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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2019 - Afio de la Exportacion

Disposicion
NUmero: DI-2019-10025-APN-ANMAT#MSY DS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Martes 10 de Diciembre de 2019

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

VISTO el expediente N° 1-47-3110-4050-17-2 del Registro de la Administracion Naciona de Medicamentos
Alimentosy Tecnologia Médicay,

CONSIDERANDCO:

Que por los presentes actuados la firma BIOCIENTIFICA S.A solicita autorizacion para la venta a laboratorios de
andisis clinicos del Productos para diagnéstico de uso in vitro denominado: ELUCIGENE CF-EU2v1.

Que en e expediente de referencia consta € informe técnico producido por € Servicio de Productos para
Diagndstico que establece que |os productos retinen |as condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la Ley N° 16.463, Resoluciéon Ministerial N°© 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99.

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

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

Por dllo;
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA

DISPONE:



ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en e Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica (RPPTM) de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia Médica (ANMAT) del
producto médico para diagnostico de uso in vitro denominado: ELUCIGENE CF-EU2v1 de acuerdo con lo
solicitado por lafirma BIOCIENTIFICA S.A, con los Datos Caracteristicos que figuran a pie de la presente.

ARTICULO 2°.- Autoricense los textos de los proyectos de rétulo/s y de instrucciones de uso que obran en
documento N° 1F-2019-47870263-APN-DNPM#ANMAT.

ARTICULO 3°- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda “Autorizado por la
ANMAT PM N° 78-191", con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase el Certificado de Autorizacion e Inscripcion en el RPPTM con |os datos caracteristicos
mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°.- Registrese. Inscribase en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia Médica
a nuevo producto. Por e Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese a interesado, haciéndole entrega de la
presente Disposicion, conjuntamente con rétul os e instrucciones de uso autorizados 'y el Certificado mencionado en
el articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los fines de confeccionar € leggo
correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS
Nombre comercial: ELUCIGENE CF-EU2v1.

Indicacion de uso: ENSAYO DISENADO PARA LA DETECCION CUALITATIVA Y SIMULTANEA DE
DIFERENTES MUTACIONES DEL GEN HUMANO REGULADOR DE LA CONDUCTANCIA
TRANSMEMBRANOSA DE LA FIBROSIS QUISTICA EN ADN EXTRAIDO DE MUESTRAS DE SANGRE
ENTERA (EDTA) Y DE MANCHAS DE SANGRE SECA.

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

Periodo de vida dtil y condicion de conservacion: VEINTICUATRO (24) meses desde la fecha de elaboracion,
conservado a< -20 °C.

Nombrey direccion del fabricante: ELUCIGENE DIAGNOSTICS. Citylabs, Nelson Street, M13 9NQ, Manchester.
(REINO UNIDO).

Condicion de Venta/Categoria: venta a Laboratorios de andlisis clinicos. USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Expediente N° 1-47-3110-4050-17-2
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ROTULOS

Rdotulos externos:

1 - Nombre del producto

Elucigene CF-EU2v1

2 - Establecimiento importador y/o elaborador. Nombre del director Técnico, domicilio legal
y en caso de productos importados totalmente terminados, acondicionados localmente o

fraccionados deberé constar el origen de elaboracion

Establecimiento importador: Biocientifica S.A.
Iturri 232/4 Buenos Aires
Argentina - CP 1427
Teléfono: 4857-5005

Director Técnico: Bioq.-Farm. Héctor Quiroz
Elaborador: Elucigene Diagnostics
Citylabs

Nelson Street
Manchester M13 INQ
Reino Unido

3 - Leyvenda “Autorizado porel M.S. v A.S.”:

Uso profesional exclusivo. Autorizado por la AN.M.A.T. PM-78-191

4 - Numero de lote ¢ partida:

LOT

5 - Fecha de Vencimiento

6 - Constitucion del equipo:

2
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7

7 - Conformacién del equipo

X 10 Tests:

1. (TA): 1 x 50 ul de CF-EU2V1 primer mix A
2. (TB): 1 x 50 pl de CF-EU2v] primer mix B
3. (TM): 2 x 75 ul of PCR Master Mix

