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Disposición

 
Número: 
 

 
Referencia: 1-47-3110-4050-17-2

 

VISTO el expediente Nº  1-47-3110-4050-17-2 del Registro de la Administración Nacional de Medicamentos 
Alimentos y Tecnología Médica y,

 

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma BIOCIENTÍFICA S.A solicita autorización para la venta a laboratorios de 
análisis clínicos del Productos para diagnóstico de uso in vitro denominado: ELUCIGENE CF-EU2v1.

Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para 
Diagnóstico que establece que los productos reúnen las condiciones de aptitud requeridas para su autorización.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la Ley Nº 16.463, Resolución Ministerial Nº 145/98  y 
Disposición ANMAT Nº  2674/99.

Que el Instituto Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención de su competencia.

Que corresponde autorizar la inscripción en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos Nº 1490/92 y sus modificatorios.

                 

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

D I S P O N E:



                  

ARTÍCULO 1º.- Autorizase la inscripción en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnología 
Médica (RPPTM) de la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT) del 
producto médico para diagnóstico de uso in vitro denominado: ELUCIGENE CF-EU2v1 de acuerdo con lo 
solicitado por la firma BIOCIENTÍFICA S.A, con los Datos Característicos que figuran al pie de la presente.

ARTÍCULO 2º.- Autorícense los textos de los proyectos de rótulo/s y de instrucciones de uso que obran en 
documento N° IF-2019-47870263-APN-DNPM#ANMAT.

ARTÍCULO 3º.- En los rótulos e instrucciones de uso autorizados deberá figurar la leyenda “Autorizado por la 
ANMAT PM Nº 78-191”, con exclusión de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase el Certificado de Autorización e Inscripción en el RPPTM con los datos característicos 
mencionados en esta disposición.

ARTÍCULO 5º.- Regístrese. Inscríbase en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnología Médica 
al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifíquese al interesado, haciéndole entrega de la 
presente Disposición, conjuntamente con rótulos e instrucciones de uso autorizados y el Certificado mencionado en 
el artículo 4°. Gírese a la Dirección de Gestión de Información Técnica a los fines de confeccionar el legajo 
correspondiente. Cumplido, archívese.

 

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre comercial: ELUCIGENE CF-EU2v1.

Indicación de uso: ENSAYO DISEÑADO PARA LA DETECCIÓN CUALITATIVA Y SIMULTANEA DE 
DIFERENTES MUTACIONES DEL GEN HUMANO REGULADOR DE LA CONDUCTANCIA 
TRANSMEMBRANOSA DE LA FIBRÓSIS QUÍSTICA EN ADN EXTRAÍDO DE MUESTRAS DE SANGRE 
ENTERA (EDTA) Y DE MANCHAS DE SANGRE SECA.

Forma de presentación: envases por 10 o [50] determinaciones, conteniendo: CF-EU2v1 primer mix A (1 x 50 µl) o 
 [2 x 120 µl], CF-EU2v1 primer mix B (1 x 50 µl) o  [2 x 120 µl], PCR master mix (2 x 75 µl) o [2 x 400 µl] y DNA 
control (1 x 50 µl).

Período de vida útil y condición de conservación: VEINTICUATRO (24) meses desde la fecha de elaboración, 

conservado a ≤ -20 ºC.

Nombre y dirección del fabricante: ELUCIGENE DIAGNOSTICS. Citylabs, Nelson Street, M13 9NQ, Manchester. 
(REINO UNIDO).

Condición de Venta/Categoría: venta a Laboratorios de análisis clínicos. USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

 

Expediente Nº 1-47-3110-4050-17-2



 

 

 

Digitally signed by BELLOSO Waldo Horacio
Date: 2019.12.10 09:35:12 ART
Location: Ciudad Autónoma de Buenos Aires

Digitally signed by GESTION DOCUMENTAL 
ELECTRONICA - GDE 
Date: 2019.12.10 09:35:14 -03:00 
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RÓTULOS

Rótulos externos:

1 - Nombre del to

Elucigene CF-EU2vl

2 - Establecimien to imnortador y/o elaborador. Nombre del director Técnico. domicilio leeal
y en caso de productos importados totalmente terminados. acond icionados localmente o
fraccionados deberá constar el oriqen de elaboración

O 
Establecimiento importador:

o

Biocientífica S.A.
Ifi¡m 2J2/4 Buenos Aires
Argentina - CP 1427
Teléfono: 4857-5005

Director Técnico: Bioq.-Farm. Héctor Quiroz

Elaborador: Elucigene Diagnostics
Citylabs
Nelson Street
Manchester M 13 9NQ
Reino Unido

3 - Leyenda "Autorizado por el M.S. v A.S.":

Uso profesional exclusivo. Autorizado por la A.N.M.A.T. PM-78- l9l

4 - Número de Iote o partida:

5 - Fecha de Vencimiento

I
6 - Constitución del equipo:
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(TA): I x 50 pl de CF-EU2VI primer mix A
(TB): I x 50 pl de CF-EU2v1 primer mix B
(TM):2 x 75 pl of PCR Master Mix
(DC): I x 50 pl vial DNA Control

X 50 Tests:
1. (TA): 2 x 120 pl de CF-EU2V1 primer mix A
2. (TB): 2x 120 pI de CF-EU2v1 primer mix B
3. (TM): 2 x 400 plof pCR Mastei Mix
4. (DC): 1 x 50 pl vial DNA Cont¡ol

50

7 - Conforrnac ión del eo urPo

X l0 Tests:

8- "Uso tico In-Vitro"

tvD

9 - Descri pción de la finalidad de uso

I 0 - Descripción de las auclones

1 I - Condiciones de conservación

a

o
Para la detección cualitativa in vitro simult¿inea de mutaciones del gen humano regurador de laconductancia transmembranosa de la fibrosis quística (cystiJ Fibrosis r.uir-",n¡run"
conductance Regulator, CFTR) en ácido desoxirribonucleico (ADN).

Dr. croR M. Qutnoz

aI

-200c

B¡OOutMtCO- Mot, Z.3gs
DIRECTOB TECNICO
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Etuciqene 
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Diagñostics

ot
Elucigene@ CF-EU2v1

Instrucciones de uso

Producto Gantidad Código de catálogo

Elucigene CF-EU2v1 50 ensayos CF2EUB2

Elucigene CF-EU2v1 10 ensayos CF2EUBX

Para uso diagnóstico ,f¡ y,lro

5
q

oo
z()

ot-o

ó

t Ilr"ur,""oo po,,
Elucigene Diagnostics
Citylabs
Nelson Street
Manchester
M13 gNQ

Para ventas, servicio al cl¡ente y asistenc¡a técnica
T: +44 (0) 161 669 8f22
F: +44 (0) 161 669 8f29
E: enqu ií es @e lu ciqe n e. co m
Er tech s u ¡l oo rt@e lu!]gq¡ e. coE

Eluc¡gene Diagnostics es el nombre comerc¡al de Delta Diagnostics (UK) Limited., una empresa registrada en
lnglaterra y Gales con el número 8696299.

C€
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Sección 1 : lntroducción

Representación en el país

Promotor de Australia:

Southern Cross Diagnostics,
Unit 3.
41 Green Street,
Banksmeadow,
NSW 2019,
Austral¡a

t 1800 146 900
www.scd¡aqnostics.com.aut

NoE oo
2
o

o

o
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Uso indicado

Para la detección cualitativa,n vrlro simultánea de las s¡gu¡entes mulaciones del gen humano regulador de la
conductancia transmembranosa de la fibros¡s quíst¡ca (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator,
CFTR) en ácido desox¡rr¡bonucleico (ADN) extraído de muestras de sangre entera (EDTA preservado) y de
manchas secas de sangrel

Tabla 1.

o

,

5

CFTRdele2,3 c.54-5940 _27 3+ 1 0250del (c. 54-5940_273+ 1 0250de12 I 080)

E6OX c.178G>T p.Glu60X

P67t c.20OC>T p.P106TLeu

G85E c.254G>A p.GlyS5Glu

394delTT c.262-263del (c.262 263detTT) p. Leu88llefsx22

444delA c.313del (c.313delA) p.lle105Serfsx2

R1 17C c.34gC>T p.Arg117Cys

R117H c.350G>A p.Arg117H¡s
y 122X c.366T>A p.Tyr122x

621+1G>T c.489+1G>T

71 1+1G>T c.579+ 1G>T

L2O6W c.617T>G p.Leu206Trp

1078delT c.gl8del(c.948delT) p. Phe3l6Leufsx'12

R334W c.1000C>T p.Arg334Trp

R347P c.1040G>C p.Arg347Pro

R347H c 1040G>A p.Arg347His

4455E c.1364C>A p.Ala455clu

l507del c. I 51 9_1521de| (c. 151 9_152'ldelATC) p.lle507del

F508del c 1521_1523de1 (c. 1 521_1 523delCTf) p.Phe508del

1677delTA c. 'l 545_ 1 546del (c. 1 545_1 546delTA) p.Tyrs15X

V52OF c.1558G>T p.Val 520Phe

1717-1G>A c.1585-1G>A

Gg2X c.1624G>T p.Gly5a2x

s549R(T>G) c.1647T>G p Sers4gArg

S549N c.1646G>A p.Ser549Asn

G551D c.1652G>A p.Gly551Asp

R553X c.1657C>T p.Arg553X

R560T c.1679G>C p.ArgS60Thr

181'1+1.6kbA>G c.168G886A>G

1898+1G>A c.'f 766+1G>A

2143defi c 2912det lc.2o1zdell) p.Leu671X

2184detA c.2052del (c.2052delA) p.Lys684AsntsX38

2UTdelc c.22'lsdel (c.22'1 sdelG) p.Val739TyrfsX16

w846X c.2538G>A p.Trp846x

2789+5G>A c.2657+5G>A

CF2EUBYES OO5 Mayo-?o17 Página 6 de 62
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* con rcfercncia a: Mutalion Nomenclature in Practice: F¡ndings and Recommendations trom the Cystic F¡brosis Extemal
Qual¡ty Assessment Scáeme. Eerwouts S, etal. Human Mutation, Vol.qq No.0, 1-7 (2011)

El CF-EU2vl es capaz de d¡st¡ngu¡r entre individuos que son heterocigotos y homocigotos para todas las
mutaciones y variantes anteriores con la excepción de S549R(T>G) (consulte el apartado React¡v¡dad cruzada de
este documento).

Para obtener más información sobre los kits en el rango del CF-EU2V1 visite
www e lu cioe ne. com/Drod uct-cateoorv/cvstic-f ibrosis/

. Resumen y explicación

La fibros¡s quíst¡ca (cystic fibrosis, CF) es el trastorno autosómico recesivo limitador de la esperanza de vida más
habitual en la pob¡ac¡ón caucásica. La inc¡dencia de la enfermedad es 1:3200 nac¡m¡entos con vida entre los
caucásicos (1). En la población caucásica, la frecuencia de heterocigotos es aproximadamente 1:25.

ó

La fibros¡s quística afecta a los ep¡telios en varios órganos, lo que da lugar a una patología multisistémica compleja
que incluye el páncreas exocrino, los intest¡nos, el aparato respiratorio, el aparato genital masculino, el sistema
hepatobiliar y las glándulas sudoríparas exocrinas. La expresión patológica varía según la gravedad del CFTR
mutaciones (2), los mod¡facadores genét¡cos (3) y los factores ambientales (4). Dicha expresión abarca desde
muerte en la primera infancia como resultado de enfermedad pulmonar obskuct¡va progres¡va con bronquiestas¡as,
hasta ¡nsuf¡ciencia pancreática con enfermedad pulmonar obstructiva gradualmente progres¡va durante la
adolescencia y una mayor frecuenc¡a en la hospitalización por enfermedad pulmonar en la edad adulta temprana,
pasando por sinusitis y bronquitis recurrentes o ¡nfertilidad masculina en adultos.ióvenes.

Más comúnmente, el d¡agnóst¡co de la fibros¡s quística se establece en personas con una o más características
fenotípicas de CF más evidencia de una anormalidad de la función CFTR basada en uno de los siguientes:
presenc¡a de dos mutaciones causantes de enfermedad en el gen CFTR o dos valores de cloruro en sudor por
iontoforesis de pilocarpina cuantitativa anormal (>60 mEq/L) o mediciones de d¡ferencia de potencial nasal (NPD)
transep¡telial típicas de CF. La tasa de detección de mutación CFTR varía en función del método de ensayo y el
origen étnico. En algunos individuos sintomáticos, solo una o ninguna mutación causante de enfermedad es
detectable; en algunos portadores, le mutación causante de enfermedad no es detectable.

Los trastornos relac¡onados con CFTR se heredan en forma autosómica reces¡va. Los hermanos de un índice con
fibrosis quística tienen un 25 o/o de probabil¡dades de verse afectados, un 50 % de probabilidades de ser portadores

oo

oo
É¡o
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Q890X c.2668C>T p.Gln890X

3120+1G>A c.2988+'l G>A

3272-264>G c 3140-26A>G

R1066C c 3196C>T p.Arg1066cys

Y'1092X(C>A) c.3276C>A p.Tyr1092X

M1101K c.3302T>A p.Met1101Lys

D1152H c.3454G>C p.Asp1152H¡s

R1l58X c.347zc>f p.Arg1l58X

R1162X c.3484C>T p.Arg1162X

3659delC c.3528del (c.3528delC) p. Lysl 177serfsx15

3849+10kbC>T c 371ü2477C>f

s1251N c.3752G>A p.Serl251Asn

3905insT c.3773dup (c.3773dupT) p.Leu1258PhefsX7

w1282X c.3&46G>A p.ltú242X

N1303K c.3909C>G p Asn 1303Lys

CF2EUBYES OO5 Mayo-2O17 Página 7 de 62
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asintomáticos y un 25 % de probabilidades de no verse afectados y de no ser portadores. En programas de cribado
de la población, se utilizan pruebas genéticas moleculares de mutac¡ones causantes de la enfermedad en el gen
CFTR para la detecc¡ón de portadores. Se dispone de pruebas prenatales para embarazos con un rieigo
aumentado de enfermedades relacionadas con CFTR si existen casos conocidos de mutaciones causantes de la
enfermedad en la famil¡a.

