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VISTO, el expediente n® 1-47-3110-630/15-7 del Regis

Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médi

CONSIDERANDO:
Que por las presentes actuaciones la firma ETC INTERNACION
solicita autorizacion para la venta a laboratorios de andlisis clinicos de
para diagnéstico de uso “in Vitro” denominado FragilEase™ Fragile X
amplificar y detec;ar la secuencia repetida del trinucledtido citosina
guanina (CGG) en la regidén 5" no traducida del gen Fragile X Mental Re
1 (FMR1).
Que a fs. 163 consta el informe técnico producido por el S
Productos para Diagnéstico que establece que el producto retne las cq
de aptitud requeridas para su autorizacion.
Que la :Direccion Nacional de Productos Médicos ha t
intervencién de su competencia.
Que se ha dado cumplimiento a los términos que estable

16.463, Resolucidn Ministerial N© 145/98 y Disposicion AN M A T N° 28

tro; de la

AL|S.A.
Producto

PGR Kit /

guanina-

tardation-

ervicio de

indiciones

b>mado la

ce |la Ley

74/99.

Que se actua en virtud a las atribuciones conferidas por ¢l Decreto

N© 1490/92, por el Decreto N° 1886/14 y el Decreto N® 1368/15.

BY)
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Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1¢.- Autorizase la venta a laboratorios de anélisis clinicos de

Producto

para diagnéstico de uso “in Vitro” denominado FragiIEase:”'1 Fragile X [PCR Kit /

amplificar y detectar la secuencia repetida del trinucledtido citosina

guanina-

guanina (CGG) en la regién 5 no traducida del gen Fragile X Mental Rejar:lation-

1-(FMR1) que sera elaborado por Wallac Oy, Mustionkatu 6, FI-20

50| Turku

(FINLANDIA) e importado por ETC INTERNACIONAL S.A. a expenderse en

envases conteniendo FragilEase PCR Buffer Mix (2 X 800Qul), FragilEase

Polymarase (45ul), Sample Diluent (1000ul), para 96 determinationes 6

FragilEase PCR Buffer Mix (24 X 800 pl), FragilEase Polymarase (12
S_ample Diluent (12 x 1000ul), para 1152 determinaciones; cuya compo
detalla a fojas 59 con un periodo de vida Util de 18 (DIECIOCHO) meses
fecha de elaboracion conservado entre -30 a -16°C.

ARTICULO 20,- Acéptense los rétulos y manual de instrucciones obrante

x145ul),

sicion se

desde la.

s a fojas

83 a 133, desglosandose las fojas 83 a 97 y 128 a 129 debiendo constar|en los

mismos que la fecha de vencimiento es la declarada por el elaborador im
los rdtulos de cada partida.

ARTICULO 39°.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

LV

preso en
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ARTICULO 40.: LA ADMINISTRACION NACIONAL - DE - MEDICAMEN

TOS,

ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA, se reserva el' derecho de reexaminar los

métodos de control, estabilidad y elaboracién cuando las circunstanci
determinen.

ARTICULQ 59,.- Registrese; girese a Direccion de Gestion de Informacior
a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifig
interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de la presente Dit
junto con la copia de los proyectos de rétulos, manual de instruccio

Certificado correspondiente. Cumplido, archivese.-

Expediente n®: 1-47-3110-630/15-7.

DISPOSICION No:

. 9379
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FragilEase™

Fragile X PCR kit

Instrucciones de uso. Reactivos para 96 [1152] reacciones PCR.

Fabricado por:

Wallac Oy,
Mustionkatu 6, FI-20750 Turku, Finlandia

PARA DIAGN()STIQO IN VITRO

Pe?:: Elmer
JC IIET AAGONAL S.A.
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In vfrro diggnostic medical device / Dispositif medicg/ ggild!iég“ncg_stic in wifro /
In-Vitro-Dlagnastikum / Producto sanitario para diaghdstico,in vitro /
Dispositive medico-diagnostico in vitro / Para uso diagnéstico :n vitro )
: ! € . : Lot
Batéh code / Code du lot / Chargenbezeichnung / Cédigo de lote / Codiée

Pr

det lotto / Numero do lote

Packing Aumber / Numéro d'emballage / Packnummer / Namero de envase
Nurfiero donfezioni / Nimero de embalagem

Catélog rumber / Référence du catalogue / Bestellnummer / Nfﬁlmero de
catalogo / Numero di catalogo / Cédigo o ;

Use by / Utiliser jusqu’au / Verwendbar bis / Fecha de caducid{;d / Utilizzare
entro / Data limite de utilizagao :

Temperature limitation / Limites de température / Temperaturb{egrenzu ng /
Limite de temperatura / Limiti di temperatura / Limite de tempefatura

!
Store in the dark / Conserver a I'abri de la lumiére / Dunke! aufhewahren /
Almacenar en ambiente oscuro / Conservare al buio / Guardar longe da luz

Caontains sufficient for <n> tests / Contenu suffisant pour "n” teéts / Inhatt
ausreichend fur <n> Priifungen / Contenido suficiente para <n> ensayos /
Contenuto sufficiente per “n” saggi / Contetdo suficiente para <n> testes

Consult instructions for use / Consulter les instructions d'utilisation /
Gebrauchsanweisung beachten / Consulte las instrucciones de uso / |
Consultare le istruzioni per 'uso / Consuitar Instrugdes de uso

Manufacturer / Fabricant / Hersteller / Fabricante / Fabbricante / Fabricado
por

This way up / Haut / Diese Seite oben / Este lado arriba / Questo lato
in alto / Este lado para cima

Recyclable/ Recyclable / Recyclebar / Reciclable / Riciclabile / Reciclavel




[

13907760-2 (es)
FragilEase™
Fragile X PCR kit

L

FINALIDAD DEL KIT

El kit FragilEase™ est4 disefiado para amplificar y detectar la secuencia repetida Tel
g

trinucledtido citosina-guanina-guanina (CGG) en la regién 5' no traducida del gen Fra
X Mental Retardation-1 (FMR1). La prueba consiste en un paso de amplificacion de AD

seguido por la determinacién del tamafio de los fragmentos en un instrumento de
electroforésis de microgel capilar y la posterior deteccion del ndmero de repeticiones CGG

para ayudar al diagnéstico del sindrome X frégil y trastornos asociados a X fragil, o
ejemplo, sindrome de temblor y ataxia (FX-TAS) y fallo ovarico prematuro (FX-POV).

RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYOQ

El sindrome X fragil (FXS) y trastornos asociados son los resuitados de la expansion de
repeticion del trinucledtido CGG en la regién 5' no traducida del gen Fragile X Men
Retardation-1 FMR1, NM_002024.4 en el cromosoma X {11.{2]. Un tamaio de repetici
del trinucledtido de > 200 se describe como una mutacién completa y provoca
metilacién aberrante y el posterior silencio en la transcripcién del promotor de FMRT |
Como consecuencia, la ausencia de la proteina de enlace del ARN de FMRT altera

desarrolio neuronal normal en recién nacidos impidiendo que se produzca plasticidad

sinaptica o poda neuronal en el desarrolio cerebral del recién nacido [4]. La ausencia del

proteina FMR1 también se ha relacionado con la alteracién de la ruta de seftalizaci

sinaptica del receptor metabotropico del glutamato (mGIUR) [5]. El desarrollo cerebral
ausencia de la proteina FMRY da lugar a las diversas manifestaciones clinicas del FX
Incluyen discapacidad mental de grave a moderada, retraso en el desarrollo, déficit
atencion e hiperactividad, ansiedad con inestabilidad del estado de animo
comportamientos obsesivo-compulsivo y autista [6]. Las pacientes con una mutaci
compieta en un cromosoma X tendran con frecuencia un alelo FMR7 normal en su o
cromosoma X. Las mujeres pueden tener manifestaciones clinicas similares a |
descritas anteriormente, pero la presentacién suele ser. mas leve puesto que ¢
frecuencia se expresa una pequefia cantidad de proteina de FMRT.

Los tamafios de repeticién que van de ~55 a ~200 repeticiones se clasifican como esta
de premutacioén. Las mujeres portadoras de premutacion tienen un mayor riesgo de ter
hijos con FXS [7]. Las mujeres con premutacién también tienen un mayor tiesgo
desarrollar fallo ovarico prematuro asociado a X fragil (FX-POI), una causa principal
infertilidad y menopausia precoz en mujeres [8]. Los hombres con premutacién tambi

estan predispuestos a la manifestacién tardia del sindrome de temblor y ataxia asaciadd

X fragil (FX-TAS) coherente con deterioro cognitivo con demencia y con ataxia [
Recientemente se han observado trastornos del espectro autista incluidas déficits en
desarrollo, los comportamientos de atencién y social en nifics con alelos FMRT ¢
premutacién [10]. ‘ '
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PRINCIPIOS DEL ENSAYO

—

El ensayo de X frggil se basa en la amplificacién de PCR de Jas secuencias de rep?’licic}n
en la regién 5' no tradutida del promotor de FMR?. El tamatio resultante del;fragmetito d
PCR es directanjente propercional al ndmero de repeticiones del trinuciedtido &n 1a.
muestra, [o que ge determina por electroforésis de microgel capilar. La amplificacion de
PCR puede realizarse en-ADN genomico humano purificado de distintas fuentes
biclégicas, incluyéndo $angré total y manchas de sangre seca. [11] ‘

W

3

1. Reaccién PCR de X fragil i

Este kit contiene reactivos necesarios para la amplificacién de la region de!repeticién del
trinucledtido muy rico en GC del promotor de FMR1. Para la determinacidn precisa del
ndmero de repeticiones, recomendamos el andlisis simultdneo de al menos;dos muestras
positivas de control (ver “MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO CON EL
KIT).

— e

2. Purificacidon del producto PCR

[

Antes de determinar el tamafio de los fragmentos, deben purificarse los ptoeductos PCR
para mejorar la deteccian.

3. Determinacidn del tamaiio del fragmento con electroforesis de microgel capilar

El tamafio del fragmento de cada muestra se determina utilizando electroforésis de
microgel capilar. Puesto que la solucion de cebador contiene cebador con marcador FAM
puede realizarse la determinacion de tamafio del fragmento con un sistema dé
electroforésis adecuado sin marcado adicional. Se utilizan curvas estandar derivadas de
muestras de referencia con tamafios de repeticién conocidos para |la deteccidn precisa de
tamano de repeticién en los ADN de muestra.

Para 96 muestras: Tiempo para el resultado = 6 horas

ADN Electraforesis
Purlfi
gendmico --ar PCR o urde ;acc;én -> de microgel
aisiado capilar

Configuracién de PCR: 30 min ~1h
FragilEase PCR: 3 h

Analisls

€
Informes

~30.min

Figura 1. Los pasos principales del ensayo PCR de X fragil. En resumen, la regidn de
repeticion de FMR? es, amplificada por PCR, después se purifica el producto PCR, se
mide el tamafo del gmento y se utiliza para determinar ef)tamafio de repaticion
respecto a estandares/fon longitudes de repeticién conocidas.
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CONTENIDO DEL KIT

79

Las figuras entre corchetes [] se refieren al kit de 1152 reacciones.