4. (DC): 1 x 50 pl vial DNA Control

X 50 Tests:

1. (TA): 2x 120 pl de CF-EU2V1 primer mix A
2. (TB): 2 x 120 ul de CF-EU2v1 primer mix B
3. (TM): 2 x 400 pl of PCR Master Mix

4. (DC): 1 x 50 pl vial DNA Control

8 - Levenda “Uso Diagnéstico In-Vitro™

vD

9 - Descripcion de la finalidad de uso

Para la detecci6n cualitativa in vitro simultanea de mutaciones del gen humano regulador de la
conductancia transmembranosa de la fibrosis quistica (Cystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator, CFTR) en acido desoxirribonucleico (ADN).

10 - Descripeion de las precauciones

(4]

11 - Condiciones de conservacion

' ﬂ -20°C

Dr. HECTOR M. QUIROZ
BIOQUIMICO - Mat, 7,335
DIRFET28IENIBP0263-APN-DNPMAANMAT
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

I JFabricado por.

N

Elucigene ®
Diagnostics

Elucigene® CF-EU2v1

Instrucciones de uso

Producto Cantidad | Caddigo de catadlogo
Elucigene CF-EU2v1 50 ensayos CF2EUBZ
Elucigene CF-EU2v1 10 ensayos CF2EUBX

Para uso diagnostico in vitro

Elucigene Diagnostics

Citylabs
Nelson Street
Manchester
M13 SNQ

Para ventas, servicio al cliente y asistencia técnica:
T: +44 (0) 161 669 8122

F: +44 (D) 161 662 8129

E: enquiries@elucigeneg.com
E: techsupport@elucigene.com

Elucigene Diagnostics es el nombre comercial de Delta Diagnostics (UK) Limited., una empresa registrada en
Inglaterra y Gales con el nimero 8696299,

CFZEUBYES 005

Mayo-2017
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1
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Instrucciones de uso de Eiucigene® CF-EU2v1

Seccion 1: Introduccién

Representacion en el pais
Promotor de Australia:

Southern Cross Diagnostics,
Unit 3,

41 Green Street,
Banksmeadow,

NSW 2019,

Australia

. 1800 146 900
www.scdiggnostics.com.au

DIRECTOR TECNICH

CF2EUBYES 005 Mayo-2017 |F-2019-47870263-ARNRNEMIGNMAT
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Useo indicado

Para la deteccion cualitativa in vifro simultdnea de las siguientes mutaciones del gen humano regulador de la
conductancia transmembranosa de la fibrosis quistica (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator,
CFTR} en acido desoxirribonucleico (ADN) extraido de muestras de sangre entera (EDTA preservado) y de
manchas secas de sangre;

Tatbra 1.
i e T
CFTRdele2,3 €.54-5940_273+10250del (c.54-5940_273+10250del21080}) .
EB0X c.178G>T p.Glu60X
P&7L c.200C>T p.Pro67leu
G85E c.254G>A p-Gly85GIu
394delTT €.2682_263del (c.262_263delTT) p.Leu88llefsX22
444delA ¢.313del (c.313delA) p.lle1058erfsX2
R117C €.349C>T p.Arg117Cys
R117H c.350G>A p.Arg117His
Y122X ¢.366T>A p.Tyr122X
521+1G>T C.489+1G>T
711+1G>T €.579+1G>T
L206wW c.B17T>G p.Leu206Trp
1078delT ¢.948del(c.948delT) p.Phe316LeufsX12
R334w ¢.1000C>T p.Arg334Trp
R347P c.1040G>C p.Arg347Pro
R347H ¢.1040G>A p.Arg347His
A455E C.1364C>A p.Ala455GIu
[507del ¢.1519_1521del (¢.1519_1521delATC) p.lle507del
F508del ¢.1521_1523del {c.1521_1523delCTT) p.Phe508del 'S g
1677delTA c.1545_1548del {c.1545_1546de|TA) p.Tyr5156X ‘».
VE20F ¢.1558G>T p.Val 520Phe
1717-1G>A C.1585-1G>A
G542X c.1624G>T p.Gly542X
S549R(T>G) c.1647T>G p.Ser5494rg
S5489N c.1646G>A p.Ser542Asn
G551D c.1652G>A p.Gly551Asp
R553X c.1657C>T p.Arg553X
R560T c.1679G>C p.Arg560Thr
1811+1.6kbA>G | ¢.1680-886A>G
1898+1G>A c.1766+1G>A
2143delT ¢.2012del (c.2012delT) p.Leus71x
2184delA €.2052del (c.2052delA) P Lys684AsnfsX38
2347delG ¢.2215del (c.2215delG) p.Val739TyrfsX16
WB46X ¢.2538G>A p.Trp346X
2789+5G>A €.2857+5G>A
IF-2019-47870263-APN-DNPM#ANMAT
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EUZ2v1