Desde el descubrimiento del gen CFTR en 1989 (5), se han descr¡to más de 17OO mutac¡ones y var¡antes en el
gen (6). Muchas de estas mutac¡ones son ''privadas'', habiendo s¡do descritas solamente en un paciente y/o famil¡a.
La prueba sistemática de todas las posibles mutaciones no es n¡ v¡able ni rentable, por lo que una tal prueba se
lim¡ta al anál¡s¡s de las mutaciones más comunes. El CF-EU2v1 es un k¡t de prueba para la fibros¡s quíst¡ca
diseñado especÍficamente para el análisis de las mutaciones más comunes encontradas en poblac¡ones de or¡gen
europeo. El ensayo ¡dentifica 50 mutaciones en totaly también analiza la pista poli-T del intrón g con una medición
exacta de la repetición TG adyacente.

La pista de t¡m¡dina polimórf¡ca en la unión del intrón I y del exón 10 influye en la transcripc¡ón. El número de
res¡duos de timidina (5T, 7T o 9T) afecta a la eficacia de la separación (splicing) del exón 1O; si el alelo 5T está
presente, faltará una proporción de transcritos del exón 10, lo que dará lugar a proteÍna no funcional y a sintomas
de CF variables. Se ha informado que el número de repeticiones 5'de TG a la pista de politim¡dina puede también
influir en la separac¡ón de exón l0 (7). S¡ está presente en el mismo alelo como la variante 5T, cuanto más largo
sea el número de repeticiones de TG mayor será la proporción de transcr¡tos de CFTR a los que les falta el exén
10. El número de repet¡ciones de TG puede determ¡narse con el CF-EU2v1 midiendo el tamaño de los picos del
amplicón 5T.

Principios del procedimiento

El método empleado por el kit Elucigene CF-EUzv'l utiliza la tecnologÍa de amplificación específ¡ca de atelos ARMS
(Amplification Refractory Mutat¡on System, s¡stema de detecc¡ón de mutaciones refractarias a la amplificación)
fluorescente, que detecta mutaciones puntuales, inserciones o delec¡ones en eIADN (8). El principio de ARMS es
que lo§ ol¡gonucleótidos con un residuo desigual 3' no funcionarán como in¡c¡adores de la reacción en cadena de
la pol¡merasa (RCP) en determinadas cond¡ciones. La selección de los oligonucleótidos adecuados permite
amplif¡car y detectar secuencias mutantes o normales de ADN específicas. Las secuencias amplificadas
(ampl¡cones) se separan mediante electroforesis cap¡lar usando un Genetic-Analyzer de Applied Biosystems. El
software de análisis permite identif¡car a los amplicones y et¡quetarlos de acuerdo con su lamaño y el color de su
colorante.

Elucigene CF-EU2v1 es un ensayo multiplex que consta de dos reacciones de RCP (A y B). En la mezcla A se
detectan cincuenta secuencias mutantes dentro del gen CFTR, que se visualizan como picos de ampl¡cones de
color azul. En la mezcla B se detectan las secuenc¡as normales (naturales) no mutadas correspondientes, que se
v¡sual¡zan como picos de amplicones de color verde. La mezcla A también detecta la secuencia normal para la
mutación que se observa con mayor frecuenc¡a, causante de fibrosis cist¡ca en poblac¡ones caucásicas, llamada
F508del, que se visualiza como un pico de amplicón de color verde, Además, en la mezcla A se detectan las
secuencias repet¡das pol¡-T, que se visualizan como picos de amplicones de color negro. Para monitorizar la
ef¡cac¡a de la amplificación de las muestras, se incluyen en las mezclas A y B marcadores internos de control de
la ampl¡f¡cación (fibrosis no císt¡ca), que se visualizan como picos de amplicones de color rojo.

a

,
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lnstrucc¡ones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

Explicación de los símbolos utilizados
Los simbolos utilizados en todas Ias et¡quetas y envases cumplen el estándar armonizado ISO 15223

Fabr¡cante

Número de pruebas

Consultar las instrucciones de uso

x"c
Almacenar por debajo de la temperatura indicada

Usar antes de la fecha indicada

Cód¡go de catálogo

Número de lote

-.'t
rvD Dispositivo médico para diagnóstico ln vifro
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lnstrucciones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2v1

Sección 2: Materíales, advertencias y precauc¡ones

Materiales suministrados

Almacene- todos los componentes por debajo de -15 'C, en una un¡dad con control de temperatura configuradapara que funcione a -20 "C.

Cada kit contiene:

' (TA): 2 x 120 ul (50 pruebas) o 1 x 50 pl ('lO pruebas) de mezcla de in¡c¡adores A de CF-EUZVI, que
contienen in¡c¡adores para amplificar los siguientes alelos mutantes R347H, R347p, 278g+sG>A,
3120+1G>A, 711+1c>T, R334w, t507det, Fso8der, 3849+lokbc>T, 1677derrA, 1o78detr, vszoF,
1206w, w1282x, RS60T,2347derG, e8gox, Rs53x, css1D, ss49N, s549R(T>c), M110rK, G542x,
3905insT, yl092x(c>A), 51251N, 444detA, 1811+1.6kbA>G, 1717_1c>A, nitzri, ntrzc, ¡¡r¡oex,
Yl22X, 394delTT, GBSE, RlO66C, i898+lG>A, W846X, 2184delA, D11S2H, CFTRdete2,3, p671,
2143delr, E60x, 36s9derc, 3272-26A>c,621+1G>T, A455E, R1r62x y R11SBX. Esta mezcra también
cont¡ene inic¡adores naturales para la detección del alelo FSoSdel normal, iniciadores para la detección de
las variantes de la politim¡dina, |VSS-5T, |VSS-7T, |VSS-9T e inic¡adores para la ident¡f¡cación de 2
marcadores h¡pervariabres de repeticiones en tándem cortos (srR, short tandem repeat).

' (TB): 2 x 120 pl (50 pruebas) o 1 x 50 pl (10 pruebas) de mezcla de iniciadores B de CF-EU2vl, que
cont¡enen iniciadores naturales para amplif¡car los alelos normales de los mutantes amplif¡cados med¡ante
la mezcla de iniciadores A con la excepción del F508del, el alelo normal, que es ampliiicado med¡ante los
in¡ciadores inclu¡dos en la mezcla de in¡c¡adores A. Esta mezcla también cont¡ene in¡ciadores para la
¡dentificación de 2 ma[cadores STR hipervariables.

' (TM): ? x 400 vl (50 pruebas) o 2 x 75 pl (10 pruebas) de mezcta maestra de RCp, que contienen
polimerasa de ADN HotStart Taq y trifosfatos desoxinucteót¡dos en tampón.

' (Dc): I vial x 50 pl de control de ADN (6ng/[l), normal para las mutaciones detectadas por et Eluc¡gene
CF-EU2v1.

Tabla 2. Contenido del k¡t

a

,

t-
a

CF2EU82 404473 404474 404480 4M489
Eluc¡ CF-EU2v1

EI e CF-EU2v1 1 CF2EUBX 450043 450044 450045 404489
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lnstrucc¡ones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

Materiales necesarios pero no suministrados

Generales

Consumibles de laboratorio: guantes, tubos de microcentrifugadora con tapón enroscable, v¡ales o placas de
microvaloración de RCP de 0,2 ml recomendadas por elfabricante del termociclador utilizado, puntas de pipeta.

Equipo de laboratorio: p¡petas de precisión (2 juegos: 1 para la manipulación previa a la amplificac¡ón y I pa¡a la
manipulac¡ón poster¡or a la amplif¡cac¡ón; preferiblemente pipetas de desplazamiento pos¡tivo), ropa protectora,
agitadora vorticial, microcenk¡fugadora, centrifugadora de placas de microvaloración de 96 poc¡llos.

Extracción de ADN

I ereparaciOn OeIADN: M¡ni kit de ADN QlAamp (O¡agen GmbH, n.o de cat. 51304/51 306) o equivalente. '1 x tampón

j-,j,ji"1]]jl::::-;, 
pracas de microtiturac¡ón de e6 poc¡ros o v¡ares de 0,2 mr con una precisión de

temperatura de +/-'1 "C entre 33 "C y 1 00 "C y uniform¡dad de temperatura estática de +^1 "C. El CF-EU2v1 se ha
validado y mostrado que funciona de acuerdo con las espec¡ficac¡ones en las plataformas de termociclador
recomendadas siguientes:

. Applied Biosystems GeneAmp 9700

. Applied Biosystems Veriti Dx (funcionando en rég¡men normal)

. Applied Biosystems Veriti Dx (funcionando en régimen de s¡mulac¡ón 9700)

. Applied Biosystems Proflex (funcionando en rég¡men normal)

Not!: E¡ eCqipo termociclador deber* .d€ acü€rdo con las inBtrucciones d6l
'ñahicalite, v calibra ÍSé pafa EI
ensalo Elucigene cF€U2vl EI
usuario deberá cómprobar v v
mod€los ante§ da notificar rÉsutbdó§con el CF€UIvl.

't
o foresis capilar

Electroforesis capilar: polimero POP-7 (N" catálogo ABI 4352759\, 10 tampones analizadores genéticos (No
catálogo ABI 402824) y formamida Hi-D¡ (No catálogo ABI 4311320), GeneScan 600v2 LIZ estándar de tamaño
(No catálogo ABI 4408399) y DS-33 (coniunto de colorantes c5) matriz estándar (No catálogo ABI 4345833).

Analizadores genéticos ABI 3130 y 3500 de Applied Biosystems (con software GeneMapper), matriz cap¡lar de 36
cm (matriz cap¡lar de 50 cm para Genetic-Analyzer 3500), placas ópt¡cas de 96 pocillos, septos de 96 pocillos y
casetes de 96 pocillos.

Análisis de datos

Se requ¡ere uno de los paquetes de software de análisis de datos siguientes: GeneMapper 3.7 (Applied B¡osystems
lnc-) o superior o GeneMarke L65 (SoftGenet¡cs LLC) o superior.

Documentación ad¡cional del producto Eluc¡gene

En estas instrucciones de uso se incluye una sección sobre la interpretac¡ón de los resultados obtenidos. Una guía
complementar¡a a la interpretación con ejemplos se encuentra disponible en el s¡tio web de Elucigene:
v,vuw e ucroene com/oroduct-cateqory/cvshcJ brosis/

cÍ
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EUZv1

Advertencias y precauciones

1. EIADN de control normal incluido en los kits fue sometido a ensayos ¡ndepend¡entes con resultados negat¡vos
para elvirus de la hepatitis B (VHB), elvirus de la hepatitis C (VHC) y el v¡rus de le ¡nmunodeficiencia humana
(VlH) r y 2.

2- Debe tenerse precaución al manipular material de origen humano. Todas las muestras deben considerarse
potencialmente infecc¡osas. Ningún método de prueba puede ofrecer una garantia total de que el VHB, VHC,
VIH u otros agentes infecciosos estén ausentes.

3 La manipulaciÓn de muestras y componentes de pruebas, su uso, almacenam¡ento y el¡minación deben
realizarse de acuerdo con los procedim¡entos defin¡dos por las normat¡vas o pautas de seguridad nacionales arelativas a pel¡gros biológicos.

4. En lÍnea con las buenas prácticas de laboratorio actuales, los laboratorios deben procesar sus propias I
muestras de control de calidad ¡nterno de genotipo conocido en cada ensayo, para asl poder evaluar la validez ,
del proced¡m¡ento a

5. Si Ia caia del kit está dañada, es posible que el contenido esté dañado también; no ut¡lice el kit y póngase en
contacto con el serv¡cio al cl¡ente.

Preparación y almacenamiento del kit

El almacenam¡ento de los reactivos debe realizarse en un área sin productos de ADN o RCp contam¡nantes.

Almacenetodos los componentes por debajo de -'15'C, en una un¡dad con control de temperatura configurada
para que funcione a -20 "C en un lugar oscuro. Los colorantes fluorescentes util¡zados en este producio son
fotosens¡bles y debe reducirse al mÍnimo su exposición a la luz. Todos los react¡vos se sum¡nistran listos para
usar.

Evite congelac¡ones y descongelaciones repetidas.

v
o
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lnstrucciones de uso de Elucigeneo CF-EU2vl
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Sección 3: Procedimiento del ensayo de productos GF-EU2v1

Recogida y almacenamiento de las muestras

Se han evaluado muestras ADN extraídas de sangre entera (EDTA) y de manchas secas de sangre para que sean
compat¡bles con esta prueba- Se ha informado de que los d¡spos¡t¡vos de recogida de mueslras en ocasiones han
resultado perjudiciales para la integr¡dad de determinados analitos y podrían ¡nterferir con algunas tecnologías
metodológ¡cas (9). Se recomienda que cada usuar¡o se asegure de que eldispositivo elegido se util¡ce de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y de que los d¡sposit¡vos de recog¡da de muestras sean compatibles con esta
pruebe.

Las muestras de sangre deben almacenarse a -20 "C antes de la preparación del ADN. Ev¡te congelaciones y
descongelaciones repetidas.a-- Preparación v almacenamiento de las muestras

I a, 
"n."ro 

Eluc¡gene CF-EU2v1 se ha validado con ADN extraído con los k¡ts Qiagen QlAamp. Se recom¡enda

laevaluar por completo los métodos de extracc¡ón de ADN y los tipos de muestras alternat¡vos con la prueba
|}lucigene CF-EU2vl previo uso de los resultados para f¡nes d¡agnósticos.

lVluestras de sangre entera (EDTA)

Se obtienen resultados de forma sistemática con ADN extraído con el kit de sangre de ADN QlAamp 96 (o el min¡
k¡t de ADN QlAamp usando prote¡nasa K) siguiendo el protocolo, según se describe en el QlAamp Handbook, pero
comenzando con 200 Ul de sangre entera liqu¡da y d¡luyendo en 200 Ut de 1 x tampón TE (pH 8,0).

lVluestra de manchas secas de sangre

Se obtienen resultados de forma sistemática con ADN elraido con el mini k¡t de ADN QlAamp, siguiendo el
protocolo según se describe en el OIAamp Handbook, pero comenzando con 2 d¡scos de 3 mm procedentes de
una mancha seca de sangre y diluyendo en '100 plde 1 x tampón TE (pH 8,0).

o
-o

E Concentración de ADN
o

t Utilizando las condic¡ones de la RCP recomendadas y la conf¡guración de inyección de muestras (consulte la nota
en la sección Electrofores¡s cap¡lar) especificadas en los módulos de ejecución de la columna capilar, se obtienen
regularmente resultados aceptables con la cantidad de ADN introducido de 6 ng/pl. S¡n embargo pueden obtenerse
resultados ¡nterpretables con un [ango de ADN introducido enke 1 ,5 ng/pl y 18 ngipl.

