deben registrar las identificaciones de las muestras. (C) Los datos de
DO exportados se ingresan en los campos relevantes.

/_/|\\ Paso 7. Notas importantes:

e El software cargado en el dispositivo USB es especifico para cada LOTE de
kits de prueba EarlyCDT Lung. Por lo tanto, debe asegurarse de que se use
el dispositivo USB que viene con el kit para calcular el resultado. Si no se
utiliza el software correcto, se obtendrd un resultado de prueba incorrecto.
El nUmero de LOTE del kit se indica en la etiqueta ubicada en la parte
externa de la caja del kit.
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13. Calculo e interpretacion de los resultados

Para usar el kit de prueba EarlyCDT Lung no es necesario hacer cdlculos manuales, ya
que se automatizan dentro del software suministrado en la memoria USB dentro del kit.

El kit de prueba EarlyCDT Lung estd disefiado para uso profesional y los resultados
analiticos deben ser interpretados por profesionales médicos calificados en
combinacién con toda la demdas informacidn clinica disponible. Un resultado moderado
o alto indica que el riesgo del paciente de tener cadncer de pulmdn es mayor que el
previsto para su sexo, edad, antecedentes de tabaquismo y otros factores de riesgo
solamente. Los cdlculos del aumento del riesgo después de un resultado positivo
moderado o alto se tabulan al final del informe del paciente (el aumento es mayor
después de un resultado positivo alto que de un resultado positivo moderado). Los
cdlculos se realizaron a partir de la adicidén de una prueba de diagnéstico a un riesgo de
referencia utilizando la razén de probabilidad de diagndstico™. El mayor riesgo puede
justificar una recomendacién para realizar pruebas adicionales, que podrian incluir
imdagenes por TC. Un resultado en la prueba que sefiala que "no se ha detectado ningdn
nivel significativo de autoanticuerpos” indica que no ha cambiado el riesgo del paciente
de tener cancer de pulmoén. Por lo tanto, sigue siendo aplicable todo célculo del riesgo de
cdancer de pulmén realizado antes de la prueba, Gnicamente en funcién de los factores
de riesgo. En la Tabla 6, se proporciona una descripcién de los resultados de las pruebas
y los términos que pueden mostrarse dentro del software del kit.

Tabla 6: Descripcién de los términos utilizados para los resultados de la prueba en el software del kit

Rango de aceptacion de control de calidad
Los controles utilizados con el kit tienen un rango de aceptacién que se define en el "Prospecto
especifico del lote" incluido en el dispositivo USB suministrado con el kit.

Resultado del control Descripcion

Control de calidad (QC)

Los datos de control se encuentran dentro del rango de aceptacion.
aprobado

Los datos de control estén fuera del rango de aceptacién y la prueba
Control de calidad (QC) debe repetirse. Esto puede deberse a una variedad de razones. Para
rechazado obtener asistencia técnica, pédngase en contacto con Freenome en la
siguiente direccion: EarlyCDT @freenome.com

Resultado de la prueba Descripcion

Uno o mds autoanticuerpos en el panel EarlyCDT Lung estdn por
encima del valor de corte superior. El aumento del riesgo es por
demads significativo y es probable que influya en el curso de
tratamiento del paciente.

Alto (“high”)

Uno o mds autoanticuerpos en el panel EarlyCDT Lung estan por
encima del valor de corte inferior, pero todos estan por debajo del

Moderado (“moderate”) valor de corte superior. El aumento del riesgo es significativo y podria
ser suficiente como para influir en el curso de tratamiento del
paciente.
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No se detect6 ningin nivel
significativode
autoanticuerpos (“no
significant level of
autoantibodies detected”)

Todos los autoanticuerpos en el panel EarlyCDT Lung estdn por debajo
del valor de corte menor.

Nota: un resultado de prueba de “No se detectd ningun nivel
significativo de autoanticuerpos” indica una menor probabilidad de
cdncer de pulmdn que un resultado positivo; sin embargo, eso no
significa que el paciente no tenga o no vaya a desarrollar cadncer de
pulmon en el futuro. Para ser elegible para la prueba, el paciente ya
tiene un riesgo elevado de cdncer de pulmén segun lo pronosticado
mediante la edad, el sexo, los antecedentes de tabaquismo y otros
factores de riesgo. Este resultado no descarta por completo la
presencia de cancer de pulmén ni cambia la influencia de estos
factores en el riesgo del paciente.