Q890X C.2668C> p.GIn890X
3120+1G=A c.2988+1G>A
3272-26A>G c. 3140-26A>G
R1066C c.3196C>T p.Arg1066Cys
Y1082X(C>A) c.3276C>A p. Tyr1092X
M1101K £.3302T>A p.Met1101Lys
D1152H €.3454G>C p-Asp1152His
R11588X €.3472C>T p.Arg1158X

. R1162X ¢.3484C>T p.Arg1162X
3659delC €.3528dei {c.3528delC) p.Lys1177SerfsX15
3849+10kbC>T c.3718-2477C>T
S51251N Cc.3752G>A p.-Ser1251Asn
3905insT €.3773dup (¢.3773dupT) p.Leu1258PhefsX7
WH282X €.3846G>A p.Trp1282X
N1303K ¢.3809C>G p.Asn1303Lys

* con referencia a: Mutation Nomenclature in Practice: Findings and Recommendations from the Cystic Fibrosis External
Quality Assessment Scheme. Berwouls S, ef al. Human Mutation, Vol.00, No. 0, 1-7 (2011)

El CF-EU2v1 es capaz de distinguir entre individuos que son heterccigotos y homocigotos para todas las
mutaciones y variantes anteriores con la excepcion de S549R(T>G) (consulte el apartado Reactividad cruzada de
este documento).

Para obtener mas informacién sobre 1os kits en el rango del CF-EU2V1 visite:
www elucigene com/product-cateqory/cystic-fibrosis/

. Resumen y explicacién

uwa
..‘:,foLa fibrosis quistica (cystic fibrosis, CF) es el trastorno autosoémico recesivo limitador de la esperanza de vida mas
& & habitual en la poblacién caucasica. La incidencia de la enfermedad es 1:3200 nacimientos con vida entre los
43 caucdsicos (1). En la poblacién caucasica, la frecuencia de heterocigotos es aproximadamente 1:25.

O Lafibrosis quistica afecta a los epitelios en varios drganos, lo que da lugar a una patologia multisistémica compleja
que incluye el pancreas exocrino, los intestinos, el aparato respiratorio, el aparato genital masculino, el sistema
hepatobiliar y las glandulas sudecriparas exocrinas. La expresién patolégica varia segun la gravedad del CFTR
mutaciones (2}, los modificadores genéticos (3) y los factores ambientales (4). Dicha expresion abarca desde
muerte en la primera infancia comao resultado de enfermedad pulmonar obstructiva progresiva con bronguiestasias,
hasta insuficiencia pancreatica con enfermedad pulmonar obstructiva gradualmente progresiva durante la
adolescencia y una mayor frecuencia en la hospitalizacion por enfermedad pulmonar en la edad adulta temprana,
pasando por sinusitis y bronquitis recurrentes o infertilidad masculina en adultos jovenes.

S8
85
%

Dr,

Mas comunmente, el diagndstico de la fibrosis quistica se establece en personas con una o mas caracteristicas
fenotipicas de CF mas evidencia de una anormalidad de la funcién CFTR basada en uno de los siguientes:
presencia 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 diferencia de potencial nasal (NPD)
transepitelial tipicas de CF. La tasa de deteccion de mutacion CFTR varia en funcidén del método de ensayo vy el
origen étnico. En algunos individuos sintomaticos, solo una o ninguna mutaciéon causante de enfermedad es
detectable; en algunos portadores, la mutacion causante de enfermedad no es detectable.