La cuantificación delADN es muy importante, y deberá med¡rse la concentración de cada muestra de ADN que se
va a analizat para garantizar resultados óptimos, Técn¡cas como fluorescencia de Picocreen o absorbanc¡a UV
son aceptables. Debido a la var¡ac¡ón en las técnicas de cuant¡ficación de ADN, el usuario deberá considerar la
sigu¡ente guía orientativa:

Las cant¡dades muy eltas de ADN introducido aumentarán la probabil¡dad de que el software de análisis etiquete
los picos de segundo plano. Para reducir la probabil¡dad de que se etiqueten los picos de segundo plano pueden
darse los siguientes pasos.

. Diluya la muestra de ADN y vuelva a amplif¡carla.
r Reduzca eltiempo de inyección (consulte el apartado Electroforesis capilar).
. Aumente el umbral mínimo de amplitud de pico (consulte la guía del software correspondiente)

Las cantidades muy bajas de ADN introducido aumentarán la probab¡l¡dad de que los picos de diagnóstico sean
débiles y de que el software de anális¡s no los etiquete. Para aumentar la señal pueden darse los sigu¡entes pasos.

o
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. Aumente el t¡empo de inyección (consulte el apartado Electroforesis capilar).. Vuelva a elitraer la muestra y dilúyala en un volumen reduc¡dor Aumente el número de manchas de sangre para extracción,

Nota: consurte ra Guía de soruc¡ón de probremas de Etucigene cF-ErJzv1 para más ¡nformac¡ón.

lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

Descripción del protocolo

Prepa rar y d ispensar
mezclas de reacciones de
CF-EU2vl

Adición de ADN

RCP

Resultados del análisis

o
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Electroforesis capilar
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lnstrucciones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2v1

Protocolo de la prueba: procedimiento de amplificación

,@: Para ruü¡* dr en tJrárEl¡brc(b
iBr{; Oilñret RCP

1. Programe el termociclador para un c¡clo de paso ún¡co para act¡var la pol¡merasa de ADN a 94 .C durante
20 minutos unido a un programa de ciclado de amplificación de I minuto a 94'C (desnaturalizac¡ón), 2
minutos a 58 "C (hibridación) y 1 m¡nuto a 72 "C (extensión) durante 30 ciclos. Esto debería asoc¡arse a
un archivo de retardo de tiempo de 20 minutos a 72 .C (extensión) en el ciclo final.

Figura 1. Programa de RCP det CF-EU2V1

Act¡vación de enz¡mas C¡clado Extensión fnal Retención a
94oC ' 94oC.+

20:00 01:00 72 72.C

000 20.00

58rc r'

02:00

ia§- x 30 c¡clos ----+

Temperatura
ambiente

.c4

Debe incluirse un control (agua) negativo en cada ejecución de RCP, También puede cons¡derarse
adecuado ¡ncluir otros controles, como p. ej. positivo normal (suministrado por el ADN de control).

Descongele las mezclas de iniciadores y la mezcla maestra de RCP y centrifugue brevemente para recoger
el conten¡do en el fondo de los viales. Mezcle suavemente en una ag¡tadora vorticial y centrifugue
brevemente los viales de nuevo. Prepare suficiente mezcla de reacc¡ón para el número de muestras y
controles que se van a analizar (tabla 3).

Tabla 3. Preparación de la mezcla de reacción

que §e
§a h' áñeda a mczdas de hic¡edtres

.qu! sa la ,n€zcla de
TE

4. Pipetee 10 pl de cada mezcla de reacción al fondo de las placas o viales de RCP de 0,2 ml adecuadamente
et¡quetados.

?

3

a
§rir .l5; sf,

4,5 45 112,5 225deMezcla
reacc¡ón A ffMI Mezcla maestra RCP (pl) 7,5 75 187 ,5 375

ffi

lff E¡ it¡acá¿é hidE&¡ee {ul}
ffi
4,5 45

:{ü rntj
112,5

1S......::
225deMezcla

reacc¡ón B [Ml Mezcla maestra RCP (pl) 7,5 75 187,5 375
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lnstrucc¡ones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

5. Utilizando puntas depipeta separadas, añada 2,5 pl de ADN de prueba a un vial de mueslra con 1O pL de
mezcle de reacc¡ón A y de nuevo a un vial con 10 pL de mezcla de reacción B. Repita esta acc¡ón con
todas las muestras que se van a analizar.

6. NoañadaADNal vial deRCPparael control negativo; en su lugar añada 2,5 pl de agua estéril destilada.

7. Centrifugue brevemente los viales hasta que todo el lÍquido esté en la parte ¡nferior de cada v¡al,

8. Coloque los v¡ales f¡rmemente en el bloque del termociclador. ln¡c¡e elciclo de paso ún¡co a 94 "C, seguido
del programa de ciclado de amplif¡cac¡ón (consulte el paso 1),

a

t
N

so
lo

o
z

G,

i
l

o

FoLt o

PffO§

M

Hota: Si el amplic&l no
pfocoso de RcP,
rEfrigera&r).

va E anel¡af§a por €n ol (b un par ho¡as despuÉs del
con3€¡*a'lp§intEffi€lltr6 2 'c v 8 -'c (Gn el bloqu6 rEl .{EmoéiCledór o gn el
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lnstrucc¡ones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2v1

Protocolo de la prueba: electroforesis capilar

Se recomienda que cada usuario se asegure de que el equ¡po elegido se utilice de acuerdo con las instrucc¡ones
del fabr¡cante y sea compat¡ble con esta prueba. En este contexto los parámetros clave son el polímero y la
matriz capilar. Pueden obtenerse resultados óptimos ut¡l¡zando las sigu¡entes condiciones de eiectroforesis
capilar en el Genet¡c-Analyzer ABt3130 o ABl3S00:

'1. En una sola inyecc¡Ón, suficiente para 16 poc¡llos, comb¡ne 6,8 Hl del estándar de tamaño GS600v2 LIZ con
250 pl de formamida Hi-Di y mezcle a fondo. Dispense 15 pl de la mezcla en cada pocillo de una placa ópt¡ca
de 96 pocillos.

2. Añada 3 pl de producto de RCP procedente de cada una de las amplificaciones de las muestras A y B a
pocillos separados que contengan el estándar de tamaño/mezcla de formamida (del paso 1) ya dispenáados
en la placa.

3. Desnaturalice el producto de RCP d¡spensado en la placa óptica en un termociclador utilizando los s¡gu¡entes
parámetros: 94 "C durante 3 minutos asociado a 4 "C durante 30 segundos.

4. Centrifugue la placa a 1000 g durante 10 segundos para elim¡nar cualquier burbuja de tos poc¡llos y cárguela
en el Genet¡c-Analf¿er.

a

T
qJ€ l6 no con una mriEoEa d§ todavla

0dgádo6 EOn Iti¡t pÉfa ggraftüaF .ct¡6 los capüaf€8 m 8B sequen.
a

dHIh ib AOt{ oenómho húoü.ddo. Puede
el üempo o d wlta¡E de h}€Érión. 'Psr el

a.ún€ñt & el tEmpo o d \rotts{e de
t/oh/er.a inyectar varB v€cás parE nuevos

Figura 2. Programa de desnaturalización de RCP

flesnaturalizac¡ón Er¡fr¡am¡ento Retenc¡ón
t,

I

,l

94'c i o
03i00

5

Temperatura
ambienle 4

00:30
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lnstrucciones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2vl

Ge netic -A n a lyze r ABl3130

Cree el módulo cap¡lar de 36 cm: módulo de eiecución CF-EU2 en e¡ Module Manager (Admin¡strador de
módulo§) del software de recogida de datos 3130. Asegúrese de que esté seleccionado lo s¡guiente:

. Type (T¡po): Regular

. Template (Plantilla): FragmentAnalysis36_POP7

2. lntroduzce los ajustes detallados en la siguiente tabla

Tabla 4. Configuración del módulo 3130

umente el tiempo de ¡nyecc¡ón a 36 segundos pa ra el análisis del ADN exüaldo de manchas de sangre
o

Cree el protocolo CF-EU2 en el Protocol lvlanager (Adm¡nistrador de protocolos), asegurándose de que esté
seleccionado lo siguiente:

I

t
r,o
ño

2oo

J

4

. Type (T¡po): Regular

. Run Module (Módulo de ejecución): CF-EU2 (consulte el módulo de ejecución anterior). Dye Set (Conjunto de colorantes): G5

Para ejecutar las muestras, cree una hoja de muestras ut¡l¡zando el Plate Manager (Admin¡strador de placas)
y asegúrese de que esté seleccionado el protocolo correcto como protocolo del ¡nstrumento (consulte más
arriba).

Proceda a crear una hoja de muestra utilizando el software de recogida de datos 3130 con la configuración
siguienle:

'Sample Name (Nombre de la muestra): debe ser el mismo nombre o número específico de la muestra
'Run owner (Propietario de ejecución): seleccione el propietario predeterminado para el laboratorio.
. Run protocol (Protocolo de ejecuc¡ón): CF-EU2 (contiene el módulo de ejecución CF-EU2 3130).

FOL¡O

PPCo

12

4

5

6

1

2

3

7

I

l0

11

Temperature (Temperatura del horno)

y_fill_Vol. (Volumen de llenado poli)

rrent Stab¡lity (Estabil¡dad de coriente)

n_Voltage (Vollaje de preejecuc¡ón)

un_Time (Tiempo de preejecuc¡ón)

njection_Vollage (Vollaje de inyecclóñ)

nje6lion_Time (Tiempo de rnyección)

_Slep_lnterval (lntervalo de paso de voltaje)

_Delay_Tine (Tiempo de retardo de datos)

Itage (Volt4e de ejecución)

e.lecuc¡ón)Time de(Tiempo

r_Of_be ume dero de_Num Steps (N pasos
aJe

bre del parámeto

5,0

alor

200

0

0

5

5,0

80

,0

38000 pasos

0...2000 uA

14000 s

15 kV

15 kV

18...65 "C

1000 s

15 kV

100 nk

606

3600 s

CF2EUBYES OO5 Mayc'2017 Pág¡na 19 de 62

60

6500

o



lnstrucc¡ones de uso de Eluc¡gene@ CF-EUZvl

tlot : Es n€oEio crsar lJt rÉdJb donü ss hdsJe h cfilEwaión (bl irl8tl[nento v hreso 6¡onár eato a un
protEdo (b éiecuffi 6n Gl flal es herÉ sshociondo el conjunb d€ colorail; Gá. pará obener m¿s
inlornajún sobrE cóño etpar mó&¡h8 do {eJc¡órr pq h,¿or con$ttE d Menual dE u8uarlo (bl instumrnto.

llffi: EI 'RrÍt trne" (IlemPo d€ F4fón) .neoÉsiO §fürá dEperd¡efldo d€ h Émperahre arrti6nb del k¡gar 6fi
el qu6 36 hayE irGia[elo.d CefrÉüc4Anely¿€r Pará í& i&ínedóft sotrE cómo cfoEr mód.do8 d€ elqordón
consúti c MElual dd uBuqlio dd Gorcüo.¡ndf¡er 3I30 (b Apdisd Bieyskne.

l{oE: Pa¡a o¡erÉr me t!..eilEqcúo v locd¡acíón de rlefuclo§ en el
instllítcnb, ApC¡sd E€ysbms.

Ge netic-Ana lyzer ABl3500

Es necesario crear un lnstrument Protocol (Protoco¡o de instrumento) CF-EU2, que luego pueda ut¡lizarse para
cada eiecuciÓn CF-EU2v1. Cree el lnstrument Protocol (Protocolo de instrumenio) Cf-eUi a través de la
biblioteca de protocolos del instrumento 3S00.

Asegúrese de que esté seleccionado lo sigu¡ente:

. Run Module (Módulo de ejecución): FragmentAnalysis50_pOp7

. lntroduzca la conf¡gurac¡ón detallada en la ¡magen sigu¡entel

Figura 3. Conf¡guración del protocolo 3S00
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Aumente el tiempo de inyección a 36 segundos para el análisis del ADN extraído de manchas de sangre

Para ejecutar Ias muestras, cree una placa de muestras haciendo clic en ''Create Plate from Template', (Crear
placa a part¡r de plantilla) en el "Dashboard" (panel de control), y asegúrese de que se haya aslgnado el
protocolo de ¡nslrumento correcto para CF-EU2V1 (consulte más arriba).
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EUZv1

Configuración de la hoja de muestras para GeneMarker

El software GeneMarker permite la comparación directa entre los datos A y B del mismo ¡nd¡v¡duo. Para facilitar
esto, es importante que la asignación de un nombre al arch¡vo de salida de datos sin procesar (FSA) sea
uniforme en todas las muestras y mezclas. La hoja de muestras deberá contener el nombre único de cada
muestra que se está analizando con el sufijo _A o _B dependiendo de la mezcla que se esté anal¡zando. Si se
va a inclu¡r la lD de la placa en el nombre FSA, debe¡.á usarse un formato fijo cada vez (p. ej., CFEU2
DDMMAAAA).

En el 3130, los parámetros "Results Destination'' (Destino de los resultados) deberán configurarse de manera
que el nombre de la muestra se incluya en el nombre del archivo FSA (p. ej., CFEUz
DDMMAAAA_1 234,5_A_A01 ).

I F¡gura 4. 3130 Dest¡no de los resultados

En el 3500, la convención pera nombres de archivos deberá conf¡gurarse de manera que el nombre de la muestra
se incluya en el nombre del archivo FSA (p. ej., CFEU2 DDMMAAAA_1234,S_A_AO1).