Cada kit FragilEase contiene reactivos para 96 [1152] reacciones PCR, ¥+

FER TR .
La fecha de caducidad del kit sin abrir viene indicada en una etiqueta exterior.” Almace e
el kit FragilEase a -30 - -16 °C.

Una vez abierto el kit FragilEase, sus componentes son estables durante un maximo He
13 semanas con hasta 13 ciclos de congelacion y descongelacidn cuando se almacenan a
las temperaturas indicadas en las etiquetas de los componentes y se utilizan tai ¥ CoOmo se
describe en la seccién "PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO".

Reactivos
Componente Cantidad Almacenamiento y caducidad
FragilEase Polymerase 1 vial, 45 L -30 - -16 °C hasta la fecha de
(Polimerasa FragilEase) [12 viales, 45 pL] caducidad indicada en l1a
etiqueta del vial.

FragilEase PCR Buffer mix 2 viales, 800 uL -30 - -16 °C hasta la fecha de
(Mezcla de tampén PCR [24 viales, 800 pl]  caducidad indicada en la
FragilEase) etiqueta del vial. Almacenar

' en ambiente oscuro.
Sample Diluent 1 vial, 1000 pL -30 - -16 °C hasta la fecha de
(Diluyente de muestra) [12 viales, 1000 pl] caducidad indicada en Ia

etiqueta del vial.

MATERIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO CON EL KIT
Equipo disponible de Wallac Oy o PerkinEilmer, Inc. y sus distribuidores:

1. Software de analisis FraXsoft™ (n2 de ref. no. 5017-0010)
2. Agitadores/incubadores capaces de mantener +25 (1} °C, 65 (x1) °C y 1200 rpm
" con una érbita de 2-3 mm de diametro. Los dispositivos deben adaptarse a una plaga
PCR de 86 poacillos, por ejemplo, TNEST™ Microplate Incubator Shaker (n? de ref.

no. 1296-0050) o equivalente.

3. Instrumento de electroforesis de microgel con consumibles apropiados [por ejemp!
Caliper LabChip® MultiDx (n® de ref. no. CLS 136531) or equivalente]

(=]

—ETCHEERNACIONAL S.A.
FraXsoft es una marca qé‘[fg,e;gialﬁgE‘eTki.nElhn'e‘h. Inc.

TriNEST es una marca comergialde:
LabChip es una marca registrada g

k
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Materiales disponibles de otros proveedores:

- Bloque de cdlor d& 96 pocillos con opcidn de agitacion (opcional, __-alternaii\'(a a
TriNEST) ; ) < PRI o
- instrumento de elettroforesis de microge! (opcional, alternativa -a-Caliper. LabChip .
MultiDX) ¥ : L o
- Espectrofotérrjetro UV pata medir en volimenes de microlitros
« Thermd Sciehtific NanoDrop® -. L
- Aparato de vicio para placas de filtro con una bomba y una cubeta’ colectdta de
residuos capaz de adaptarse a placas MACHEREY-NAGEL NucleoFast 96 PCR {pata
limpieza de placas de alto rendimiento) v
* MultiScreen®yrs Vacuum Manifold, Vacuum Filtering Flask 1L y tapén n® g.
- Termociclador de PCR de 96 pocillos con tapa calefactada que se adapta a las placas
PCR de 96 pocillos
- Agitador vorticial
- Microcentrifuga capaz de alcanzar 14,000 x g
- Minicentrifuga para microtubos PCR (opcional)
- Centrifuga capaz de centrifugar la placa PCR
- Pipetas multicanal (rangos de volumen de 5-300 pL)
- Pipetas (rangos de volumen de 0.5-1000 pL) ,
- Temporizador i
- Rodillo para sellar placas (opcional) :
- Tubos PCR de 200 L, de pared fina, o tiras con tapon (opcional)
- Placas PCR de 96 pocillos
- Tubos de 1.5 mL de polipropileno
- Recipientes de reactivo liquido de 25 mL
- Toaliitas de papel
- Selflador de placas adhesivo
- NucleoFast™ 96 PCR Clean-up Kit (MACHEREY-NAGEL)
- PureLink® PCR Micro Kit (Invitrogen; para limpieza de columnas de inferior
rendimiento - opcional)
- Agua de grado molecular .
- Tampoén de TE (10 mM Tris, pH 8.0, 1 mM EDTA)

Muestras de referencia recomendadas:
Hay muestras caracterizadas de referencia de X fragil disponibles de Coriell Institute for
Medical Research [12] o del National institute for Biological Standards and Controt
(NIBSC) [13]. En la tabia 1 aparecen muestras de referencia recomendadas.

C INYERKACIA- -
AMA e

NanoDrop es una marca regiﬁt?é’&a de Thermo Fisher Scientific Inc. A2I0TON e, n b
Multiscreen es una marca registrada de Merck KGaA Darmstadt Germany. Ei00Uey 100
NucleoFast es una marca comercial de MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG. MA aorcy
Purelink es una marca registrada de Life Technologies Corporation.
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Tabla 1 9 3 7 gkd( ¢
- e
Muestras de .. . REEPR
referencia Cat. de muestras Reeetlcwnes Repeticiones
recomendadas pequefias de alelos grandes de alelos
_ NA 20240 30 80
Coriell
NA 20239 20 200
NIBSC Q7172 33 113
07/168 38 346
FASE PREANALITICA

FACTORES QUE PUEDEN INFLUIR EN EL ENSAYO

Para gue el rendimiento sea éptimo, las muestras de ADN deben purificarse usando un kit
de purificacién de ADN comercial para retirar las posibles sustancias que interfieran, corrgo
proteinas y altas concentraciones de sai. Los laboratorios podrian tener que establecer
sus propios criterios de calidad para las muestras que se van a analizar con e! fin de
obtener resultados que cumplan las especificaciones del laboratorio.