Invalido (“invalid”)

No se puede determinar un resultado en la prueba para este
autoanticuerpo. Todos los demds resultados de las pruebas de
autoanticuerpos siguen siendo vdlidos. Si una placa o muestra
particular no aprueba las verificaciones de control de calidad (QC), el
resultado de la prueba para la(s) respectiva(s) muestra(s) del
paciente serd “Invalido” y se deberd repetir la prueba EarlyCDT Lung
para esa(s) muestra(s). Para obtener asistencia técnica, péngase en
contacto con Freenome en la siguiente direccion:

EarlyCDT @freenome.com

14. Resumen de los resultados del estudio clinico

La prueba EarlyCDT Lung se validé clinicamente en cuatro estudios de control de casos
separados, que abarcaron un total de 1153 pacientes con cancer de pulmén y 937
controles normales®. Los casos y los controles se cotejaron segln edad, sexo y
antecedentes de tabaquismo. Se ha demostrado que la sensibilidad clinica y la
especificidad de la actual prueba con dos estratos (negativo y positivo) de siete
autoanticuerpos fueron del 35 % y del 91 %, respectivamente y los cocientes de
probabilidad del diagnéstico también se calcularon: 3.81 en el caso del positivo (DLRp) y
0.72 en el negativo (DLRN). En un examen médico (1 % de prevalencia), la precision fue del
90 %. El valor predictivo positivo (VPP) fue de un 3.7 % mientras que el valor predictivo
negativo (VPN) fue del 99.3 %. En un contexto nodular (25 % tasa de malignidad), la
precision fue del 78 %. El VPP fue 55.3 % y el VPN, 80.6 %. También se calcularon las
caracteristicas semiolégicas evaluando la positividad mediante tres estratos (negativo,
positivo moderado y positivo elevado); la sensibilidad y la especificidad fueron del 14 %,
del 94 % para los positivos moderados y del 21 % y 97 % para los positivos elevados. Los
DLRp y DLRn fueron 2.1y 8.7 y 0.9 y 0.8 respectivamente. En un escenario de examen
meédico (1 % de prevalencia) el VPP fue del 2.0 % para el nivel positivo moderado y de un
8.0 % para los positivos elevados. El VPN respectivo fue del 99.1 % y 99.2 % y la precision,
del 92.7 % y del 96.2 %. En el contexto nodular (25 % tasa de malignidad), el VPP fue del
40.6 % para el nivel moderado y del 70.9 % para los positivos elevados. El VPN respectivo
fue del 76.4 % y del 78.7 % mientras que la precision fue del 73.5 % y el 78.0 %.
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Desde entonces, estas conclusiones han sido confirmadas en ocho grupos de pacientes
que sumaron un total de 451 pacientes con cdncer de pulmén y 8831 pacientes normales
en dmbitos del mundo real. También se demostrd que la sensibilidad y especificidad del
dispositivo es independiente del estadio o grado del cancer de pulmén y se mantuvo
para el estadio inicial y tardio del cdncer de pulmdn de células pequefias y no
pequefias.*

En una auditoria de los resultados clinicos de 1613 pacientes estadounidenses con alto
riesgo de cdncer de pulmén, cuyo médico ordend la prueba EarlyCDT Lung, el
rendimiento (sensibilidad, especificidad y precision general) fue consistente con los
datos de validacion. En la ronda de prevalencia, mas del 50 % de los cdnceres
detectados por una prueba positiva fueron enfermedad en fase inicial®.

Una auditoria aparte del mismo grupo de pacientes identificé a 269 pacientes con
nédulos pulmonares no calcificados identificados por un radiélogo dentro de los seis
meses posteriores a la prueba EarlyCDT Lung. De este grupo, 52 pacientes tuvieron
cdncer de pulmén, mientras que los nédulos identificados en los otros 217 pacientes
fueron benignos. En general, una prueba EarlyCDT Lung positiva se asocid con un riesgo
2.2 veces mayor de cdncer de pulmon, y para los pacientes con nédulos de un tamario
que oscila entre 4 y 20 mm (los que tienen mas probabilidades de curarse), el riesgo
relativo de cdncer de pulmén fue 2.7 veces mayor's. También se demostré la aditividad a
los modelos de riesgo basados en nédulos de Gould, Brock y Swensen de los nédulos de
4 .a20 mm.”