Figura 5. 3500 Nombre de archivos
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EUZv1

Análisis e interpretación de resultados

Se recomienda que cada laborator¡o desarrolle sus propios criterios y procedim¡entos de not¡frcación einterpretación.

lnterpretación de resultados generales

Los productos RCP se observan como un s¡stema de et¡quetado con 5 colorantes utilizando el coniunto de filtrosG5. El conjunto de filtros c5 detecta los fragmentos etiquétados 6-FAM (azuD vtói;;;á;i r.r-ed jainarrrro¡ y eer(rolo), además del marcador de estándar de tamaño etiquetádo con LIZ (naánja) 
"i., 

,n 
"iáci.r"ürama 

y en etprograma GeneMapper o GeneMarker.

No{r:

a

,
Una vez finalizada la recogida de datos, los fragmentos de CF-EU2v1 RCP deberán compararse con el estándar
de tamaño GS600v2 LIZ util¡zando el software de análisis de fragmentos.

Durante la recogida de datos, los fragmentos de RcP se observarán como p¡cos azules (mutantes) o verdes(naturales) en el electroferograma de datos s¡n procesar. cada individuo t¡en" .io= 
"op¡". 

o"li"n EirR. cranooestas cop¡as tienen la misma secuenc¡a para cualquier s¡t¡o dado, un ¡ndividuo se describá como homocigoto
respecto a ese sitio. Cuando las copias difieren en la secuenc¡a en un sitio dado, un individuo i" descr¡b" 

"oroheteroc¡goto respecto a ese sit¡o.

Los resultados de la mezcla A (mutanle) determ¡nan s¡ un ind¡viduo es portador de una mutación y esto v¡ene
indicado por la presencia de un pico azul. La mezcla mutante cont¡ene tamb¡én in¡c¡adores del alelo FsOg normal,por lo que esta mezcla puede determinar si un ¡nd¡viduo es normal respecto a Fsog (p¿; vete sotamente¡,
homoc¡9oto respecto a F508del mutante (pico azul solamente) o heterocigoto r".p""to á Fsogdel (picos azul y
verde).

Si se observa cualquier otra mutac¡ón, se pueden analizar los resultados de la mezcla B (natural) para determinarel estado de homocigoto o heterocigoto. La presencia de un pico verde para el alelo en 
"r""t¡ón "n 

la mezcla
natural ¡nd¡ca que el individuo es heteroc¡goto y la ausencia de un pico verde indica que el ¡no¡viouá es homocigotopara la mutac¡ón en cuest¡ón.

En la secc¡ón Elucigene CF-EU2v1 Guide toAnalysis Software (cuía Etuc¡gene CF-EU2v't delsoftware de anátisis)
se proporcionan pautas detalladas ad¡c¡onales para la configuración del sóftware, el anális¡s y la interpretación. a
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lnstrucciones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2v1

Tabla 5. Descripc¡ón de canales

t
I

ñ
o

oo
zo
F
CEo
F

=

l)6 PP,Oo

Canal Color del
dco Descrlpclón

6-FAM Los picos observados en este canal ind¡can la presencia de una mutación detectada
por el ensayo CF-EU2v1 (solo mezcla A).

vrc
Los p¡cos observados en este canal indican la presencia de una secuencia natural
detectada por el ensayo CF-EUZv1 (solo mezcla B, con la excepc¡ón de F508del
que está presente en la mezcla A).

NED Los picos observados en este canal ¡ndicán la p[esenc¡a de var¡antes alélicas poli-T
5T, 7T y 9T detectadas por el ensayo CF-EUzvl (solo mezcla A).

PET

Se incluyen marcadores STR hipervariables (rojos) en ambas mezclas. Esto
permite la comparación entre la muestra amplificada con la mezcla mutante A y la
muestra amplificada con le mezcla natural para reducir la posibilidad de confund¡r la
muestra; un perfil STR diferente en cada una de las dos mezclas indica una
confusión de muestras. La ausencia de estos marcadores STR ¡ndica una muestra
fallida. La presencia de los marcadores STR a ufr muy bajas indica una muestra
débil que debería analizarse con cuidado.

Ltz I

,.

'

I

I En este canal se observarán fragmentos ind¡viduales de estándar de tamaño
Ll2600v2.
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lnstrucc¡ones de uso de Eluc¡gene@ CF_EU2v1

Sección 4: Guía de análisis del software GeneMapper
lntroducción

ientos para el
GeneMapper d

.eluciqene.com/product-cateqo rvlcVSticJi brosÍs/

En la s¡guÉnte secc¡ón se describen los proced¡m
Elucigene CF-EU2v1 utilzando paquetes de software

análisis de muestras de los resultados del
e Appl¡ed B¡osystems (versión 3.7 o super¡or).

Los archivos del producto GeneMapper v3.7 o vs.o están disponibles en arch¡vos z¡p descargables en et s¡tioweb de Elucigene: t
IPara utilizar los productos de CF-EU2vl los archivos zip cont¡enen lo s¡gu¡ente

En caso de cuarquier d¡ficurtad, póngase en contacto con Asistencia técnicaootener asesoramiento
(techsupoort@elucrqene.com) para

o

tos q]drá,os c,ene[./&ár
carpffilce oon h v¿. I :r L¡¡

aEhh¡os GÉnetlapp¿r vS,O soñ
lrÍl bma(b de cÉneMepper v5.0.

]{oe á6{r.últ hádEg9rtrp{tffi b IGt4.0,
Errltde §odd..66b diHrn€nb

Con uración de anál¡sis 3130 Confi faU ócl dn a án I tss 1J 30 Confi ración de anál¡sis 3SO0Archivo de nel Archivo de panel Archivo de panelArchivo del bin Archivo del biñ Archivo del binConfi uración de c¡ón de plotConfi ura Confi ración de otCo uración de tabla Configuración de tabla uración de tablaEstá ndar de tamaño Estándar de tamaño Está ndar de tamaño
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

lmportación de la configuración de GeneMapper

Es necesar¡o importar la conf¡guración del CF-EU2V1 para el GeneMapper. Este proceso se controla a través de
la intelaz "GeneMapper Manager" (Adm¡n¡strador del GeneMapper).

1. Abra el ''GeneMapper Manage/' (Administrador del GeneMapper) hac¡endo clic en el icono E 
.

2. Seleccione la pestaña "Analys¡s Methods" (Métodos de análisis) y luego haga clic en el botón importar
(consulte la F¡gura 6).

F¡gura 6: lnterfaz del GeneMapper Manager

3. Vaya a los archivos de conf¡gurac¡ón necesar¡os para el anál¡sis del producto CF-EU2v1 e impórtelos: 3130 o
3500.

Rep¡ta el proceso seleccionando la pestaña adecuada e importando el archivo correspondiente para lo
siguiente:

. Table Settings (Configuración de tabla)

. Plot Settings (Configuración de plot)

. Size Standards (Estándar de tamaño)
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EUZvi

lmportación de archivos del bin y panel en el panel Manager

Es necesario importar la configuración del bin y panel de CF-EU2v1 para el GeneMapper. Este proceso se controla
a través de la inleiaz "Panel Manager,' (Administrador del panel).

1. Abra el programa Panel Manager haciendo clic en el icono E.

2. Haga cl¡ en "Panel Manager" (Administrador del panel) en la ventana de navegación ¡zquierda. El panel
Manager (Adm¡n¡strador del panel) aparecerá resaltado en color azul.

3. selecc¡one "File/lmport Panels" (Archivo/lmportar paneles). vaya al panel GeneMapper ,,cF-EU2v1
GeneMapper Panel File.txt" y proceda a importarto (F¡9ura 7).

4. El arch¡vo de panel se v¡sual¡zará ahora en la ventana de navegec¡ón izquierda. Haga clic en el archivo de
panel asegurando que se resalte en color azul. Seleccione "lmport.' (lmportar).

S Seleccione "File/lmport Bin Set" (Archivo/lmportar conjunto de b¡nes). Vaya al arch¡vo bin GeneMapper,.CF-
EU2v1 GeneMapper Panel F¡le.txt" y proceda a importarlo.

6. Haga clic en "Apply" (Aplicao y luego en "OK".

t
I

Figura 7: lmportación del archivo de panel del ensayo CF-EUZV1
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lnstrucc¡ones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

a
I

Proceso de análisis

oo
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Ejecutar las muestra6 amplif¡cadas en el
Genetic-Analyzer

Abr¡r el sortwal€ GeneMapper

Agrsgar archivo6 de muostEs FSA al proyscto

Establec€r 6l método de anális¡s, panol y el
estándar de tamaño en ef CF-EUzvl

Ejecutar el anális¡s de mueslra

Guardar el proyecto Gene{tilapper

Seleccionar la mueatre y abJir le v6ntana de plot

Rer'¡ew Trace & Genotype Data

lrrrprimir lc rx eos de muestras d€l panal
. E¡uclgene CF-EUAri
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lmportación de archivos de datos sin procesar

1, Abra el archivo del programa GeneMapper.

' 1"9? 
clic en É para agregar archivos de datos a un proyecto nuevo. vaya a donde están almacenados losarchivos de datos sin procesar -fsa, resalte los 

"rc¡¡ro" 
ol-Jrtos pertinentes y haga cl¡c en el botón ,Add toList>>" (Agregar a lista),

3 La carpeta de eiecución aparecerá ahora en ra ventana ,,sampres 
to Add,,(Muestras que agregar). Ar hacerdoble clic en el icono de la carpeta de ejecución esta ventana mostrará cada archivo.fsa que se va a ¡mportar.

Seguidamente se agregan muestras hac¡endo 6¡¡6 
"n 

EEI en la parte inferior de la pantalla. Los archivosde datos aparecerán ahora en la pantalla principal del GeneMapper (Figura g)_

Figura 8: Muestras listas para agregar al proyecto

lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF_EU2v.l
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EUZv1

Análisis de archivos de datos s¡n procesar

1. En la ventana principal GeneMapper seleccione "CFEU2 Table Settings" (Configuración de la tabla CFEU2)
(Figura 9).

F¡gura 9: Ajuste de la configuración de la tabla
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J

En la ventana principal GeneMapper selecc¡one la primera celda en "Analys¡s Method" (Método de análisis)
y seleccione el método de anális¡s adecuado en el menú desplegable: método de anál¡s¡s CFEUz 3130 o
CFEU2 3500. Rellene las columnas pulsando "Ctrl+D". Repita este proceso seleccionando "CFEUz Size
Standard" (Estándar de tamaño CFEU2) en el encabezado "Size Standard" (Estándar de tamaño),
Recuerde rellenar cada vez pulsando "Ctrl+D" para asegurarse de que se aplica cada ajuste a toda la lista
de muestras.

Seleccione el panel "CF-EU2v'|" para cada muestra (Figura 10). Para la mezcla A seleccione el subpanel
que contiene la mezcla A y para la mezcla B selecc¡one el subpanel que contiene la mezcla B.

o
(.)

z
F¡gura 10: Selección de la conf¡guración del panel de CF-EU2v1
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4, Haga clic en ) para inac¡ar el anál¡sis de la muestra. As¡gne un nombre de proyecto cuando se le solicite
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

Revisión de datos del producto

'1, Seleccione la muestra para el análisis (resaltando la fila de muestras).

2. Haga clic en @ para "Disptay ptots,' (Visualizar plots).

3 Use el menÚ desplegable para seleccionar la configuración de plot CF-EUZv1 adecuada (F¡gura 1 1):

. Para ver la mezcra A con datos pory-T sereccione: "cFEU2 prot pr-on" (GFEU2 prot pr
activado)

. Para ver la mezcla A g!! datos poly-T seleccione: ,,CFEU2 plot pT_off'(CFEU2 plot pT
desactivado)

Figura 1l : Menú desptegable de ta conf¡guración de plot CF-EU2V1 .

til.r':,

Ptot Srthú¡ E I *tri.,r.."I
@+l EotPT-off

lg¡ríde F¡r.

4. En la ventana del plot se visualizará el perfil de la muestra (Figura 12).

5. Se recomienda que la ventana del plot tenga act¡vado "S¡ngle cl¡ck edit¡ng" (Editar con un soto clic). para
hacer esto seleccione "Alleles/set cl¡ck edit¡ng" (Alelos/aiustar edición con clic) y asegúrese de que esta
opción esté marcada.

Figura 12: Ventana de plot de muestras con datos de rastreo et¡quetados.
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lnstrucciones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2v1

Puntuación de los picos de diagnóstico

Cada individuo tiene dos copias del gen CFTR. Cuando estas copias tienen la misma secuencia en un determ¡nado
alelo, el individuo se describe como homoc¡goto respecto a ese alelo. Cuando las copias difieren en la secuencia
en un determinado alelo, el individuo se describe como heterocigoto (Figura 14).

La mezcla A (mutante) determina si un individuo es portador de una mutac¡ón y esto viene ¡nd¡cado por la presenc¡a
de un pico azul. La mezcla mutante contiene también iniciadores del alelo F508del normal, por lo que esta mezcla
puede determinar si un individuo es normal respecto a F508del (p¡co verde so¡amente), homocigoto respecto a
F508del (pico azul solamente) o heteroc¡goto respecto a F508del (p¡cos azul y verde).

S¡ se observa otra mutación, se puede amplificar la muesfa con la mezcla B (natural) para determinar el estado
de homoc¡goto o heterocigoto. La presencia de un pico verde para el alelo en cuestión en la mezcla natural indica
que el ¡nd¡v¡duo es heterocigoto y la ausencia de un pico verde ¡nd¡cá que el ¡ndav¡duo es homocigoto para la
mutación en cuest¡ón.

I F¡gura 13: Resulta natural

En la mezcla A habrá un único pico verde (homoc¡goto F508del natural)
En la mezcla B habrá un ún¡co pico verde (homocigoto natural).
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lnstrucc¡ones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2v1

Figura 14: Resultado eterociooto

En la mezcla A habrá un único pico azuljunto con el pico Fsogdel verde natural, lo que indica que el
ind¡v¡duo es portador de una mutación.
En la mezcla B habrá un único p¡co verde natural, de altura reducida, en la m¡sma posición que en la
mezcla A, lo que conf¡rma el estado de heterocigoto.