TOMA DE LAS MUESTRAS Y ESTABILIDAD DEL ANALITO
Tipo de muestra

El ensayo FragilEase puede realizarse en ADN gendémico humano purificado de distintf'as
fuentes bioldgicas, como sangre total y ADN derivado de manchas de sangre seca.

Preparacién de la muestra

- Para un éptimo rendimiento, el ADN debe extraerse preferiblemente en el plazo de 24
horas desde ia toma de la muestra para evitar su degradaciéon. Recomendamos usar
ADN no degradado de alta calidad a una concentracion de 25 ng/uL con las
especificaciones siguientes (medidas usando un instrumento Nanodrop):

s A260/A280 1.8-2.0
* A260/A230>1.0

- ElI ADN purificado puede almacenarse suspendido de nuevo en Tris-EDTA (pH 7.
hasta un afio entre +2 y +8 °C, (almacenamiento a corto plazo) o hasta 7 afios entfe
-30 y -16 °C (almacenamiento a largo plazo). Evitar las congelaciones |y
descongelaciones repetidas [14]. - .

FaF
—

EI ADN en muestras de sangre seca es estable y adecuado para analisis de PCR durante
al menos 12 meses siempre que las muestras se almacenen a temperatura ambignte (+19
a +25 °C) y una humedad relativa < 93 % [14},[15]. Para almacenamiento a | go plazo
(hasta 19 meses), las estran deben colocarse en bolsas de plastico. '{ on yn
desecante y guardarlas e-30y-16 °C [14],[16].
ETee5 .
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FASE POSTANALITICA
CUIDADOS Y PRECAUCIONES | R )

Para diagnostico 1_’?_1 w‘trcs,
! 3

Este kit debe ser ﬁtilizaéo unicamente por personal cualificado. !

i+ ' . i
Tratar todas las muestras como potencialmente infecciosas. Consultar a puinCfﬂ_cngr
“Biosafety in Microbiological and Biomedical Labaratories” del U.S. Departmient of HealiH

and Human Services o las normas locales 0 nacionales.

Todos los residuos se deben eliminar siguiendo la normativa en vigor.

P L T T I

NOTAS DE PROCEDIMIENTO

1. Para el buen uso del kit FragilEase es esencial leer y entender bieri todas estas
instrucciones. No usar los reactivos de un kit después de la fecha de caducidad
impresa en la etiqueta del mismo.

2. Cualquier desviacidn del procedimiento de ensayo puede afectar a los refsultados.

3. Se deben usar puntas de pipeta de baja retencién para facilitar el bipetea‘ﬁ_‘o t;;ie

saluciones viscosas para la dispensacién de la mezcla de tampon PCR y ensayo
PCR. ' v

4. Se recomienda el uso de consumibles estériles y libres de DNAsa.

3. Deben seguirse procedimientos estandar de laboratorio para la configuracién de PCR
con el fin de evitar la contaminacion.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS DE FRAGILEASE

Todos los reactivos del kit 3101-0010 / 3101-0018 FragilEase estan listos para e! uso.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYOQ

Saque Jos siguientes reactivos del congelador o el refrigerador de 20 a 30 minutos antes
de su uso y déjeios a temperatura ambiente hasta que se necesiten. Aseglrese de que
todos los reactivos estan completamente descongelados antes del uso.

3

Mezcla de tampén PCR FragilEase
Diluyente de muestra

Muestras de ADN gendmico

- 'ADN de refe cia

Antes de usarlos,

los reactivos _::ﬁ_a,;‘( b la polimerasa.

? MACIONAL < 4
k 2113 P"".'I‘,.;'_,,(

gate y centrifugue todos los ADN de #4a, los ADN de referencia y

0 2 r:'\: i-’\fr’,i. 3.A.
7 S s N Y TR
DERAD.) Co-DRzpTOR T#:cmgLo“
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1. Ensayo PCR de X fragil :
1.1. Mida la concentracién de las muestras de ADN. La concentracidn 'dé’-'ADN deb

de 25 ng/ pL; diluya con diluyente de muestras para obtener:la"-concentracig
adecuada si es necesario. Flas

1.2. Prepare una mezcla maestra de PCR para el nimero de reacciones necesarias
(tabla 2). Recomendamos incluir un control negativo utilizando diluyente de muestras
para supervisar el rendimiento de PCR.

NOTA: Prepare la mezcla maestra de PCR a temperatura ambiente, NO pipetee en

hielo,
Tabla 2
Reactivo Cantidad requerida por reaccién
Mezcla de tampén PCR FragilEase 15 pL
Diluyente de muestra 26uL
Polimerasa FragilEase 0.4 uL
Volumen total 18 puL

NOTA: La mezcla tampén PCR de FragilEase es viscosé. Mezéle el tubo y después
centrifugue brevemente antes de usar. :

1.3. Agite la mezcla maestra PCR durante 10-20 segundos y centrifugue. Dispense
lentamente 18 pL de mezcla maestra PCR en cada pocillo o tubo.

1.4. Antes de hacer alicuotas, agite y centrifugue las muestras de ADN. Pipetee 2 uL de
. cada ADN en el pocillo o tubo adecuado para un volumen de PCR final de 20 ]
Mezcle pipeteando arriba y abajo 5 veces.