Los trastornos relacionados con CFTR se heredan en forma autosdémica recesiva. Los hermanos de un indice con
fibrosis quistica tienen un 25 % de probabilidades de verse afectados, un 50 % de probabilidades de ser portadores

CF2EUBYES 005 Mayo-2017 IF-2019-47870263-A P&E&n“‘a%ﬁ%%‘ MAT
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

asintomaticos y un 25 % de probabilidades de no verse afectados y de no ser portadores. En programas de cribado
de la poblacion, se utilizan pruebas genéticas moleculares de mutaciones causantes de la enfermedad en el gen
CFTR para la deteccién de portadores. Se dispone de pruebas prenatales para embarazos con un riesgo
aumentado de enfermedades relacionadas con CFTR si existen casos conocidos de mutaciones causantes de la
enfermedad en la familia.

Desde ei descubrimiento del gen CFTR en 1989 (5), se han descrito mas de 1700 mutaciones y variantes en el
gen (6). Muchas de estas mutaciones son "privadas”, habiendo sido descritas solamente en un paciente y/o familia.
La prueba sistematica de todas las posibles mutaciones no es ni viable ni rentable, por lo que una tal prueba se
limita al analisis de las mutaciones mas comunes. El CF-EU2v1 es un kit de prueba para la fibrosis quistica
disefiado especificamente para el andlisis de las mutaciones més comunes encontradas en pobiaciones de origen
europeo. El ensayo identifica 50 mutaciones en total y también analiza I3 pista poli-T del intron 9 con una medicion
exacta de la repeticion TG adyacente.

La pista de timidina polimérfica en fa union del intron 9 y del exén 10 influye en la transcripcién. El nimero de
residuos de timidina (5T, 7T o 9T) afecta a la eficacia de la separacién (splicing) del exén 10; si el alelo 5T esta
presente, faltara una proporcién de transcritos del exén 10, lo que dara lugar a proteina no funcional y a sintomas
de CF variables. Se ha informado que el nimero de repeticiones 5' de TG a la pista de politimidina puede también
influir en la separacién de exon 10 (7). Si esta presente en el mismo alelo como la variante 5T, cuanto mas largo
sea el numero de repeticiones de TG mayor sera la proporcién de transcritos de CFTR a los que les faita el exén
10. El nimero de repeticiones de TG puede determinarse con el CF-EU2v1 midiendo el tamafio de los picos del
amplicon 5T.

Principios del procedimiento

El metodo empleado por el kit Elucigene CF-EU2v1 utiliza la tecnologia de amplificacion especifica de alelos ARMS
(Amplification Refractory Mutation System, sistema de deteccién de mutaciones refractarias a la amplificacion)
fluorescente, que detecta mutaciones puntuales, inserciones o deleciones en el ADN (8). El principio de ARMS es
que los oligonucledtidos con un residuo desigual 3' no funcionaran como iniciadores de la reaccion en cadena de
la polimerasa (RCP) en determinadas condiciones. La seleccion de los cligonucledtidos adecuados permite
amplificar y detectar secuencias mutantes o normales de ADN especificas. Las secuencias amplificadas
(amplicones) se separan mediante electroforesis capilar usando un Genetic-Analyzer de Applied Biosystems. El
software de analisis permite identificar a los amplicones vy etiquetarlos de acuerdo con su tamafio 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 amplicones de
color azul. En la mezcla B se detectan las secuencias normales (naturales) no mutadas correspondientes, que se
visualizan como picos de amplicones de coler verde. La mezcla A también detecta la secuencia normal para la
mutacion que se observa con mayor frecuencia, causante de fibrosis cistica en poblaciones caucasicas, llamada
F508del, que se visualiza como un pico de amplicén de color verde. Ademas, en la mezcla A se detectan las
secuencias repetidas poli-T, que se visualizan como picos de amplicones de color negro. Para monitorizar la
eficacia de la amplificacién de las muestras, se incluyen en las mezclas A y B marcadores internos de control de
la amplificacion (fibrosis no cistica), que se visualizan como picos de amplicones de color rojo.