Mezcla A
¡10 N 360 1ñ

3m
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'77 29-11t7-t
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IF508del WT
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I 6 l0 12 14 t7 19 22 24 76 28 30 33 35 37 39 {t 43 .t5

31

48 50

l6

Figura l5: Resultado hete iooto F508det

. En la mezcla A habrá un único p¡co verde y un único pico azul, de altura reducida.o En la mezcla B se observará un pico l507del natural de altura reducida en la pos¡ción 5 y dos picos
separados 3 pb en la pos¡c¡ón 8 en los resultados de un individuo hetefocigoto para F508del. 
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

F¡gura 16: Resultado homociooto

En la mezcla A habrá un único pico azuljunto con el p¡co F508del verde natural, lo que and¡ca que el
¡ndiv¡duo es portador de una mutación.
En la mezcla B se observará la ausenc¡a de un pico verde natural en Ia misma posic¡ón que en la mezcla
A, lo que indica que el individuo es homocigoto para la mutac¡ón en particular.
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210 280 350 a¡) as0lzlo

,ÚI]

laD

en

0
a

I TT

03-2789+5

F508del WT

1r¡0 z',lo 280 350 42f)

t2 4 5 79 ll l3 l5 18 2t 23 25 2'.7 29 32 34 36 38 40

Mezcla B

2tm

¡9

42 44 16 41 48 50

49

¡m

7m

0

1

o
(.)

zo
F

6 l0 t2 14 l7 19 l2 24 26 28 30 33 35 17 t9 4t J-j 45

16 3loo

a

Designación de marcadores de GeneMapper
Al v¡sualizar datos de rastreo en GeneMapper, los p¡cos de diagnóstico de la mezcla A se etiquetarán con el nombre
y el nÚmero de marcador. Los picos de diagnóstico en la mezcla B solo se etiquetarán con el número de marcador,

Los datos de picos de un marcador detectado et¡quetado pueden examinarse con más detalle pasando el cursor
del ratón sobre Ia et¡queta del marcador de interés, tras lo cual en la ventana de plot de muestras aparecerán el
nombre del marcador, y el tamaño y la altura del pico. Consulte el Anexo A para ver la tabla resumen de los
rangos de tamaño ¡nd¡v¡duales de los marcadores detectados por el ensayo CF-EU2v1.
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lnstrucc¡ones de uso de Eluc¡gene@ CF_EU2vl

Modificación del archivo de parámetros de análisis
Puede ser necesario modificar los "Analysis 

-Ranges" (Rangos de anál¡sis) pfedeterminados en la configuracióndel análisis para tener en cuenta.la var¡aóión local-en la" contic-¡Jles de ejecución. El rango de análisis mínimodependerá de los capilares y polímeros que se ut¡l¡ién oriá"üla recogida de datos.

Para ver la configuración de análisis actual:

1' Abra el "GeneMapper Manager" (Administrador der GeneMapper) hac¡endo cric en er ¡cono EI .

2 selecc¡one la pestaña "Analysis Methods" (Métodos de anál¡sis). Etarchivo importad o cF-EU2vl aparecerácomo "CFEU2 Anatys¡s Method,, (Método de anátis¡s CFEU2),

3 Haga clic en "GFEU2 Analys¡s Method" (Método de anát¡sis CFEU2). La fila aparecerá ahora resattada.

4' Haga clic en el botón "open" (Abr¡r) y seleccione la pestaña "peak Detector.' (Detector de picos) (Figura

l3r"?""HilrXrredeterminada, 
tos rangos de análisis están configurado" pro qu" 

"rpl""Ln 
en 1600 y

a

a
Figura 17: Rangos de anális¡s
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2vl

Para encontrar el rango de análisis correcto para su laboratorio:

5. Desde la ventana GeneMapper principal, haga doble clic en la Run Folder (Carpeta de ejecución) importada
para ver la lista de archivos .fsa que contiene.

Selecc¡one un archivo .fsa

Al hacer clic en la pestaña "Raw data" (Datos sin procesar) se visualizará el electroferograma de los datos
sin procesar.

Usando el primer pico del estándar de tamaño (por ejemplo, l00bp para GS600v2 LIZ) a modo de guía,

seleccione un punto de datos de aproximadamente '100 puntos de datos más corto (Figura 18). De este modo
se determ¡na el punto más baio en el rango analizable.

o Asegúrese de que el rango de anál¡s¡s máx¡mo abarce el mayor pico del estándar de tamaño (por eiemplo,
600 bp para GS600LlZv2),

10. lntroduzca los valores nuevos en el archivo de análisis (obteniendo acceso al m¡smo como se describe más
arr¡ba).

Figura l8: Localización del rango mÍnimo utilizando datos de muestra sin procesar
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lnstrucciones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2vl

En la s¡guiente secciÓn se describen los procedimientos para el anális¡s de muestras de los resuttados del
Elucigene CF-EU2vl ut¡lizando paquetes de software GeneMarker de Softcenetics (vers¡ón 1.9i o superior).

Sección 5: Guía de análisis del software GeneMarker

lntroducción

l{o{¡: - tss & p6rlE$o té'l¡or toá¡ii*fo v 2.6.3.

Los archivos del producto GeneMapper v1.95 o superior están disponibles en archivos zip descargables en el
sit¡o web de Eluc¡gene:

www eluciqene.com /product-cateaorv/cys tic-fibrosis/

a

I

o
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lnstrucciones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2v1

lmportación de la configuración del panel de GeneMarker del producto

Es necesario importar la conf¡guración del panel CF-EU2V1 para el GeneMarker. Este proceso se controla a
través de la interfaz "Pane¡ Editoa'(Editor del panel).

1. Abra el "Panel Edito/'(Editor del panel) del menú desplegable "Tools" (Herramientas) (Figura 19).

Figura 19: Selección del Editor del panel
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Selecc¡one "lmport Panels" (lmportar paneles) desde el menú desplegable "F¡le" (Archivo) (F¡gura 20)

Figura 20: lmportación de paneles
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3. Vaya al arch¡vo correspondiente del panel CF-EU2v'l e impórtelo,

4. Rep¡ta el proceso según proceda para otros archivos de paneles pertinentes

FOLTO

3

B cÉrtr Nee P.ñrl
X Odér Cum¡i Pürét/Mart r

§ Srr: ctr"ngs Ctrl+S

E S!v. Ch.nEEr f,,irh Si¡ñd Élfo
süre As tltlr P¿nd

lllrEort Pfc-d.fincd PrrcB
Irñport ABI P.ndg

tnport MBC llolhnd P.nek
E¡poñ Fóñd

fra

CF2EUBYES OO5 Mayo-2017 Página 37 de 62



lnstrucc¡ones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2v,1

Proceso de análisis

El proceso de anális¡s de muestras se resume en el organ¡grama sigu¡ente

a

3

a

Eiécutár las mu€stras ampl¡f¡cad6 en él
Genet¡c-Analyzer

Abrir el soflware Gon€Marker

Agr€gar archivos de muestras FSA al p¡oyecto

Establecer el método de anál¡s¡s, pansl y el
estándar dq tamaño efl elCF-EUAI

Eiocutar el análisis de muestrG

Silaccbnar h apllc¡clúr; AiBrAnál¡E¡g
cdtrFtt¡{vo
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2V1

Adición de archivos de muestras al GeneMarker

Abra elarch¡vo del programa GeneMarker y seleccione "Open Data" (Abrir datos) cuando se le sol¡cite. Aparecerá
el cuadro Open Data Files (Abrir arch¡vos de datos). Haga clic en el botón "Add" (Agregar). Aparecerá el diálogo
Open (Abrir). Vaya al directorio que contiene los archivos de datos sin procesar:

1. Seleccione todos los archivos med¡ante CTRL+A o use las teclas CTRL y/o MAYÚS para seleccionar
muestras individuales-

? Haga clic en el botón "Open" (Abrir) del diálogo Open (Abrir). Los arch¡vos seleccionados aparecerán en el
campo Data File L¡st (Lista de archivos de datos) (Figura 21).

Figura 21: Muestras agregadas a la Lista de arch¡vos de datos

a

I
ñ

C,'

oo
z(J
l¡,
F

o

a Haga clic en el botón "OK" en el cuadro Open Data Files (Abrir archivos de detos) y las muestras se cargarán
en el GeneMarker. El software abrirá entonces automát¡camente la ventana Raw Data Analysis (Análisis de
datos sin procesar) (Figuta 221.

Figu?a 22: Ventana de anális¡s de datos sin procesar

o d, FrIa ¡-..q.lle r,trBs¡ñA r.t "-_-i

I

i

I

I
lr

¡

rl|lt'e:' 1r " +::!a--'.== ;::,i:*,ai,'r'irl,lfr.'ü1) I . : i¡lrlÍt alrrr§ .,trir=flii{l4!*!*..,., j":{e!}:I .. I

[tl
Raw Data Trace - A Mix

Raw Data Trace - B Mix

Sample Tree :j

a*l
!r*or I

E a',,"*...1 T a!.o€bv!.. oK f c-*r I

6-
§_

3-02U5-201
9_0?85_20l

l
Dai¿ Elo Li§t

+tor
30a_m1 ¿.r 0.1

l¿ ¡*o..,1

DCd¿

l6t
16.1

+1G16.kó
1-101E.rraE r! . \aú1-Fü-4831 304_201 4.10t

E:\
E.\

Sv¡t'r¡t c Gel lirrage

CF2EUBYES OO5 Mayo-2O17 Página 39 de 62

i-ádd---



lnstrucc¡ones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

Procesamiento de datos

una vez cargados en el GeneMarker, los arch¡vos de datos sin procesar estarán listos para su procesamiento. Elpaso de procesam¡ento incluye la aplicación de un está;da; áe tamaño, el t¡ltrado oe p¡iol rurdosos y lacomparación con un panel alélico conocido si se desea.

GeneMarker combina todos estos pasos en una senc¡lla herramienta llamada ,'Run wizard,,(Figura 23). paru
acceder al Run wizard (Asistente de eiecución) simprement" r,a!a 

"r" "n 
ái;;;" ;il; irf]!.i, tüil'r,",. prov".,olen la barra de herramientas pr¡nc¡pal.

Run Wizard: creación de una plantilla de ejecución

qs. ryj1s.9!o crgar una plant¡lla de ejecucón la primera vez que se utiliza este software para analizar tos datosdel CF-EU2v1. Esto se hace a travéé del Run Wizard:

1 Para acceder al Run Wizard simplemente haga clic en el ¡cono "Run project" (Ejecutar proyecto) en la barrade herramientas principal.

2. As¡gne un nombre de planti[a, por e.lemplo, CF_EU2vi .

3' Seleccione el Panel, S¡ze standard (Estándar de tamaño), Standard Cotour (Cotor estándar) y Anatysis Type(Tipo de anál¡s¡s) como se muestra en la Figura 23 siguiente.

4. Haga clic en "Save" (Guardar) para guardar la plant¡lla para análisis futuros_

5. Haga clic en "Next" (Siguiente) para continuar,

a

3

F¡gura 23: Run Wizard: ventana de selecc¡ón de plantilla
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

Run Wizard: procesamiento de datos

Le ventana Deta Process (Procesamiento de datos) del Run Wizard permite al usuario seleccionar los
parámetros de filtrado de picos.

1. Seleccione la configuración de anál¡s¡s adecuada en la ventana Data Process (Procesamiento de datos) como
se muestra en la f¡gura siguiente (Figura 24).

2. Haga clic en "Next" (Siguiente) para continuar

NoÉa: Le mnfgrx .ción del r€rEo dc, án¡li{Bir dÉñ6o dd dEo deüá[sir & Oatoon pocÜ*rr varlará dependendo
dd pol{merc uslizado en la lEcogHa dé'(tsbs. E¡ q4fe&r débc §rbeciqraa un lFfr de punb de datos de
iñido quE irÉluya ei pho dd €s@ar dS tnndto de B0 ü0. Pqrq d4o6 360q,,€!rnÉfi.te la ln§ldded mfnima
a «t0. ' ':,:.'.a

I Figura 24: Run Wizard: ventana de procesamiento de datos

o Wizard: configuraciones adicionales
No se requieren conf¡guraciones ad¡cionales (Figura 25). Haga clic en "OK" para continuar

Figura 25: Run Wizard: configurac¡ones adic¡onales
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lnstrucc¡ones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2v1

Cuadro de procesamiento de datos
Después de hacer cl¡c en "oK" en el cuadro Run Wizard Add¡tional Settings (Configurac¡ones adicionales de Runwizard), aparecerá el cuadro Data Processing (Procesamiento de datos¡-(Figura ó.-Éá;t*;" procesar seprocesan y dimensionan, tras lo cual se aplican los paÉmetros de filtradó y eipanel áeecc¡onráá.-

l Haga clic en "OK" del cuadro Data Process¡ng (Procesamiento de datos) cuando se complete el análisis.

Figura 26: Cuadro de procesamiento de datos

l-Rñ-¡031¡r_2!1{10-16_16-1É_@5_?Ol{-tO-16. f.!, C-rl.r.¿
-¡uLIE3lO¡-!01{-llFl6-16-lS_@€s_20ta-lO-16. ¡ .CrD¡.t.d
-BEL¡!3110L201r-llFL6_16-19_026_20, {-lO-16. f!L . CÉr¡.r.¿ a

I

t

CF2EUBYES OO5 May0-2017 Página 42 de 62

Erl



lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2vl

Ventana de análisis principal
La disposic¡ón de la ventana de anális¡s pr¡nc¡pal (F¡gura 27) del GeneMarker es fácil de usar. Esta d¡sposición
incluye:

. La lista de arch¡vos de muestras, que aparece en la parte ¡zquierda de la ventana

. La imagen de gel sintét¡co, que aparece en la parte superior de la ventana.

. El electroferograma de datos, debajo de la imagen de gel.

. Una tabla de ¡nformes, que aparece en la parte derecha de la ventana.

a En esta ventana es ¡mportante ver¡f¡car que todos los picos apropiados en cada perfil se han decidido
correctamente.