NOTA: La cantidad total de ADN por reaccion debe estar entre 50-100 ng.
Cantidades de ADN supetiores a 150 ng por reaccion PCR de 20 uL pueden dar
come resuftado una pobre amplificacion de alelos de repeticion grande. Para laos
ADN con mas baja concentracién, la cantidad de diluyente de muestra en la mezcja
maestra PCR puede sustituirse por solucion de ADN.

1.5. Selle la placa con sellador de placas adhesivo o tabe los tubos.

1.6. Coloque la placa PCR sellada o los tubos en el termociclador. Ejecute el program
PCR indicado mas adelante en la tabla 3 utiizando una funcién con tap
calefactada.

o
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~ Tabla 3 X
A«
Programa PCR, .
Paso1 | +95°C | 5 minutos

1.7.

2. Purificacién del praducto PCR

El protocolo que se describe a continuacién es para limpieza de alto rendimiento uéénaol
placas MACHEREY-NAGEL NucleoFast 96 PCR. Las placas de limpieza se utilizan de
acuerdo a las instrucciones del fabricante con los cambios siguientes:

2.1

2.2

23

2.4

2.5

26

2.7

28

2.9

© 13907760-2 (es

Paso2 | +98,°C | 35 segundos

Paso3 |- +59.°C | 35 segundos

Paso4 [, +72.°C | 4 minutos :

Paso 5 | Repétir pasos 2—4 para un total de 25 ciclos :
Paso6 | +72°C | 10 minutos

Paso 7 +4 °C | continuo

v
t
.

Una vez completados los ciclos de PCR, el productc PCR FragilEase ﬁﬁede
purificarse y analizarse de inmediato, o almacenarse de +2 °C a +8 °C du_ranie 2
noche. La muestra puede almacenarse hasta 30 dias de -30 2 -16 °C. -

Precaliente TriNEST o un instrumento equivalente a +65 °C.

Para cada reaccién PCR, afiada 80 pL de 1x TE pH 8.0 a los 20 pl de producto PCR
FragilEase.

Transfiera muestras a una placa NucleoFast 96 PCR usando una pipeta multicanal.

Coloque la placa sin tapar en TriNEST o un instrumento equivaiente e incube a
+85 °C mientras agita a 1200 rpm durante 10 minutos.

Tras la incubacion, aspire al vacio la solucion a través del filtro (configuracién de
vacio a 250 mbar (o0 25 kPa, 188 mm Hg, 7.4 pulg. Hg)) durante 15 minutos. No
debe quedar liquido en los pocillos.

Enfrie TANEST o un instrumento equivalente hasta +25 °C.

Después de la aspiracién, apague el vacio y afada 50 pL 1x TE pH 8.0 a cada
pocillo. No mezclar. Aspire al vacio durante 10 minutos usando la misma
configuracién.

Seque- la parte inferior de la placa de filtro presionandola firmemente en una pila de
toallitas defpape!.

Anada 20
placa en

1x TE pH 8.0 en la parte media de! fond

de_cada pocillo. Coloque la
EST o un instrumento equivalente e incupd:

2 A-+25 °C durante 5 minulos
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2.10 Tras la incubacidn, transfiera >15 ML de cada ADN de PCR purificado a una pﬁa
nueva PCR de 96 pocillos. ' ' ﬁ’f

g‘\\: b

2.11 El ADN purificado puede analizarse directamente o, de forma alternativa, pue
almacenarse entre -30 y -16 °C hasta que se necesite, t .

NOTA: De forma alternativa, para un numero menor de analisis recomendambs
utilizar et Purelink PCR Micro Kit de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

3. Determinacién del tamafo dei fragmento con la plataforma para electroforesis
de microgel capilar Perkintlmer

Para analizar el tamafio de repeticién, pueden utilizarse varios sistemas distintos e
electroforesis de microgel capilar, por ejemplo, el Caliper LabChip MultiDX. Consulte l;s
manuales del instrumento o péngase en contacto con el servicio de atencion al cliente:
(GScustomersupport@perkinelmer.com) si desea obtener mas informacién.

FASE POSTANALITICA
CALCULO DE RESULTADOS

Para calcular los tamafios de repeticién de muestras desconocidas se recomienda utilizar
muestras de referencia con tamarios de repeticion bien caracterizados como estandares.
Agui se amplificaron dos muestras de ADN con X fragil Coriell de mujer (ver tabla 1) e

reactivos FragilEase. Se eligié una muestra de mujer con premutacion (NA20240)} y una
muestra de mujer con mutacién completa (NA20239) para permitir la creacion de una
curva estandar de cuatro puntos a partir del ndmero minimo de muestras. Se analizargn
los productos PCR con un instrumento de electroforesis de microgel (figuras 2 y 3). Los
tamafios de los fragmentos medidos se representaron graficamente respecto a una curva
estandar de regresién lineal derivada de las muestras de referencia para calcular ms
tamafios de repeticion de cualquier muestra de prueba elegida (figura 4).
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Figura 2. £l electroferograma de la muestra NA20240 (30 y 80 repeticiones) tras la
amplificacidn con reactivos FragilEase y purificacién PCR. Los marcadores inferior y

-superior estan inciuidos en el kit de electroforesis para la medicién precisa de los|
fragmentos de PCR.
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Figura 3. El electroferograma de la muestra NA20239 (20 y 200 repeticiones) tras a
amplificacion con reactivos FragilEase y purificaciéon PCR. Los marcadores inferior y

superior estan incluidos en el kit de electroforesis para la mediciéon precisa de los
fragmentos de PCR. .
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Figura 4. Un ejemplo de una curva de regresién lineal de los tamafos de fragmento
medidos de las muestras NA20240 y NA20239. El valar R? cumple los critetios de
aceptacion de control de calidad de > 0.98.