L

.ﬂ
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Explicacion de los simbolos utilizados

Los simbolos utilizados en todas las etiquetas y envases cumplen el estandar armonizado 1SO 15223

Fabricante

NOomero de pruebas

! . \ . .
l Consultar las instrucciones de uso

X°C

Almacenar por debajo de la temperatura indicada
Usar antes de la fecha indicada

REF Codigo de catalogo

LOT Numero de lote

*\" ; .
' IvD Dispositivo médico para diagnéstice in vitro
CF2EUBYES 005 Mayo-2017 'F'2019'47870263'A%g§?1§ ENEANMAT
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Seccion 2: Materiales, advertencias y precauciones

Materiales suministrados

Almacene todos los componentes por debajo de -15 °C, en una unidad con control de temperatura configurada
para que funcione a -20 °C.

Cada kit contiene:

* (TA): 2 x 120 pi (50 pruebas) o 1 x 50 pl (10 pruebas) de mezcla de iniciadores A de CF-EU2V1, que
contienen iniciadores para amplificar los siguientes alelos mutantes R347H, R347P, 2789+5G=>A,
3120+1G>A, 711+1G>T, R334W, 1507del, F508del, 3849+10kbC>T, 1677delTA, 1078delT, V520F,
L206W, W1282X, R560T, 2347delG, Q890X, R553X, G551D, S549N, S549R(T>G), M1101K, G542X,
3805insT, Y1092X(C>A), S1251N, 444delA, 1811+1.6kbA>G, 1717-1G>A, R117H, R117C, N1303K,
Y122X, 394delTT, G85E, R1066C, 1898+1G>A, WB846X, 2184delA, D1152H, CFTRdele2,3, P67L,
2143delT, EBOX, 3659delC, 3272-26A>G, 621+1G>T, A455E, R1162X y R1158X. Esta mezcla también
contiene iniciadores naturales para la deteccion del alelo F508del normal, iniciadores para la deteccidn de
las variantes de la politimidina, IVS8-5T, IVS8-7T, IVS8-9T e iniciadores para la identificacion de 2
marcadores hipervariables de repeticiones en tandem cortos (STR, short tandem repeat).

e (TB): 2 x 120 ul (50 pruebas) o 1 x 50 ui (10 pruebas) de mezcla de iniciadores B de CF-EU2v1, que
contienen iniciadores naturales para amplificar los alelos normales de los mutantes amplificados mediante
la mezcla de iniciadores A con la excepcion del F508del, el alelo normal, que es amplificado mediante los
iniciadores incluidos en la mezcla de iniciadores A. Esta mezcla también contiene iniciadores para la
identificacién de 2 marcadores STR hipervariables.

o (TM): 2 x 400 pl (50 pruebas) 0 2 x 75 ul (10 pruebas) de mezcla maestra de RCP, que contienen
polimerasa de ADN HotStart Taq y trifosfatos desoxinucleétidos en tampén.

¢+ (DC): 1 vial x 50 yl de control de ADN (Bng/ul), normal para las mutaciones detectadas por el Elucigene
CF-EU2v1,

Tabla 2. Contenido del kit

Elucigene CF-EU2v1 (50T) CF2EUB2 404473 404474 404480
Elucigene CF-EU2v1 (10T) CF2EUBX 450043 450044 450045 404489
IF-2019-47870263-APN-DNPM#ANMAT
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Materiales necesarios pero no suministrados

Generales

Consumibles de laboratorio: guantes, tubos de microcentrifugadora con tapén enroscable, viales o placas de
microvaloracién de RCP de 0,2 ml recomendadas por el fabricante del termociclador utilizado, puntas de pipeta.

Equipo de laboratorio: pipetas de precisién (2 juegos: 1 para la manipulacion previa a la amplificacién y 1 para la
manipulacién posterior a la amplificacion; preferiblemente pipetas de desplazamiento positivo), ropa protectora,
agitadora vorticial, microcentrifugadora, centrifugadora de placas de microvaloracion de 96 pocillos.