1. Haga doble clic en cada muestra por turno en el árbol de arch¡vos de muestras situado en la parte izquierda
de la pantalla. Haga clic derecho en cualqu¡era de los p¡cos en cuest¡ón y el¡ja las opciones en el cuadro de
diálogo, p. ej., editar o suprimir alelo, conf¡rmar o anular según proceda,

2. Cuando no se puede desc¡frar el p¡co porque está por debajo del umbral, el alelo puede as¡gnarse
manualmente. Seleccione el "Marker" (Marcador) en el menú desplegable, y pulsando la tecla mayúscula
haga clic con el botón derecho en el correspond¡ente pico, después haga clic en "lnsert Allele" (lnsertar
alelo) y, por último, en "OK". Al analizar los datos de la mezcla A y B juntos es ¡mportante asegurarse de que
se han desc¡frado todos los p¡cos de STR.

3. Después de completar este proceso en todas las muestras, puede realizarse la sigulente fase del análisis.

F¡gura 27: Ventana de análisis principal
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Análisis y previsualización del informe de GeneMarker

lnforme de solo mutante (mezcla A)

l En la ventana de análisis principal, seleccione la opción "Appl¡cat¡ons" (Apl¡các¡ones) del menú desplegables¡tuado en la parte superior de la pantalla.

2 seleccione "ARMs/comparative Analys¡s" (ARMS/Análisis comparativo) y después ',Mutant only,, (Solomutante) En el cuadro de diálogo "ARMsicomparative print settinis', tnárr,rs¡aj, jl.'0" ¡mpresióncomparativos) seleccione "Poly-T Analys¡s" (Análisis poli-T) si es el análilis .irr".ponáLriu lrigura 28).

3 Haga clic en "Preview" (vista prev¡a) en el cuadro de d¡átogo ,,ARMS/comparat¡ve print settings,,(ARMS/Austes de ¡mpresión comparativos) para verel informe de solo mutante (mezcla A) de Eluc¡gene CF-EU2v1 (Figura 29) En esta ventana el operador puede revisar e ¡mpr¡mir los informes de las muestras.

4 Haga clic en "oK" en el cuadro de diálogo "ARMS/comparat¡ve pr¡nt settings,' (ARMS/Ajustes deimpresión comparativos) para ¡mprimir el informe de soto mutante (mezcla A) de Err"iián"'Ci-euzrt 1rigu.29) sin revisar.

F¡gura 28: Cuadro de ajustes de ¡mpresión comparat¡vos/ARMS soto mutante

lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v.l
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lnstrucciones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2v1

Figura 29: Ventana del informe de solo mutante (mezcla A) de Elucigene CF-EU2V1
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I informe de GeneMarker incluye las caracteristacas siguientes

Encabezado del informe: contiene ¡nformac¡ón acerca del análisis, proyecto, muestra y parámetros.

Cuadro para firma: fecha y espacio inicial de los revisores del ¡nfome.

Electroferograma: similar a la ventana ARMs/Comparative analysis (ARMS/Análisis comparativo), muestra
todos los tonos de colorante del trazo de muestra.
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Tabla del informe: en la tabla princ¡palse muestran todas las mutaciones anal¡zadas en este k¡t. La presencia
o ausenc¡a de una mutac¡ón se indica con 1 o 0. Téngase en cuenta que el estado total de c¡got¡cidad solo
puede notif¡carse para el locus F508 cuando solo se anal¡za la mezcla A. En la segunda tabla se muestra el
estado de pol¡-T de la muestra si se ha seleccionado la función.
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lnstrucc¡ones de uso de Eluc¡gene@ CF_EU2vl

Análisis y previsualización del informe de GeneMarker

Mezcla (A y B) mutante y natural

Figura 30: Pantafla del editor del grupo de nombres de archivo

En la ventana de anáris¡s principar, se-recc¡one ra opción ,,Toors,. (Herramientas) der menú despregabresfiuado en ta parre superior de ta pantafla y, oespues. ei; rit" ñ.ñ" _br"r; i;;i;;¿"*;;;;';"";;i, nrrp"de nombres de archivo) se abrirá ra part"ll;i¡i" ñ.r" óiorpioor" tHerrrmienta para grupo d; nombresde a.rch¡vo). En el cuaáro "come+ bt secl¡Ln; iü;;;;, J"ileccion.¡ escriua et número de ra corumnaen ra que aparece er nombre de ra muesrra. En er cuad¿ -Maic; to rdent¡fier by sect¡on,, (Hacef co¡ncidircon el identificador por secc¡ón) escriba er ,um"ro oe i" ";ñ;;;. ra que aparece er t¡po de mezcra, esdecir, A o B. En er cuadro "contror rdentifier,'rro""t,r"1ááij"'"ontror) escr¡ba,A,,. Haga cric en er botón

;#;j:j;ál** 
*incid¡r) v las muestras coincioentei ápa-recei¿'ni-n el láteral ¿eie.no o"iJrááiJiiiaroso

a

3

o

2

J

Guarde el grupo coincidente en la correspondiente carpeta hac¡endo clic en el icono situado en ¡a partesuperior de la sección .,Matched 
Croups,,iCrrpos .o¡n"i:"it"Jl.'

En la ventana de análisis princ¡oal, selecc¡one Ia opc¡ón "Appl¡cations" (Aplicaciones) del menú desptegablesituado en la parte superior de la pantalla.

se¡eccione "ARMS/compa¡at¡ve Anarysis" (ARMS/Anárisis comparat¡vo) seguido de ',Mutant + w¡rdtype-(Mutante + Naturar). En er cuadro oe.oÉrogo i'nRmslc.rp"iriiJ" lratysisí lanuénnáiii" .orp"r.r,ro¡seleccione er "croup Fire" (Archivo_de g1,{9rr q;11'91i,i- íá=lpues serec"ione ,.pory_T Anarysis,, (Anáris¡sde poti'T) si este anáris¡s es et co,esponoiente y/o 'srn-ci""ir icomprobación o" §rn¡ lrigi,ia s1). Hagacric en "oK" para ver ta ventana -AiMs/co;p;átiri, irirr-r,.l",li;¡rüsÁ;;i¿üil;;li,rrüiürrr rrl
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

F¡gure 31: Cuadro de configuración de ARMS/Anál¡sis comparativo

Figura 32: Ventana ARMS/Análisis comparativo
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lnstrucciones de uso de Eluc¡geneo CF-EU2v1

5 Haga clic en el ¡cono de impresión en la ventana "ARMs/Comparat¡ve Analysas" (ARMS/Análisis
comparqtivo). Seleccione "Poly-T Analys¡s" (Anál¡sis de poli-T) si este anális¡s es el correspondiente y/o
"srR check" (comprobación de srR) (F¡gura 31). "prev¡ew" (vista previa) pera ver el informe de
Eluc¡gene CF-EU2v1 A + B (F¡gura 33). En esta ventana el operador puede revisar e ¡mprim¡r los informes
de las muestras.

F¡gu.a 33: Ventana del ¡nforme de CF-EU2V1 Mutante + Nalural (mezcla A + B)

rI¡.3,t491.nl.¡¡lrr!i.,at-'(,1.{..
f-rú? 1r!r_m1_¡07_r_lrrenr+úr,a0r ! a.rtr

l-¡* rr¡¡r¡sf,oú¿lY.hÉb

:¡Í¡,* ¡¡¡,ro,o.,au¡e.,ao{ño.,eao thled

910

k

ffi

b
T

El informe de Elucigene CF-EU2v1 incluye las característ¡cas siguientes:

o Encabezado del informe: contiene informac¡ón acerca del análisis, proyecto, muestra y parámetros.
. Cuadro para la firma: fecha y espacio in¡cial de los revisores del informe. Se ¡ncluye una columna más

para las ¡nic¡ales del revisor.
. Electroferograma: similar a la ventana de ARMS/Análisis comparativo, muestra todos los tonos de

colorante del trazo de muestra.
. Tabla del informe: en la tabla pr¡nc¡pal se muestran todas las mutaciones anal¡zadas en este kit. El

estado homoc¡goto o heterocigoto se indica mediante el número de alelos naturales o mutantes
notificados en cada locus. En la segunda tabla se muestra el estado de pol¡-T de la muestra s¡ se ha
seleccionado la función.

. Histograma de comparación de rastreo: GeneMarker calcula las diferencias alélicas entre el rastreo de
mezcla A y B, y las muestra en el histograma situado debajo de los eleclroferogramas de muestras.
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lnstrucc¡ones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

Et¡quetas de los picos

Las etiquetas de los p¡cos se muestran con cód¡gos de color según la calidad de la coincidencia entre el pico
detectado y los bines del panel observados. En el electroferograma, los marcadores son banas gr¡ses hor¡zontales
y el centro de los p¡cos está marcado con una barra gris vertical.

Los picos que caen fuera de los marcadores o de los bines del panel se marcan en rojo como Fuera de escala
(OL, Off Ladde0.

l{o¡r: Lái ENAfEáA él üpc ds pqÍmsrq rfdren .y:

los bfrres de lós mrnr¡¿ircc PgEi
GmdlarterPu6d6 enoonüar86 máa gn d€N

suminlstEdo con

Puntuación de los picos de diagnóstico
Cada ¡nd¡viduo t¡ene dos copias del gen CFTR. Cuando estas cop¡as t¡enen la m¡sma secuenc¡a en un determ¡nado
alelo, el ind¡viduo se descr¡be como homocigoto respecto a ese alelo. Cuando las copias difieren en ia secuencia
en un determinado alelo, el individuo se descr¡be como heterocigoto.

La mezcla A (mutante) determina si un indiv¡duo es portador de una mutac¡ón y esto v¡ene ¡nd¡cado por la presenc¡a
de un pico azul. La mezcla mutante cont¡ene también iniciadores delalelo F508del normal, por lo que esta mezcla
puede determinar si un individuo es normal respecto a F508del (pico verde solamente), homocigoto respecto a
F508del (pico azul solamente) o heterocigoto respecto a F508del (picos azul y verde).

S¡ se observa otra mutación, se puede amplif¡car la muestra con la mezcla B (natural) para determinar el estado
de homoc¡goto o heteroc¡goto. La presencia de un pico verde para el alelo en cuestión en la mezcla natural indica
que el individuo es heterocigoto y la ausenc¡a de un p¡co verde indica que el individuo es homoc¡goto para la
mutación en cuestión.

onsulte la F¡gura 34 para ver ejemplos de GeneMarker

lüts: En 18 gufa de inbDreEdón (H

¡{ot :

taoüi: Pará otf,trrer una lieta de máii§ffi'Affidog
r-c neíe¡rorcio éatáil]oiis(ládB6l Ancxo A.

otúofládo

En caso d€ cudqüer d¡ñsrlbd, PónSSsRfQ conHO ,.qryryqqryrylq@optre iúÉrÉr a§6soramierrb.

Designación de marcadores de GeneMarker
AI visuel¡zar datos de rastreo en GeneMarker, los picos de d¡agnóstico de la mezcla A se etiquetarán con el nombre
y el número de marcador. Los picos de d¡agnóstico en la mezcla B solo se et¡quetarán con el número de marcador,

Los datos de picos de un marcador detectado etiquetado pueden examinarse con más detalle pasando el cursor
del ratón sobre la et¡queta del marcador de interés, tras lo cual en la ventana de plot de muestras aparecerán el
nombre del marcador, y eltamaño y la altura del pico.

Consulte el Anexo A para ver la tabla resumen de los rangos de tamaño ¡ndiv¡duales de los marcadores
detectados por el ensayo CF-EU2v1 .
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

F¡gura 34: Ejemplos de representaciones a) normales, b) heteroc¡gotas y c) homocigotas
A. Normales
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B. Heterocigotas (1717-1G>A mutación)
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C. Homocigotas (2789+5c>A mutación)
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v'l

Sección 6: Rendimiento del ensayo

Descripción

Se realizaron estudios clínicos para determinar el rendim¡ento de las caracteristicas del ensayo CF-EU2v1 . Todos
los estudios de validación se realizaron en los anal¡zadores genéticos 3130x1 y 3500 con los materiales, equipo y
procedim¡enlos descritos en el documento de lnstrucciones de uso.

Todas las muestras usadas para la validación se han cáracterizado prev¡amente mediante secuenc¡ación
bidireccional (criterio de referenc¡a).

Precisión: características de rendimiento

Validación interna

lntroducción y protocolo

La precis¡ón del ensayo CF-EU2V1 se valoró med¡ante la evaluación de 159 muestras representativas de una
amplia selección de variantes de CFTR procedentes de cuatro fuentes independ¡entes. Las muestras estaban
compuestas por lo s¡gu¡ente: 91 muestras de gDNA clínicas anonimizadas aisladas de sangre humana,21
muestras derivadas de manchas de sangre, gDNA obtenido de 37 muestras de líneas celulares de un proveedor

merc¡al, y 10 objetivos sintéticos. La precis¡ón de las lecturas de todas las muestras se comparó con la
secuenciac¡ón bidireccaonal

La precisión del ensayo CF-EU2v1 para detectar variantes de poly-Tc/poly-T se valoró mediante la evaluación de
148 muestras procedentes de tres fuentes independ¡entes. El con¡unto de las muestras contenía ejemplos de cada
variante de poly-T sol¡c¡tados por el ensayo (según el uso indicado). Las muestras estaban compuestas por lo
s¡guiente: 90 muestras de 9DNA clínicas anonim¡zadas a¡sladas de sangre humana, 21 muestras derivadas de
manchas de sangre, gDNA obtenido de 37 muestras de líneas celulares de un proveedor comerc¡al. La prec¡sión
de las lecturas de todas las muestras se comparó con la secuenciación bidireccional.