El kit de prueba EarlyCDT Lung se validd clinicamente frente a la prueba EarlyCDT PDL en
dos estudios de control de casos, el primero con un total de 236 casos (c) y 236
controles normales (N), divididos en fases de instruccién (154C/154N) y validacion
(82C/82N) y un segundo estudio mas amplio con un total de 366 casos de cancer y 472
controles normales, también divididos en fases de instruccion (163C/163N) y validacion
(203C/309N) con el fin de confirmar la similaridad entre la PDL y el kit y para determinar
los cortes de diagndstico del kit. El kit EarlyCDT Lung se ejecutd de forma equivalente a la
prueba EarlyCDT Lung PDL, con una concordancia superior al 90 %.

Hay un cambio significativo hacia la deteccién en etapa temprana con la prueba
EarlyCDT Lung. A los dos anfos, el ensayo clinico ECLS en Escocia demostré una reduccién
significativa en la deteccidn en etapa tardia en el grupo de intervencién EarlyCDT Lung
en relacién con el grupo de Control (atencién esténdar ). En el grupo de intervencion, 33
de 56 (58.9%) canceres de pulmén se diagnosticaron en estadio I/1V en relacion con 52
de 71 (73.2%) en el grupo de control (37 % reduccién en etapa tardia). El cociente de
riesgo de la presentacion en estadio IlI/IV fue de 0.64 (IC del 95%: 0.41 a 0.99).'8

15. Trazabilidad metrolégica

EarlyCDT Lung es un ensayo funcional que genera valores absolutamente especificos del
sistema de medicidn ELISA en particular. No se dispone de materiales de referencia
externos con potencia asignada para los autoanticuerpos utilizados en EarlyCDT Lung.
Por lo tanto, no se puede asignar potencias absolutas a los materiales del calibrador del
ensayo ni al resultado del ensayo en si. Esto implica la imposibilidad de preparar
materiales experimentales de concentracién conocida para estudios de veracidad,
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recuperacién o sesgo. Asimismo, no se dispone de un ensayo funcional alternativo de los
titulos de los autoanticuerpos para efectuar una comparaciéon directa con el ELISA
EarlyCDT Lung.

En lugar de patrones de referencia externos, se ha empleado un sistema de calibracion
en relacién con las muestras humanas cuyo contenido de anticuerpos correspondientes
a cada analito medido por el dispositivo se ha determinado a ciencia cierta.

Cada kit de prueba EarlyCDT Lung viene con controles de calidad que el usuario ejecuta
junto con los sueros de los pacientes en cada uso. Este control es una muestra
combinada de anticuerpos quiméricos ratdn-humano formulada de modo tal que
contenga niveles calificables de cada analito medidos por el dispositivo, con un rango de
aceptacion que se determina durante el control de calidad del lote. Los niveles de analito
del control deben quedar comprendidos en ese rango en cada ejecucion; de lo contrario,
el resultado de la prueba no seré vdlido. Si el control queda fuera del rango de
aceptacion, esto implica que el rendimiento del dispositivo no cumple con las
especificaciones y se debe repetir el andlisis.

16. Metodologia matematica

Las DO brutas se corrigen primero en funcioén de la unién no especifica sustrayendo el
resultado de VOL respectivo y luego se calibran contra unidades relativas (UR) a partir de
curvas estandar predeterminadas especificas del antigeno. Las curvas estdndar se
formaron trazando las DO observadas frente a una serie de diluciones de fluidos
calibradores y luego, ajustando modelos logisticos de cuatro pardmetros por regresion
no lineal. La conversidn de las OD observadas en las UR predichas se calcula usando las
férmulas inversas de la curva estandar respectiva. A cada nuevo lote se le aplica una
correccion de potencia. Dentro de cada lote, las curvas estdndar permanecen fijas.

17. Intervalos de referencia

En el estado de enfermedad, se estima que los niveles de autoanticuerpos estén
elevados en un antigeno, por lo menos, en una proporcién de sujetos. La decision sobre la
positividad de esta elevacién no se toma en funcién de los rangos de referencia, sino
mdas bien en relacién con valores de corte optimizados especificos del antigeno. Por lo
tanto, no se presentan rangos de referencia ni valores esperados en poblaciones
normales o afectadas, para evitar confusiones en cuanto al significado de “positividad”.