La determinacién del tamafic de repeticién de muestras desconocidas puede hacerse
automaticamente utilizando FraXsoft (para obtener informacion detallada, consuite el
manual del software de analisis FraXsoft (5017-0010)). FraXsoft permite impartar los
archivos de datos de instrumentos de electroforesis de microgel, hace los calculos de las
longitudes de repeticion CGG y genera datos de control de calidad. FraXsoft deja utilizar
directrices de clasificacion predefinidas y también personalizadas.

Control de calidad

Las muestras de referencia de Fragile X con tamafios de repeticidn bien caracterizados
deben incluirse en cada ejecucién PCR para control de calidad y los objetivos posteriores
de medicién automatizada del tamafo de los fragmentos usando FraXsoft. Las
mediciones de tamafo de fragmento deben cumplir las especifitaciones analfticas del
instrumento de electroforesis de microgel utilizado. Normalmente, ki valor R? de la curva
de regresion Iirk%%l l(rj\l yada de las muestras de control debe ser ¥rior a 0.98.
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO @ 3 7 N I\

f
Como en los demas ensayos diagnésticos, un juicio ‘clinico definitivo no debera nunca‘:
basarse en el resultado de un (nico ensayo, sino tan sdlo después de haber sido
evaluados por el médico todos los datos clinicos y de laboratorio. Wallac Oy no se
responsabiliza de las decisiones clinicas adoptadas par el personal facultativo.

o)

La técnica tampoco puede detectar casos de mosaico < 5 %.

Consultar también las secciones "NOTAS DE PROCEDIMIENTO" y "TOMA DE L!FS
MUESTRAS Y ESTABILIDAD DEL ANALITO".

EJEMPLOS DE PLATAFORMAS DE LECTURA DE DATOS

Los productos PCR de FragilEase pueden analizarse con varias plataformas
electroforéticas:

1. Analisis con gel de agarosa
2. Analisis con electroforesis de microgel, y
3. Analisis con electroforesis capilar

1. Andlisis con gel de agarosa

Los fragmentos PCR pueden detectarse facilmente en geles de agarosa estandar tefidgs
con un colorante interquelante (ver figuras 5 y 6). FragilEase amplifica enérgicamente las
secuencias de repeticién muy ricas en GC de muestras con premutacién y mutacion
completa, que son visibles en un gel de agarosa y se resuelven en proporcion a su
tamafio de repeticion. Las muestras de mujeres con dos alelos normales aparecen como
una banda PCR porque los fragmentos PCR de esos alelos normales tienen un tamano
de fragmento cercano o igual y, por lo tanto, no se resuelven en un gel de agarosa (ver
figura 5; 23 y 29 repeticiones de NAQ7540 y 29 y 29 repeticiones de NAD7538). Puesto
que FragilEase amplifica enérgicamente los alelos con mutacién completa, las muestras
de mujeres con una banda PCR se clasifican como normales y no tendrian que reflejarse
en el analisis Southern Blot que ha sido la practica rutinaria en e pasado. Los tamarios de

I3

n

\S

fragmento de las muestras estandar pueden utilizarse para estimar los tamafios d
repeticion de muestras desconocidas resueltas en un gel de agarosa, pero puede
determinarse mediciones méas precisas usando cualquier instrumento de electroforesis d
microgel capilar disponible comercialmente.
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Figura 5. Gel de agarosa al 3 % de muestras de ADN de referencia X fr%gil de fujer)
tefiidas con bromuro de etidio y procesadas a Sv/cm durante 45 minutos. Bl ndmero de
muestras y el tamafio de repeticion de referencia de Coriell (Trenton, NJ) son: NAO7540
(23 y 29 repeticiones), NAO7538 (29 y 29 repeticiones), NA20234 (31 y 46 repeticiones),
NA20236 (31 y 53 repeticiones), NA06905 (23 y 70 repeticiones), NAQB907 (29 y 85
repeticiones), NA20241 (29 y 120 repeticiones), NA20239 (20 y 200 repeticiones),
NAO7537 (28 y 336/Yepeticiones). CRL2704D (31 y 59 repeticiones) es de ATCC
(Manassas, VA). El inditador de peso molecular es un indicador de 100 bp (Invitrogen).
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Figura 6. Gel de agarosa al 3 % de muestras de ADN de referencia X fragil de hombre
teflidas con b}omuro de etidio y procesadas a Svicm durante 45 minutos. El nimero die
muestras y el,tamafio de repeticion de referencia de Coriell (Trenton, NJ) son: NAQ7539
(23 repeticiones), NAQ7174 (30 repeticiones), NAOG890 (30 repeticiones), NA20232 (4§
repeticiones),s NA20230 (54 repeticiones), CD00014 (56 repeticiones), NA20231 (76
repeticiones) 3NA06892 (86 repeticiones), NA20233 (117 repeticiones), NA20237 (12:0
repeticionies) INAC6852 (>200 repeticiones), NAQGSS7 (477 repeticiones), NA04025 (645
repeticiones),ﬂ}NA09237 (930 repeticiones). Ef indicador de peso molecular es un indicadc&r
de 100 bp (lm‘_ritrogen). Nota: Es dificil ver bandas de fragmentos PCR grandes en este gél
de agarosa al;3 %. Esos fragmentos son visibles en geles de agarosa de porcentaje mas
bajo o en un instrumento de electroforesis de microgel (ver figura 8).