Resu ltado s de las D ruebas v conclusrones

La precisión se notifica como concordancia de porcentaje positivo (PPA), concordancia de porcentaje negativo
(NPA) y concordanc¡a general (OA). Los resultados f¡nales de precisión del ensayo basados en todos los
resuttados se ¡nd¡can en las Tablas 6a y 6b siguientes:
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

Tabla 6a: Prec¡srón delensayo CF-EU2v1 (por mutación)

c 159 0 1

¡*"*j,¡it§m¡iü

+"ff,
fFi
lTl '

r. :§:::'

E¡(ti s
{*t

0 t58 0 0 100 100 r00
E60X 159 1 I 0 157 0 0 100 100 100
P67L r59 I 0 1 157 0 0 100 100 t00
G85E r59 2 1 0 156 0 0 100 100 100

394d€lTT r59 1 1 0 ,t57 0 r00 100 t00
4+tdelA 159 0 1 0 158 0 0 r00 100 't00
R117C 159 2 0 1 r56 0 0 t00 r00 100
RI l7H r59 2 1 0 t56 0 0 t00 100 't 00
Y122X 159 1 1 0 157 0 0 100 t00 100

821+1G>T r59 1 2 0 r56 0 0 t0o 100 r00
7ll+lG>T 159 0 1 0 158 0 0 t00 100 100

1206W 't 59 0 0 1 158 0 0 r00 100 100
l07tdolT 159 o 1 0 158 0 0 r00 100 100
R334W r59 1 1 0 157 0 0 100 100 100
R347P '159 0 1 0 r58 0 0 t00 r00 100
R3¡tZH 159 0 I 0 158 0 0 ,00 100 100
4455E ls9 2 1 0 156 0 0 100 100 100
l507del t50 2 I 0 156 0 0 100 100 100
F508dol t50 u 11 1 lt3 0 100 ,100 '100

1677dslTA r59 1 0 1 157 0 0 100 100 100
v520F 159 0 1 0 t58 0 0 t00 100 lo0

17,17 -1G>A 't 59 3 1 0 155 0 0 100 100 r00
G5,t2X r59 6 I 0 152 0 0 100 r00 r00

s549RtT>G) 159 I 1 0 157 0 0 t00 100 r00
s549N 159 0 1 0 158 0 0 't 00 t00 r00
G55ID 159 4 I 0 l5¡l 0 0 100 100 r00
R553X 159 2 ,| 0 156 0 0 100 100 100
R58OT t59 0 I 0 158 0 0 r00 100 r00

lStl+l.6kbA>G 159 I 0 1 157 0 0 ,t 00 100 100
l89t+l G>A 150 I I 0 157 0 0 100 t00 100
2lil3delf r59 I 0 0 r58 0 0 100 100 100
2lE4dolA 159 2 1 0 156 0 0 100 100 ,00
23{7delG r59 I 0 I 157 0 o r00 lo0 r00
w846X 159 ,l

U I 157 0 0 100 100 100
2789+5G>A 159 0 I 0 158 0 0 r00 100 't 00

Q890X '159 0 0 1 158 0 0 100 r00 100
3120+lG>a r59 0 I 0 r5t 0 0 100 ,00 100
32f2.26A>G l5s 2 I 0 156 0 0 100 t00 100

Rl066C 150 0 1 f56 0 0 100 r00 100
Yr0g2x(c>A) r59 2 1 0 '156 0 100 l0o 100

M1101K ,159 0 ,l 0 r58 0 0 r00 t00 100
Dr l52H 159 6 1 0 152 0 0 t00 100 100
Rt tsEX r59 2 1 0 156 0 0 t00 100 100
Rl l62X 159 2 I 0 't 56 0 0 100 100 100

3650d€lC 159 2 I 0 156 0 0 100 l0o 100
38¡0S+l0kbc>T 159 1 0 155 0 0 100 100 100
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lnstrucciones de uso de Eluc¡gene@ CF-EU2v1

Tabla 6b: Precisión del ensayo CF-EU2v1 (por var¡antes de poly-Tc/poly-T)

o
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F

É

hr¡.nórr
(ffiiüe coñb)

ttr*i
atsü.' fr::

1tñF

"ry$ 
l
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ffi
sl251N 159 I 0 I 157 0 0 100 100r00

3905¡nsT 159 I I 0 157 0 0 100 100 t00
w1282X 159 12 1 0 l¡16 0 0 100 100 100

N1303K 159 5 I 0 t53 0 0 100 100 100

WT 11 0 0 0 14 0 0 100 100 100

TOTAL 7964 111 50 lt 7789 0 0 100 100 r00

Fno(po *ir¡;ü.,
deiEó

ilírÉ.
.bfu¡.
¡dtdú*'

rf, o 'ea, iftr{É'dÉffi
,iF*'i
f{|.::i
. : ill'il
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á*
-ffim

(TG)lr(T)5(T)7 3 0 0 0 t00 100 100

trGx t(T)5,(T)s 3 0 0 0 100 100 100

fTG)r2(T)5(T)7 6 ,| 0 0 100 100 't 00
(TG)r2(n5r(T)9 3 1 0 0 r00 't 00 100

(f17t(fl7 50 '17 0 0 100 100 1fi)
(T)7(T)9 35 16 0 0 100 100 100
(r)s(r)9 12 2 0 0 100 100 100
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

Precisión: repetibilidad

lntroducción V orotocolo

El obietivo de este estudio era demostrar que el ensayo cF-EU2v1 produce resultados repetibles s¡ se analizan enidénticas condiciones, en tres ocasiones.dist¡ntas el Áismo día y con un lote de un solo fábr¡cante. ée preparó unpaner de referencia de muestras deADN (formado por anaritos ádecuados y un contror *g"iú"1. 
-

Para la primera conf¡gurac¡ón experimental cada muestra de ADN se analizó 4 veces (4 repeticiones) con elprotocolo de RPc adecuado como se indica en las lnstrucciones de uso. Los productos Rcp etiquetadosfluorescentemente se separaron med¡ante electroforesis capilár. et análisis posterior se realizó con el softwareGeneMapper 5.

Este experimento se repitió dos veces más durante un periodo de 24 horas. a

3
sulta ela e nclu

Para cada repetición analizada en las tres ocasiones distintas, todos los marcadores previstos estaban presentesy d¡eron 
-como 

resultado la interpretación del diagnóstico correcto en cada una de r"s mr".iras 
-a"r 

panel de ADN.La repet¡bilidad se notifica como concordancia dá porcentaje positivo (ppA), concordanc¡a de porcentaje negativo(NPA) y concordanc¡a general (oA). Los resuhados oet éstloio de iepetíbt¡dao, ,i"rári"J.i-p", ,uestras, seincluyen en la Tabra r s¡gu¡ente. Estos datos proporcionan pruebas de que er ensayo cF-EU2v1 produceresultados repetibles de forma sistemática.

Tabla 7: Repetibilidad del ensayo CF-EU2v1 (por muestra)

fr

1

,

F508del,+ 4 4 4 196 196 196 0

l{B*
SiI. i
.l-:)¿i

ai.á

,,,1,'l

,:l§A
lffi]::

OA
te6l

0 r00 t00 100
2 G542X/+ 4 4 4 196 196 196 0 0 100 100 t00

R347P/c55lD I I I r96 196 196 0 0 t00 100 100
4 Nl303K/+ 4 4 4 196 196 196 0 0 100 t00 100
5 1717t+ 4 4 4 196 r96 196 0 0 100 100 100
5 R553)U+ 4 4 4 196 196 196 0 0 100 100 100

4455E/F508de 8 I 8 196 r96 196 0 0 100 100 100

8 w12B2ru+ 4 4 4 196 196 196 0 0 100 100 100
9 l50Z+ 4 4 4 196 196 t96 0 0 100 100 100
10 Rl l62x/+ 4 4 4 196 196 196 0 0 100 100 100
11 0 0 0 196 196 't96 0 0 100 't 00 100
TOTAL 48 48 ¿18 2156 2156 2156 0 0 r00 100 100

o

'El valo¡ 106 se
rcpetic¡ones de

calcuta a partir del núme¡o toaat de picos nalur¿Ies det resulbdo ati ud únlco ensayo ñultiplicedo por.l número dela ,nueste, es decir, 19 x 4
*con muesf,es que tienen d(rs mureciones de cF el número de picos de ,nuáciones se dobla para cada repeticióo, es a!*ir, I x 2
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Precisión: reproducibilidad

lntroducción y protocolo

El objetivo de este estudio era demostrar que el ensayo CF-EU2V1 produce resultados reproduc¡bles de cada
anal¡to a partir de un panel de muestras de ADN, en un rango de concentrac¡ones de ADN introducido. La
varieb¡lided se valoró de forma aprop¡ada entre los lotes manufacturados del producto, y entre los días, operadores
e instrumentos usados. Para el producto CF-EU2v1 se preparó una conf¡guración experimental en la que se
anal¡zó un panel de 48 muestras (formadas por analitos y un control negativo) por tr¡plicado con 3 operadores que
usaron 3 lotes manufacturados de material CF-EU2v1 , Cada operador sigu¡ó de modo ¡ndepend¡ente el protocolo
y según se indica en el documento de las lnstrucc¡ones de uso, es decir, en días seperados y con equipos
d¡ferentes (analizadores genéticos y termocicladores).

Resultados de las Druebas y conclusiones

El anál¡sis poster¡or se realizó con el software GeneMapper 5. La reproducibilidad se notif¡ca como concordancia
de porcentaje pos¡tivo (PPA), concordancia de porcentaje negat¡vo (NPA) y concordancia general (OA). Los
resultados del estudio de reproducib¡lidad, v¡sualizados por muestras, se incluyen en la Tabla 8 siguiente. Estos
datos proporcionan pruebas de que el ensayo CF-EU2v1 produce resultados altamente reproducibles.

Tabla 8: Reproducibilidad del ensayo CF-EU2v1 (por muestra)
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1 F608d.U+ I I 9 u1 u1 41 0 0 100 100 100

2 G5á2Xt+ I g 9 111 111 41 0 0 100 100 100

3 R347P/G65tD t8 18 18 {41 41 tl4l 0 0 100 100 t00

\{ l¡1303K./+ I 9 41 41 u1 o 0 1m 100 100

6 1f17-1G>N, 9 I I u1 41 41 0 0 100 100 't00

E R553x/ F608d.l 18 18 t8 41 411 41 0 0 100 to0 't00

7 4455E/F508d.| 18 18 l8 411 411 441 o 0 '100 100 100

Wl282X/+ I I 9 tt1l tt1'l 41 0 0 100 r00 1(¡0

I l5O7d.l/+ I 0 9 41 111 411 0 0 to0 100 100

t0 Rl l52U+ I I 441 441 441 0 0 r00 r00 r00
11 E6oX,/F508d.t 1E t8 l8 41 111 441 0 0 100 100 100

12 2184d.14./ F Sdrl l0 1S 18 411 44'l 441 0 0 100 r00 100

l3- 2789+5G>A/2789+5G>A 9 I I 132 432 432 0 0 100 100 100

11 3449+l0kbc>T/+ 0 9 9 41 441 ul 0 0 100 t00 t00
15 R334W+ 441 41 a1l 0 0 r00 100 r00

16 1078d.1T/+ 9 g 41 41 441 0 0 100 r00 100

17 3659delC/F508d.1 l8 l8 18 141 441 41 0 0 100 100 't00

't8 G86E/D1152H t8 IE 't8 441 4¿1 tt41 0 0 r00 100 t00
19 CFd.12,UF60Ed.l l8 l8 10 441 all 41 0 0 100 't00 t00
20 3906in6T/+ s I 9 441 &1 41 0 0 r00 100 100

2't" MllorK/Ml10rK g 9 9 432 {32 ¡132 0 0 100 100 100

22 Y1092XlC>AYF60ad.l 't8 18 18 41 tl4l 41 o 0 100 100 100

23 3272-26rnct+ I 9 9 41 441 u1 0 0 100 100 f00
24 R3a7H/+ I I 9 41 tu1 41 0 0 1(10 100 r00

25 3l20.lG>A/82r+1G>T 1a 18 l8 41 41 4/l1 o 0 't00 100 't00

25 7t't+'tG>T/62't+1G>T l0 'f8 lg 4/l1 441 441 0 0 100 r00 100

2l¡(¡d.l7F508d.l 16 1l t8 411 41 41 0 0 l0o 100 1('O

V620F/+ I I I 41 4,¿¡1 41 0 0 100 100 't00

29 sl26l¡ qBtocuwT qDl{A I I 0 41 411 141 0 0 100 100 100

30 R560T/F508del l8 t8 t8 4l 411 441 0 0 100 100 100

3l S549RfDGY+ 9 441 41 &1 0 0 100 100 100
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S6,19fl/+ 9 I 441 41 41 0 0 100 100 r00
a{Étlw+ I 41 111 441 0 0 100 100 100

34 't8l I +l.6kbA>G/F508d.1
eBloct

16 t8 t8 111 441 tu1 o 0 100 r00 100

35 R1't7H/F608d.¡ 1E l8 't8 141 441 41 0 0 100 't00 r00
36 Yr2zx.iRlI58X 18 l8 1a u1 41 441 0 0 t00 1(m 100

39ad.lTT/+ I 9 I 41 441 u1 0 0 100 100 't00
38 l8t8+1G>^rF508d.l t8 18 l8 441 u1 u1 0 0 1(t0 to0 100
39 P57L eBtoct/Vw oDt{A 9 I I tt,/l'l 4,ll1 ul 0 o 't00 r00 100
a0 'l677delTA

qDl{A
gBlock/WT 9 I I 41 441 all 0 0 't 00 r00 100

11 L,l06W sBlock/WT sD|¿A I I 441 u1 tt41 0 0 100 100 100
12 Rl17C eglocUwTaDNA I 9 u1 /t4l 141 0 0 100 100 r00
¡13 23¡Ud.lG

sO?¡A
gBlock/WT I I 4¡1 {4t 141 0 0 t0o 't00 .t00

41 Q89OX sAoct,/WT qD]{A 9 9 {1 tl41 441 0 0 100 100 r00
46 W8¡l6X oBlock WT oDl{A I I 9 411 41 41 0 0 100 100 100
,t6 R1065 EBlo.ldWTqD A g 9 u1 41 441 0 0 100 100 t00
47 WT 0 0 0 tal u1 g1 0 0 100 100 100
4A 0 0 0 0 0 o 0 0 100 t00 100

TOTAL a7 17 17 20709 20?09 20709 0 0 r00 t0o 100

'El valo¡ lul se calcula e pafth del número tglal de picos netunles del resul&/do de uo único ensaq ñutüpt¡cado por el número de
repetlc¡ones de ta ¡nuesf.a, es dác4 ¿9 x 0

'El valor 4i2 se calcula a perltu det núñerg total de p¡cos ndfwetes de un ú¡ico ensEw con resut',]do mutánÉ homocigoto
,nuLipl¡cddo po¡ el nú,ne¡o de rcpeticionos de la rnuesta, es def,,¡¡, 48 x 9
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Sección 7: Limitaciones

Ambito del ensayo

Los resultados obtenidos con esta o cualquier otra prueba d¡agnóstica deberían ser utilizados e interpretados
únicamente en el contexto del cuadro clínico general, Eluc¡gene Diagnostics no será responsable de ninguna
decisión clín¡ca que se tome.