18. Caracteristicas de la ejecucion del ensayo

Precisién y veracidad (sesgo)

En el caso de los analitos sin materiales de referencia certificados ni procedimientos de
medicion de referencia, no es posible demostrar la precision ni la veracidad. Dado que

no se dispone de normas externas o de materiales de referencia para el ensayo, estas
caracteristicas no se aplican y no se pueden determinar.

22



Precision

Para determinar la precision, se analizaron siete muestras de suero que contenian
sefiales de autoanticuerpos positivas; el procedimiento se repitié seis veces en la misma
placa y cada placa que se procesé dos veces al dia (kits distintos) en seis dias distintos.
La repetibilidad de o precision intraensayo de cada medicién de autoanticuerpos se
determind en funcion de la variacién entre las repeticiones de cada misma muestra en
la misma placa (y por ende, en el mismo kit y el mismo dia). Los coeficientes de variacion
(CcV) para la precision intraensayo, basados en la variacion entre todas las repeticiones
dentro del mismo dig, y agrupados entre todas las placas durante los seis dias, se
muestran en la tabla 7.

La precisién intermedia o intraensayo se determind en funcién de la variacion entre los
kits y las placas ejecutadas a lo largo de varios dias, en las mismas muestras. Los CV,
basados en la variacién entre todas las repeticiones dentro del mismo dig, se indican en
la Tabla 8.

Se determind la precision del control en cada lote y se suministra con cada kit.

Tabla 7: Precisién intraensayo

Autoanticuerpo 20 M 160 nM

DO promedio CV% DO promedio CV%
p53 1.n6 10.3 1.735 3l
SOX2 2.443 3.1 2782 24
CAGE 2133 4.9 1.568 1.7
NY-ESO-1 3.046 1.4 3.039 1.3
GBU4-5 1133 7.9 1.462 34
MAGE A4 1.418 4.0 1.723 21
HuD 1.362 12.9 2.073 24

Tabla 8: Precision interensayo

Autoanticuerpo 20 M 160 N

DO promedio CV% DO promedio CV%
p53 116 13.1 1.735 4.2
SOX2 2.443 3.8 2.782 3l
CAGE 2133 51 1.568 124
NY-ESO-1 3.046 33 3.039 3.6
GBU4-5 1133 n5 1.462 5.1
MAGE A4 1.418 5.6 1.723 3.3
HuD 1.362 12.9 2.073 45
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Rango de medicion y limites de cuantificacion

Se determind que el rango de medicion de los autoanticuerpos del dispositivo
corresponde a casi el 7.5% del méximo de la curva del calibrador en los limites inferiores
de cuantificacién. Se determind que los limites superiores de cuantificaciéon rondaron el
92.5% del méximo de la curva del calibrador o una DO de 3.0, lo que fuera mas bajo, en
los 7 autoanticuerpos medidos por el dispositivo. Por otro lado, se determind que los
puntos de corte moderados y altos quedaron comprendidos dentro los limites de
cuantificacién en todos los anticuerpos que detecta el dispositivo. Sin embargo, la
calibracién depende de cada lote (véase la seccién 16 “Metodologia matematica” mas
arriba), al igual que los limites exactos de cuantificacién y rango de medicién. Por o
tanto, se calculan en cada lote y se entregan con cada kit.

Los resultados fuera de este rango se clasifican en el registro como valores por debajo o
por encima del limite de cuantificacion. De todos modos, estos valores se deben evaluar
en los resultados de la prueba y se indican con la siguiente frase: “No se detectaron
niveles significativos de autoanticuerpos” o “Alto”, respectivamente.

Sensibilidad analitica, limites de deteccion y limites de blanco

Dado que no materiales dispone de materiales de referencia independientes de
concentracion conocida de autoanticuerpos para este ensayo, no es posible evaluar la
sensibilidad analitica.

Limite de deteccion (LD): concentracion mas baja de analito que se puede detectar de
manera consistente, aungque no necesariamente cuantificar, en condiciones normales de
laboratorio clinico, en muestras comunes.

Limite de blanco (LB): resultado de medicién mas alto observable segin la probabilidad
establecida para muestras en blanco.