Extraccion de ADN

. Preparacidn del ADN: Mini kit de ADN QlAamp (Qiagen GmbH, n.° de cat. 51304/513086) o equivalente. 1 xtampon
TE (pH 8,0)

Amplificacion por RCP

ermociclador para alojar placas de microtitulacion de 96 pocillos © viales de 0,2 ml con una precision de
temperatura de +/-1 °C entre 33 °C y 100 °C y uniformidad de temperatura estatica de +/-1 °C. EI CF-EU2v1 se ha
validado y mostrado que funciona de acuerdo con las especificaciones en las plataformas de termociclador
recomendadas siguientes:

¢ Applied Biosystems GeneAmp 9700

* Applied Biosystems Veriti Dx (funcionando en régimen normal)

» Applied Biosystems Veriti Dx {funcionando en régimen de simulacién 9700)
+ Applied Biosystems Proflex (funcionando en régimen normal)

Nota: E} equipo tan'noclclador deberé mnteﬂai'se piarmente; de acuerdo con las mstruccmnes del
“fabricante, ¥y calibrarse para garanﬁ;a renﬁ’mmto 6pfunp’ y.un cmladc_:‘: exacto de RCP. El
ensayo Elucigene CF-EU2v1 se d , 9700 de Applied Biosystems. El
usuario deberd comprobar y evaiuat omnpbtaamnte ei rendimiento 6pt1mo de otras marcas y
modelos antes de notificar resnﬂtadoscon el CF-EU2v1. : _

2 -‘Mal’. 7.33

DIRECTOR TECNICH

ectroforesis capilar

Electroforesis capilar. polimero POP-7 (N° catalogo ABI 4352759), 10 tampones analizadores genéticos (N°
catalogo ABI 402824) y formamida Hi-Di (N° catalogo ABI 4311320), GeneScan 600v2 LIZ estandar de tamafio
(N° catalogo ABI 4408399) y DS-33 (conjunto de colorantes G5) matriz estandar (N® catalogo ABI 4345833).

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

Andlisis de datos

Se requiere uno de los paquetes de software de analisis de datos siguientes: GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems
Inc.) o superior o GeneMarker 1.65 (SoftGenetics LLC) o superior.

Documentacion adicional dei producto Elucigene

En estas instrucciones de uso se incluye una seccién sobre la interpretacién de los resultados obtenidos. Una guia
complementaria a la interpretacion con sjemplos se encuentra disponible en el sitic web de Elucigene:

www elucigene com/product-cateqary/cystic-fibrosis!

CF2EUBYES 005 Mayo-2017 'F'2019'47870263'AP|42§%'§' AYEANMAT
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Advertencias y precauciones

1.

EI ADN de control normal incluido en los kits fue sometido a ensayos independientes con resultados negativos
para el virus de la hepatitis B (VHB), el virus de la hepatitis C (VHC) y el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) 1 y 2.

Debe tenerse precaucion al manipular material de origen humano. Todas las muestras deben considerarse
potencialmente infecciosas. Ningln método de prueba puede ofrecer una garantia total de que el VHB, VHC,
VIH u ofros agentes infecciosos estén ausentes.

La manipulacién de muestras y componentes de pruebas, su uso, almacenamiento y eliminacion deben
realizarse de acuerdo con los procedimientos definidos por las normativas o pautas de seguridad nacionales
relativas a peligros biclogicos.

En linea con las buenas practicas de laboratorio actuales, los laboratorios deben procesar sus propias
muestras de control de calidad interno de genotipo conocido en cada ensayo, para asi poder evaluar la validez
del procedimiento.

Si la caja del kit esta dafiada, es posible que el contenido esté dafiado también: no utilice el kit y pongase en
contacto con el servicio al cliente.

Preparacion y almacenamiento del kit

El almacenamiento de los reactivos debe realizarse en un drea sin productos de ADN o RCP contaminantes.

Almacene todos los componentes por debajo de -15 °C, en una unidad con control de temperatura configurada
para que funcione a -20 °C en un lugar oscuro. Los colorantes fluorescentes utilizados en este producto son
fotosensibles y debe reducirse al minimo su exposicién a la luz. Todos los reactivos se suministran listos para
usar.