2 La ausencia de las mutac¡ones detectadas por este kit no es garantÍa de que otras mutaciones en el gen
CFTR no estén presentes. Es posible que haya otras mutaciones y que no sean detectadas por este kit.

Las mutaciones varían en cuanto a la frecuenc¡a entre poblaciones diferentes. Pueden obtenerse datos de la
frecuenc¡a de mutaciones en dist¡ntas poblaciones de: The Cystic Fibrosis Genet¡c Analysis Consortium (6).

Sensibilidad analítica: cant¡dad recomendada de ADN introducido

El ensayo CF-EU2v1 se ha optimizado para el uso de una concentración de ADN ¡ntroduc¡do de 6ng/pl.

El ensayo produce datos claros ¡nterpretables en un rango de concentraciones de ADN ¡ntroduc¡do. Durante los
estudios de validación y ver¡f¡cación los tres lotes arrojaron datos claros y precisos, lo que permitió realizar el
diagnóstico clínico correcto con un rango de concentración de 1 ,5 ngipl a 18 ng/pl (de 3,75 a un total de 45 ng).

Especificidad analítica: sustancias con capacidad interferente

I ensayo CF-EU2V1 se ha d¡señado para usarse con ADN extraldo de muestras de sangre entera (EDTA
ervado) y de manchas secas de sangre. No obstante, la calidad de la muestra de ADN puede variar deb¡do a

métodos de extracción de ADN deficientes, lo que puede introduc¡r contaminantes que pueden interfer¡r con el
o rend¡miento del ensayo. Estas sustanc¡as con capacidad interferente pueden ser protefnas endógenas (por

I ejemplo, hemoglobina y triglicéridos) que se arrastran deb¡do a un método de extracción ineficaz o sustancias
3 exógenas (EDTA y heparina) ¡ntroducidas durante la recogida de Ia muestra y el proceso de extracción de ADN.

1

3aI

o
o

588

EE;
o

Las pos¡bles sustancias con capacidad ¡nterferente (es decir, hemoglob¡na, triglicéridos y bilirrubina) se agregaron
a ADN genómico y se amplificaron con el ensayo CF-EU2v1. Los resultados indicaron que estas cuatro sustancias
en las siguientes concentraciones interfieren en la reacción de RCP al usar el ensayo CF-EU2V1:

Se ha informado de que los dispos¡tivos de recogida de muestras en ocasiones han resuftado perjudiciales para la
integridad de determinados analitos y podrian inteferir con algunas tecnologías metodológicas. Se recomienda
que cada usuario se asegure de que eldispositivo eleg¡do se util¡ce de acuerdo con las instrucc¡ones delfabricante
y de que los d¡spositivos de recogida de muestras y los métodos de preparac¡ón del ADN sean compatibles con
esta prueba.

Los k¡ts Elucigene CF-EU2v1 se han validado con el método de extracción de ADN de los k¡ts Qiagen QlAamp.
Con el uso de los métodos de extracción recomendados se reduc¡rá la probabilidad de que falle la prueba como
consecuencia del arrastre de sustanc¡as con capacidad interferente.

Hepar¡na 1,8 U/t
Hemoglob¡na '14 mg/dl
B¡lirrub¡na 0,39 mg/dl
Triglicéridos 7,55 mg/dl
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Especificidad analítica : reactividad cruzada

Se han hecho todo lo humanamente posible durante el desanollo de la prueba para evitar la interferenc¡a producidaen el funcionamiento de la prueba por la presencia oe otroi fotimorri"ro. y rui..á*. náiir¡"áao. en et gen

La mutación R1283M, muy poco común, se ha evaluado en cuanto a reactiv¡dad cruzada, y no fue detectada porel k¡t Eluc¡gene cF-EU2vl. Además, los s¡guientes potimorfismos no fueron oetectaoos pái ra pieba: r6ssr/G(Fs08c), 1651A/G.

La evaluación de mutaciones y polimorfismo_s conocidos en el gen CFTR ha puesto de man¡fiesto los s¡guientesefectos en los resultados de¡ k¡t Elucigene CF-EU2v1:
l El inic¡ador mutante G55lD en la mezcla A detectará también la mutac¡ón ss4gRT>G. El software de análisisetiquetará esto como pico 20. No habrá un pico naturar correspondiente en ra mezcra B.
2 Se dará una reacción cruzada entre el inic¡ador mutante 21B4delA en la mezcla A y la secuenc¡a de ADNmutante 2'l83AA>G, que dará lugara un pico mutante en la pos¡c¡ón 2lg4delA.
3' Se dará una reacción cruzáda entre el ¡niciador mutante 1078delT en la mezcla A y la secuenc¡a de ADNmutante F316L, que dará lugar a un p¡co mutante en la posición 1o7gdetT.
4 se dará una reacción cruzada entre el ¡niciador mutante R347P en la mezcla A y la secuenc¡a de ADN mutante

II4JI' que dará lugar a un pico mutante en la posición R347P de attura ,ear"iáa enco.páiailn con un picoR347P verdadero.

5 La presencia del polimorfismo FSoBC (1655T>G) tendrá como resultado ta reducción de la altura det picolsoTdelen la mezcla B de CF-EU2v1.

6' La presencia de R117H tendrá como resultado la reducción de la altura del pico R117C en la mezcta B de cF-EU2v'l . En una muestra homocigota para R1 l7H, faltará el pico R1 17C.

7 La presencia de G85E tendrá como resultado la reducc¡ón de la altura del pico 394delTT en la mezcta B de CF-EU2v1. En una muestra homocigota para GBSE, faltará et pico 394delTT.
8 A veces puede observarse un.pico de ertefacto muy pequeño en la pos¡ción lsoTdel en los fesultados de unamuestfa hetefoc¡gota pafa Fsogder y en part¡curar de una muestra homocigota a FSogder.
9 Las siguientes mutaciones, que no se han comprobado en cuanto a posible reactividad cruzada por nod¡sponerse de muestras relevantes, pueden interferir con ta función oe jrueui: niiii;, nlriL, 1717-zA>G,621+2T>c,621+2T>G, R553G' R553Q, R3471, l5ooT, 15065, 1506v y ta combinación inusuat de tsoTdet conel polimorf¡smo 1 651A,/G.
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lnstrucciones de uso de Elucigene@ CF-EU2vl

Descargo de responsabilidad

Los. resultados de este y de otros ensayos de diagnóstico deberán interpretarse junto con otros datos de laboratorio
y clf nicos disponibles para el médico.

Estos reactivos de Elucigene se sum¡nastran para pruebas de diagnóstico ¡h ylfro.

o

,

ELUCIGENE es una marca comercial de Delta Diagnostics (UK) Ltd.

ARMS es una marca comercial de Astrazeneca UK Ltd. QIAAMP es una marca comercial de eiagen GmbH.
PICOGREEN es una marca comercial de Molecular Probes lnc. GENEMARKER es una marca comercral de .-.
Softgenetics Corporation. GENEMAPPER, NED, VlC, PET, POP-7, LIZ y Ht-Dl son marcas comerc¡ales de Life t
Technolog¡es Corporation

AVISO AL COMPRADOR: LICENCIA LtMtTADA

Los polinucleót¡dos marcad
patentes prop¡edad de Life
intransfer¡bles l¡mitados en
Corp. para util¡zar sólo esta
detecc¡ón de objet¡vo(s) en
informac¡ón adicional sobre
póngase en contacto con el

os con colorantes VlC, NED y PET y/o su uso pueden estar proteg¡dos por una o más
Technologies Corp. El precio de compra de este producto in cluye derechos
v¡rtud de ciertas reivindicaciones de c¡ertas patentes propiedad de Technolog¡es
cantidad del producto exclusivamente para las act¡vidades del comprador en la
el campo del d¡agnóstico humano. No se transferen otros derechos. Si desea
la compra de licenc¡as en referencia a los colorantes anteriormente menciona dos,
director de l¡cencias en: outl¡cens¡ño lifetech.com

Copyright O 2017 Delta Diagnostics (UK) Ltd
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Anexo A: Detalles de marcadores

Marcadores detectados

o o

N
o. oIz()

UJF

()

o

25

27
¿o
29
30

32
33
34
35
36

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

5T*

01
02
03
04
05
Ub
07
08
09
10
11

12
13
14
15
16
't7

19
20
21
22
)2
?4

R347H
R347P
2789+5G>A
3120+lG>A
711+1G>T
R334W
l507del
F508del
3849+10KbC>T
1677delTA
1078delT
V52OF
L2O6W
w1282X
R56OT
2347 delG
Q890X
R553X
G551D
s549R(T>G).
S549N
M1 101 K
G542X
3905insT
Y1092X(C>A)
s1251N
444delA
18'l 1+1 .6kbA>G
1717-1G>A
RI 17H
R1 '17C

N1303K
Y 1?2X
394delTT
G85E
R1066C
1898+1G>A
W846X
21B4delA
D1152H
CFTRdel2,3
P67L
2143delT
E60X
3659delC
3272-?64>G
621 +1G>T
4455E
Rl162X
R1 158X
IVSS-57

1 10.5-1 16.5
117-123
124-130
132.5-'t 38.5
141 .5-'t47 .5
147.5-',154
156-162.5
163-169
172-178
180-188.5
193-199
206-2',t 1 .5
215-220
224.5-230.5
234.5-?40.5
242-246
250-252
255.5-261.5
265-267
267 .5-269.5
275-280
282-288
289-295.5
297-303,5
308-314
315-321
323-3?6
332-338
341.5-347.5
349-355
357-360
360-366.5
367-373
377 -383
384-390
391-397
398.5404.5
4064',11
41 3-41 I
4?3429
433439
439,5-445.5
446-450.5
453.5-460.5
461-465.5
470476
485.5-491.5
496-503
506-512
516.5-524.5
Ir0-130
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9T

IVSS-77
IVSS-97

140-160
175-195

lnstrucc¡ones de uso de Elucigene@ CF-EU2v1

.s549R(T>c)

El pico 20 solamente está presente en la mezcla A.

*- Tamaños del alelo 5T

NoTA: Los tamaños de los marcadores pueden yariar debido al instrumento y polímero utilizados.

oI

o

5r (s) 117 .25 - 118.75
5T (1 0) 't19.25 - 120.75
5r (1 1) 121 .25 - 122.75
5r (2\ 123.2s - 124.75
5r (13) 125.25 - 126.75
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"2019 -AÑO D LA EXPORTACiÓN";

&. Ministerio de Salu y Desürrollo socía(
~ Presidencia de la Nación

CERTIFICADO DE AUTORIZACIÓN E INSCRIPCIÓN

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Expediente nO 1-47-3110-405, -17-2

la "m'01"",,60 N'c1oool 'e Medl"meo'"" .11mem", y Temologl, t"'"
(ANMAT) certifica que de acuerdo con lo solicitado por la firma BIOCIENTIFIC S.A,

se autoriza la inscripción en el Registro Nacional de Productores y Produc os de

Tecnología Médica (RPPTM), de un nlJevo producto para diagnóstico de uso i. vitro

con los siguientes datos característicos:

Nombre comercial: ELUCIGENE CF-EU2v1.

Indicación de uso: ENSAYO DISEÑADO PARA LA DETECCIÓN CUALITAT VA Y

SIMULTANEA DE DIFERENTES MUTACIONES DEL GEN HUMANO REGULADOR DE LA

CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANOSA DE LA FIBRÓSIS QUÍSTICA EN ADN EXT ÍDO

DE MUESTRAS DE SANGRE ENTERA (EDTA) Y DE MANCHAS DE SANGRE SECA.

Forma de presentación: envases por 10 o [50] determinaciones, conteniend : CF-
I

EU2vl primer mix A (1 x 50 ¡.JI) o [2 x 120 ¡.JI], CF-EU2vl primer mix B (1 x 5 ¡.JI) o

[2 x 120 ¡.JI], PCR master mix (2 x 75 ¡.JI) o [2 x 400 ¡.JI] Y DNA control (1 x 50 ¡.J ).

Período de vida útil y condición de conservación: VEINTICUATRO (24) meses d sde la

fecha de elaboración, conservado a S; -20 oc.
Nombre y dirección del fabricante: ELUCIGENE DIAGNOSTICS. Citylabs, lNelson

Street, M13 9NQ, Manchester. (REINO UNIDO).

Sedes y Delegaciones Te!. (+54- 11) 4340-0BOO - http://www.argentina.gob.ar/anmat - República Argentina

Sede Central
Av, de Mayo 869, CASA

Deleg. Mendoza
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Expediente NO 1-47-3110-4050-17-2

10 02 5

sedes y Delegaciones

100lC2019

Te!' (+54-11) 4340-0800 http://www.argentina.gob.ar/anmat - Repllblíca Arg£'ntína
------- -- - -- ---- ----._-""--,-'""'"---,-,-""---

Sede Central
Av. de Mayo 869, GASJ\

Deleg. Mendoza
Remedios de Escalada de
San Martin1909, Mendoza
Prov, de Mendoza

Sede Alsina
AJsina 665/671,CABA

Deleg. Córdoba
Obispo Treja 635,

Córdoba,
Prov. de Córdoba

Sede INAME
Av. Caseros 2161, CABA

Deleg. Paso de los Libres
Rula Nacional 117, km.' 0,

CO-TE.CAR.,Paso de los Libres,
Prov. de Corrientes

Sede INAL
Estados Unidos 25, CABA

Deleg. Posadas
Roque Gonzálcz 1137,
Posadas, Prov. de

Misiones

Sede Prod, Médicos
Av. Belgrano 1480, CASA

Deleg. Santa Fé
Eva Perón 2456,

Santa Fé,
Prov. de Santa Fé

http://www.argentina.gob.ar/anmat
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