2. Anidlisis con electroforesis de microge!

Puede determinarse el tamafio de los fragmentos PCR usando instrumentos d
electroforesis §de microgel. FragilEase amplifica enérgicamente las secuencias d
repeticion muy ricas en GC de muestras con mutacién completa tanto para muestras d
mujer (figura ‘17) como de hombre (figura 8). Las muestras de mujer con dos alelo
normales pueden resolverse (figura 9) en el ambito de la especificacion técnica. de
instrumento dé electroforesis de microgel usado en el analisis. Algunas muestras de muje
con tamafios de repeticion cercanos o iguales en tamafio de repeticion apareceran com
un pico ‘de fragmentos PCR. Puesto que FragilEase amplifica enérgicamente los alelo
con mutacic‘m!completa, las muestras de mujeres con un pico de fragmentos PCR s¢
clasifican como normales y no tendrian que reflejarse en.el analisis Southern Biot,
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Figura 7. Andlisis de microgel de la muestra X fragil de Coriell de mujer N}{\07537 (28 y
336 repeticiones) después de la amplificacion con reactivos FragilEase v limpieza de
PCR. Ver el correspondiente analisis de gel de agarosa para esta muestra en ia figura 5.
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Figura 8. Andlisis de microgel de la muestra X fragil de Coriell de hombre NA09237 (930
repeticiones) después de la amplificacién con reactivos FragilEase y limpieza de PCR. Ver
el correspondiente analisis de gel de agarosa para esta muestra en la figura 6.

ETCIN ZINAL S.A.
. DE FIAVEGLIA
DERADO




o0 ‘ 13907760-2 (es)

G ' . NAOTS4D

. r
normal 1 normal 2 SR — - \
‘ | lrorcador NE
inferior ﬂ
QS .

>
N ) § /
150- . .
1
3
100+ l
04 .
v .L———Z!__L___: "x .
' '
£
1, ) T - L) L] T LI | L) b Ia L] v
S0 100 . 300 h 00 1000 2000 S0O0 ¢ 10380 op)

Figura 9. Analisis de microgel de la muestra X fragil de Coriell de mujer NAO?540 (23y 29
repeticiones) después de la amplificacion con reactivos FragilEase y limpieza de PCR. Ver
el correspondiente andlisis de gel de agarosa para esta muestra en {a figura 5.

3. Analisis con electroforesis capilar

Los reactivos FragilEase contienen un cebador con marcador FAM para ayudar en la
deteccion con un instrumento adecuado de electroforesis capilar.

NTERNACIONAL 5.A,

NA F. DE AAVEGLIA
APODERADO




13907760-2 (es)

- vy, fnd f i sed A Renaad
.
-y
)
b
“y
oy .
1 [
I U
; L, , o
i &, .
1 . T I

; ST B A R
H Lo i
‘ I A A
i Co ‘.
r . 3 B )
! L i

i
. .
{ ol
4 °
; A N
t
1 OLIGTY 47 WA A Py 1 e d

Figura 10. Electroferograma a partir de un instrumento de electroforesis capilar adecuado
de una muestra de ADN de X fragil de Coriell de mujer. La muestra (NA20239) tiene yn
alelo normal de 20 repeticiones y un alelo con mutacién completa de 200 repeticiones. El
indicador de pese molecular (ladder) de ADN utilizado es L1Z 500.
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Figura 11. Electroferograma a partir de un instrumento de electroforesis capilar adecuado
de una muestra de ADN de X fragil de Coriell de mujer. La muestra (NA04025) tiene un

alelo con mutacion completa de 645 repeticiones. E! indicador de peso molecular (ladder)
de ADN utilizado es LIZ 500.

CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL ENSAYO

Sensibilidad analitica

Se determind la sensibilidad analitica para una muestra de hombre con mutacién
completa (342 repeticiones) mediante la dilucién del ADN con una segunda muestra de
hombre normal (30 repetlciones) La muestra de ADN con mutacién completa y la normal
se mezclaron en proporciones del 10 %, 7.5 %, 5 %, 2.5 %, 1 % y 0.5 %. Estas muestras
con pseudomosaico se amplificaron usando 150, 100, 80, 60, 40, 20, 10y 5 ng de ADN|
El limite de deteccién de la mutacién completa fue a una mezcla del 2.5 % vy 40 ng de
ADN de entrada (figura 12). Se obtuvo una sdlida deteccién de la mutacién completa en
una mezcia al 6 con mayor entrada de ADN,
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Figura 12. Deteccion minima de mosaico; mezcla al 2.5 %, 40 ng de ADN de entrada.

Reproducibilidad

Se ensayd la reproducibilidad del PCR y la determinacion de la repeticién en ocho
muestras de hombre y ocho de mujer en todas las categorias de clasificacién clinica. lla
amplificacién y el andlisis fueron realizados por dos operadores usando distintes
termocicladores e instrumentos de electroforesis de microgel cuatro dias distintos durante
un periodo de siete dias para un total de acho placas PCR de amplificacién y analisis.
Para cada placa, se ensayaron las 16 muestras por triplicado. Se ensayaron 384
amplificacicnes de PCR en total. Los tamafios de fragmento de cada alelo se midieron én
un instrumento de efectroforesis de microgel y se calculé el tamafo de repeticion. Todas
las muestras se clasificaron en la categoria correcta. La varianza de tamafio de fragmento
de los alelos normales en promedio fue de 2.2 % CV y oscild entre 0.2 % CV y 2.8 % CV.
La varianza de tamafio de fragmento de los alelos con premutacidén en promedio fue de
2.5 % CV y oscilé entre 1.9 % CVy 3.0 % CV. La varianza de tamaiio de fragmento de lés
alelos con mutacion completa en promedio fue de 4.4 % CV y oscil6 entre 3.6 % CV|y
4.8 % CV.