Se determinaron el LD y LB de cada autoanticuerpo en cada concentracién del antigeno
correspondiente usado en la pruebag, los cuales se indican en la tabla 9. Todos los valores
se ubicaron sustancialmente por debajo de los valores de corte respectivos, también
indicados
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Tabla 9: Limites de deteccion y limites de blanco

Concentracion Corte
. ) B LD Corte alto

Autoanticuerpo de antigeno (UR) (UR) moderado (UR)

(nm) (UR)

50 0.88 1.51 3.58 4.652
p53

160 1.85 2.49 5.50 6.049

50 0.87 1.51 6.62 6.785
SOX2

160 2.2] 2.88 7.82 8.146

50 0.65 1.32 4.46 4570
CAGE

160 -0.54 0.13 3.73 4.181

50 -1.25 -0.61 3.01 3158
NY-ESO-1

160 -1.86 -1.26 2.40 3.252

50 1.24 1.91 5.27 5.593
GBU4-5

160 -0.03 0.60 2.82 4.357
MAGE A4 160 1.22 2.05 4.94 5.101
HuD 160 4.42 4.96 8.43 9.703
Linealidad

Las muestras que se sabe que contienen altos niveles de autoanticuerpos especificos
para uno o mas de los antigenos del panel EarlyCDT Lung se diluyeron en serie en
tampon de ensayo y se analizaron usando el protocolo EarlyCDT Lung descrito
anteriormente. Suponiendo que la dilucidon mas baja de las muestras sea del 100 %, la
dilucion prevista de la muestra se trazé frente a la dilucién conocida. Los coeficientes de
pendiente y de correlacién (R?) para la muestra de sefial representativa se presentan en
la tabla 10. Todos estdn dentro de la especificaciéon con pendientes de entre 0.9y 1.1y
coeficientes de correlacién de R?> 0.90.

Tabla 10: Linealidad de la prueba EarlyCDT Lung a través de dilucion

it Antigeno a 50 nM Antigeno a 160 nM
. Placa |nterceptacio

anticuerpo np Gradiente R2 Interceptaciéon  Gradiente R?
Placa

p53 : -0.049 0.998 0.979 -0.033 1.000 0.991
Placa

p53 5 -0.036 1.018 0.994 0.030 1.015 0.987
Placa

SOX2 . -0.040 1.001 0.987 -0.024 1.002 0.996
Placa

SOX2 9 -0.037 1.008 0.991 -0.022 1.004 0.997
Placa

CAGE -0.061 1.000 0.969 0.024 0.962 0.997

1
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Placa

CAGE ; -0.059 0996  0.969 0.048 0940  0.992

NY-ESO-1 ]P'GCG -0.066 0995  0.962 -0.094 0998 093

NY-ESO-1 Z'GCG -0.061 1003 0.971 -0100 0998  0.923
Placa

GBU4-5 ] 0.036 1002 0977 0.065 1.019 0.951
Placa

GBU4-5 ; 0.004 1006  0.999 -0.047 0996  0.980

MAGE A4 ]P'O'CG -0M3 1.016 0.920 -0115 1.008 0.1

MAGE A4 Z'OCG -0106 1023 0935 -0109 1.014 0.924
Placa

HUD ] 0.005 0993 1000 -0.022 0995  0.994

HUD Z'GCG -0.005 0978 0995 -0.015 0996 0997

Especificidad andlitica, interferencias y reacciones cruzadas

Se evalud el efecto de posibles sustancias interferentes en muestras de suero positivas

para autoanticuerpos medidas en el kit de prueba EarlyCDT Lung. Los siguientes

interferentes probados (tabla 11) no afectaron el rendimiento del ensayo, a menos que se

indique lo contrario.

Tabla 11: Interferencias probadas en el kit de prueba EarlyCDT Lung

Concentracion de
prueba interferente*

Interferente

Resultado

Triglicéridos 3274mg/dL Sin efecto significativo p < 0.01
Proteing totl 120g/L ' Efecto s'ign.if.icot'ivo Hhk
80g/L Sin efecto significativo p < 0.01
Bilirrubina (conjugada) 20mg/dL Sin efecto significativo p < 0.01
Bilirrubina (no conjugada) 20mg/dL Sin efecto significativo p < 0.01
Hemoglobina 500mg/dL Sin efecto significativo p < 0.01
Albuterol 0.4ug/mL Sin efecto significativo p < 0.01
Digoxina 6.09ng/mL Sin efecto significativo p < 0.01
Factor reumatoide 11%* Sin efecto significativo p < 0.01
Anticuerpos humanos 11%* Sin efecto significativo p < 0.01

antiratén
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* Las concentraciones de prueba interferentes son las recomendadas por CLSI EP7-A2'.
** Se anadié un volumen igual de suero positivo para RF o HAMA al suero positivo para
autoanticuerpos medido en el kit de prueba EarlyCDT Lung.