.Precisién de la determinacién del tamafio

Se amplificaron por triplicado una variedad de muestras de referencia con tamafo de

#s depésitos distintos de muestras biologicas, Coriell |
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Medi:::al Research (Camden, NJ, USA) [12], National Institute for Biological Standards ang
Control (NIBSC, South Mimms, Hertfordshire, UK) [13] y American Tissue Culture
-Collection (ATCC, Manasas, VA, USA). Los tamafios de repeticion se calcularon a partir
" de los tamafios de fragmento medidos (tabla 4), Todas las muestras -fueren clasificadas
con un 100 % de concordancia ¢on la ciasificacién de referencia. Todas las muestras se
encontraban en la especificacion de precisién de la determinacion de tamano de 10 %
para el instrumento de electroforesis de microgel excepto en una muestra, 07/170, que
tenia un tamafio mayor que el valor medio determinado para esta muestra. Esta muestr.
medida por analisis Southern Blot oscilé en tamafio entre 353-960 repeticiones. Otr:
muestra, 07/120, tenia dos picos normales que no se resolvieron como dos picos y st
notificé como un pico. Esta muestra tiene alelos normales que difieren de media nuev
repeticiones, Esta diferencia de tamafic no puede ser resuelta por el instrumento d
electroforesis de microgel utilizado. La especificacion del instrumento para la resolucid
de la determinacién de tamafio es £10 % para 150-500 bp, +15 % para 600—1500 bp
£20 % para 1500-~5000 bp.
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Tabla 4.
" Repensie N
: . 4 P p - i ‘ - W w
- Sampke | Reference FiagiBase | *iin. ! T
NAO07174 30 28
NA06892 86 39
NA20233 117 112
e}
O NA06852 342 309
. p—
=
8 NA07538 gg 28
30 30
NA20240 80 "
20 17
NA202
A20239 200 199
28 29
NAO7537 336 316
071174 114 120
&) 071170 754 1022
S .
48] 07/120 22 29
E 31
33 35
07/122 113 119
38 40
077168 246 153
31 30
& D
ATCC| CRL2704 50 o
intervalo detectable del tamariio de repeticién

Tedricamente, los tamafios de repeticion de hasta 3000 repeticiones pueden sér
detectados por un instrumento de electroforesis de microgel, ya que este tamario todavia
se encuentra dentro del marcador superior (10,380 bp) utilizado. El pico de repeticién mds
grande detectado usando reactivos FragilEase es de 1022 repeticiones (ver tabla 4). En
general, los picos de mutacidn completa san picos muy amplios y el punto de pico mas
alto se notifica como tamano de repeticién en lugar de notificar el intervalo de ta7\aﬁo's e
pico. :
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ihiérvalo de entrada de ADN

Se ensayo el intervalo de enirada de ADN entre 5 ng y 180 ng para una muestra de
* hombre con mutacién completa. Se analizaron los productos PCR en un instrumento dJie
electroforesis de microgel. La altura de pice de! producte PCR’ para las diferentels :
entradas de ADN se muestra en la figura 13. La altura de pico, una medida de la solidez -
del PCR, es mejor con entradas de muesira entre 40 ng y 150 ng. La cantidad de entrad#a
de ADN recomendada es entre 50-100 ng por PCR de 20 plL. Cantidades de ADN
superiores a 150 ng por reaccién PCR de 20 pL han mostrado una pobre amplificacion de
alelos de repeticidén grande.

Altura del pico de mutacién completa
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Figura 13. Determinacién del pico del alelo con mutacién completa para PCR con
diferente ADN de entrada.

Rendimiento clinico

Se ensayaron los reactivos PCR de FragilEase en 198 muestras clinicas. Estas muestras
clinicas se ensayaron en un laboratorio’ externo mediante métodos de PCR y Southern
Blot. Los resultados del laboratorio externo se compararon directamente con 10s
resultados obtenidos con reactivos FragilEase. El conjunto de muestras fue ciego paralel
ensayo FragilEase. El conjunto de muestras contenfa 99 muestras de hombre y 99 de
mujer. La mayoria de las muestras eran de la categoria de clasificacién normal (~84 %) y
el resto eran muestras representativas de las categorias mutacionales de mutacién
intermedia, premutacién y mutacién completa. Dos muestras de .mujer no lograrbn
producir ningln resultado tras dos tandas de PCR. La tasa de ensayos sin resultado flie
del 1 % (2/198). Los/famafios de repeticién calculados a padir de lgs tamarios de los picbs
de fragmentos medjfids se clasificaron como mutaciones completaf usando las directricks
ACMG o las direct "- CMGS/ESHG (ver tabla 5). Las muestrasfcon mutacién comple'ta
determinadas QAT pis Sdlthern Blot, asi como las mug utacion, fuerbn
concordantes al 'W‘ ehbeGEL iiados obtenidos del enseyo iIEase usando tarito
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las directrices ACMG (tabla 6) como las directrices CMGS (tabla 6). Ademas, las muestfas™

con mosaico fueron facilmente detectables (ver figura 14). x’f’
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Figura 14, Mutacién completa con mosaico de muestra ciinica de hombre.

Tabla 5. Clasificacién por categorias del American College of Medical Genetics y la
Sociedad Europea de Genética Humana con respecto a tamafnias de repeticion.

Tabla 6. Comparacion de resultados clasificados por categorias {mutaciones completas)

Categoria de Directrices Directrices
genotipos ACMG CMGS/ESHG
Narmal <45 <30
intermedia 45-54 50-58
Premutacion .55-200 58-200
Mutacidn completa >200 >200

ACMG y CMGS/ESHG.
' Comparativa
Repeticiones | Repeticiones
m >200 < 200 Total ¢
Repeticiifes >200 11 0 11
FragilEase iclohes < 200 0 185 185 L,
To N : 119 185 196 A
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