*** El kit de prueba EarlyCDT Lung no se debe utilizar en pacientes que se sabe que tienen
enfermedades que dan como resultado un nivel aumentado de proteina sérica total, por
ejemplo mieloma, amiloidosis, gammapatia monoclonal de significado indeterminado
(GMsI).

19. Resumen del método

e Equilibre el kit y todos los reactivos a una temperatura de +18 a +22°C (esto llevara al
menos 2 horas).

e Prepare los reactivos.

e Dispense 100 ul de control y de la muestra diluida del paciente en los pocillos de
la(s) placa(s) de microtitulacién como se describe.

e Cubraeincube a +18 a +22 °C durante 90 minutos con agitacion .
e Lave cuatro veces.

e Agregue 100 pl de anticuerpo secundario a todos los pocillos de la placa de
microtitulacion.

e Cubraeincube a +18 a+22 °C durante 60 minutos con agitacion
e Lave cuatro veces.
e Agregue 100 pl de sustrato a todos los pocillos de la placa de microtitulacion.

e Incube a +18 a+22 °C en la oscuridad durante exactamente 15 minutos (sin
agitacion).

e Agregue 100 pl de solucién quelante a todos los pocillos de la placa de
microtitulacion.

e Determine la densidad éptica de cada pocillo a una longitud de onda de 650 nm
dentro de 30 minutos.

e Calcule los valores de autoanticuerpos usando el software provisto en el dispositivo
USB.
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20. Glosario de términos para EarlyCDT Lung

El glosario de términos utilizado en las Instrucciones de uso con sus definiciones se

enumera en la tabla 12.

Tabla 12: Glosario de términos

Término Definicion
El grado en que el resultado de una medicion, el resultado de un
Exactitud cdlculo o una especificacidn se ajusta al valor o resultado
correcto.
Antigeno Proteina inmunogénica u otra molécula.

Autoanticuerpo
(AAc)

Anticuerpo producido en respuesta a un antigeno del huésped.

Anticuerpo formado por el dominio variable de una especie

An.tict‘le.rpo (por ejemplo, ratén) y el dominio constante de otra especie
quimerico (por ejemplo, humana).

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

ELISA Ensayo de inmunoabsorcidon ligado a enzimas.

DO Densidad 6ptica medida espectrofotométricamente.

Paquetes al afio
(cajetilla)

Veinte cigarrillos (es decir, un paquete/caijetilla) fumados todos
los dias durante un ano.

PBS

Solucién salina tamponada con fosfato.

Valor predictivo
positivo

La probabilidad de que los sujetos con un resultado positivo de
la prueba realmente tengan la enfermedad.

Prevalencia

La proporcidn de una poblacién que presenta una enfermedad.

Sensibilidad

La proporcidn de personas que se sabe que tienen un estado
patolégico y cuya prueba da positivo.

Especificidad

La proporcién de pacientes sanos que se sabe que no tienen un
estado patolégico y cuya prueba da negativo.
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21. Glosario de simbolos

REF

PN

Fabricante

Indica el fabricante del
dispositivo médico .
direccién y fecha de
facturacion:

Consulte las
instrucciones de uso
Indica la necesidad de
que el usuario consulte
las instrucciones de uso.

Utilizar antes de la fecha
Indica la fecha después
de la cual el dispositivo
médico no debe ser
utilizado.

Ndmero de catdlogo
Indica el nimero de
catdlogo del fabricante
para poder identificar el
dispositivo médico.

Limite de temperatura
Indica los limites de
temperatura a los que el
dispositivo médico
puede estar expuesto de
forma segura.

IVD

>’

0

LOT

Ndmero de parte
Indica la identificaciéon

EU |REP

de un componente del
kit de prueba.

29

Dispositivo médico de
diagnéstico in vitro
Indica que el dispositivo
meédico estd destinado a
ser utilizado como un
dispositivo médico de
diagnéstico in vitro.

Riesgos biolégicos
Indica que hay riesgos
biolégicos potenciales
asociados con el
dispositivo médico.

Ccodigo de lote
Indica el cédigo del lote

del fabricante para poder
identificar el lote o la
partida.

No reutilizar

Indica que el dispositivo
médico estd destinado
para un solo uso, o para
uso en un solo paciente
durante un Unico
procedimiento.

Contiene suficiente para
<n> pruebas

Indica el nUmero total de
pruebas IVD que se
pueden realizar con los
reactivos del kit IVD.

Representante
autorizado en la Unién

Europea

Indica al representante
autorizado en la Unidn
Europea.




UDI

Importador
Indica a la persona

fisica o juridica
establecida en la
Unién Europea que
distribuye un
dispositivo de un pais
tercero en el mercado
de la Unién

Simbolo de peligro de
irritacion

Puede causar una
reaccion alérgica en
la piel

Identificador Gnico
del dispositivo

Un portador que
contiene la
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No exponer a la luz solar
Indica que el
componente se debe
proteger de las fuentes
de luz.

No usar si el empaque
esta dafiado

Indica gue el dispositivo
no debe usarse si el
empagqgue estd dafiado
o roto.
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19. Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI). Interference Testing in Clinical
Chemistry; Approved Guideline—Segunda edicién. Documento EP7-A2 del CLSI, (ISBN
1-56238-584-4).

23. Garantia

Este producto estd garantizado para funcionar como se describe en su etiquetado y
documentacién cuando se usa de conformidad con todas las instrucciones. Freenome
Ltd. RENUNCIA A CUALQUIER GARANTIA IMPLICITA DE COMERCIABILIDAD O IDONEIDAD PARA
UN PROPOSITO PARTICULAR, y en ning(n caso Freenome Ltd. serd responsable por dafios
consecuentes. La sustitucion del producto o el reembolso del precio de compra es el
Unico recurso disponible para el comprador.

24. Asistencia técnica y servicio al cliente

Para obtener asistencia técnica o hacer un pedido, llame a Freenome al +44 (0)115 784
0501, envie un correo electronico a EarlyCDT@freenome.com visite nuestro sitio web en
www.earlycdt.com/.

25. Resumen de seguridad y rendimiento

El resumen de seguridad y rendimiento del dispositivo estard disponible en EUDAMED
(enlace: portal web de EUDAMED) cuando el sistema funcione totalmente.

26. Informe de incidentes graves

En caso de producirse un incidente grave en relacién con este dispositivo, se debe
informar al Servicio de atencién al cliente de Freenome por teléfono al +44 (0) 115-784-
0501 o por correo electrénico a EarlyCDT@freenome.com. En los Estados miembros de la
Unidn Europeaq, los incidentes graves también deben notificarse a la autoridad
competente (el departamento gubernamental encargado de los dispositivos médicos)
del pais. Consulte el sitio web de su gobierno para conocer mds detalles sobre cémo
comunicarse con la autoridad competente.
Por "incidente grave” se entiende cualquier incidente que provoque, pudiera haber
provocado o podria provocar:

* la muerte de un paciente, usuario u otra persona,

* el deterioro grave temporal o permanente de la salud de un paciente, usuario u

otra persona
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27. Historial de revisiones

Cédigo de
la versiéon
V10

Fecha Resumen de cambios

Sep 2021 Se actualizé segun los requisitos del Reglamento (UE)
2017/746 IVD

i

Dic 2021 Se actualizé segln la seccion de “Resumen de resultados
de estudio clinico” para incluir las caracteristicas
semiolbgicas adicionales.

V12

Jul 2022 Se afadié un resumen de la ubicacién de la seguridad y el
rendimiento. Se actualizaron las velocidades de los
agitadores. Se afadié mas informacidn sobre la
composicion del tampdn en la Tabla 1. Se ha afadido la
recomendacion de utilizar una pipeta electrénica
multicanal para la dispensacion.

V13

Sept 2023  Sustitucién de Oncimmune Ltd por Freenome Ltd y
actualizacion del representante autorizado

Vvi4

Nov 2023  Reemplazo del conservante ProClin 950 por ProClin 300.
Cambio del sistema de control derivado de muestra
humana (Control A y B) al sistema de anticuerpos
guiméricos (Control). Aclaracién adicional sobre la
interferencia de proteinas totales.

V15

Feb 2026 Glosario de simbolos actualizado de acuerdo con el
etiquetado actualizado. Cambio de marca.
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