Evite congelaciones y descongelaciones repetidas.

IF-2019-47870263-APN-DNPM#ANMAT
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Seccion 3: Procedimiento del ensayo de productos CF-EU2v1

Recogida y almacenamiento de las muestras

Se han evaluado muestras ADN extraidas de sangre entera (EDTA) y de manchas secas de sangre para que sean
compatibles con esta prueba. Se ha informado de que los dispositivos de recogida de muestras en ocasiones han
resultado perjudiciales para la integridad de determinados analitos y podrian interferir con algunas tecnologias
metodoldgicas (9). Se recomienda que cada usuario se asegure de que el dispositivo elegido se utilice de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y de que los dispositivos de recogida de muestras sean compatibles con esta
prueba.

Las muestras de sangre deben almacenarse a -20 °C antes de |a preparacién del ADN. Evite congelaciones y
descongelaciones repatidas.

Preparacion y almacenamiento de las muestras

El ensayo Elucigene CF-EU2v1 se ha validado con ADN extraido con los kits Qiagen QlAamp. Se recomienda

evaluar por completo los métodos de extraccion de ADN y los tipos de muestras alternativos con la prueba
lucigene CF-EU2v1 previo uso de los resultados para fines diagnosticos.

Muestras de sangre entera (EDTA)

Se obtienen resultados de forma sistematica con ADN extraido con el kit de sangre de ADN QlAamp 96 (o el mini

kit de ADN QlAamp usando proteinasa K) siguiendo el protocolo, segiin se describe en el QlAamp Handbook, pero

comenzando con 200 pl de sangre entera liquida y diluyendo en 200 pl de 1 x tampén TE (pH 8,0).

Muestra de manchas secas de sangre

Se obtienen resultados de forma sistematica con ADN extraide con el mini kit de ADN QlAamp, siguiendo el

protocolo segun se describe en el GHAamp Handbook, pero comenzando con 2 discos de 3 mm procedentes de
una mancha seca de sangre y diluyendo en 100 pl de 1 x tampén TE (pH 8,0).

Concentracion de ADN

Utilizando las condiciones de la RCP recomendadas v la configuracion de inyeccion de muestras (consulte la nota
B & en la seccion Electroforesis capilar) especificadas en los médulos de ejecucién de la columna capilar, se obtienen
o regularmente resultados aceptables con la cantidad de ADN introducido de 6 ng/ul. Sin embargo pueden obtenerse
a resultados interpretables con un rango de ADN introducido entre 1,5 ngful vy 18 ng/pl.

La cuantificacion del ADN es muy importante, y debera medirse la concentracion de cada muestra de ADN que se
va a analizar para garantizar resultados optimos. Técnicas como fluorescencia de PicoGreen o absorbancia UV
son aceptables. Debido a la variacién en las técnicas de cuantificacion de ADN, el usuario debera considerar la
siguiente guia orientativa:

Las cantidades muy aitas de ADN intreducido aumentaran la probabilidad de que el software de analisis etiquete
los picos de segundo plano. Para reducir |a probabilidad de que se etiqueten los picos de segundo plano pueden
darse los siguientes pasos.

» Diluya la muestra de ADN y vuelva a ampilificarla.
+ Reduzca el tiempo de inyeccion {(consulte el apartado Electroforesis capilar).
s Aumente el umbral minimo de amplitud de pico (consulte la guia del software correspondiente)

Las cantidades muy bajas de ADN introducido aumentaran la probabilidad de que los picos de diagndstico sean
débiles y de que el software de andlisis no los etiquete. Para aumentar la sefial pueden darse los siguientes pasos.

IF-2019-47870263-APN-DNPM#ANMAT
CFZEUBYES 005 Mayo-2017 Pagina 13 de 62

Pagina 17 de 66




Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

» Aumente el tiempo de inyeccion (consulte el apartado Electroforesis capilar).
* Vuelva a extraer la muestra y diliyala en un volumen reducido.
* Aumente el nimero de manchas de sangre para extraccion,

Nota: Consufte la Guia de solucién de problemas de Elucigene CF-EU2v1 para més informacién.

IF-2019-47870263-APN-DNPM#ANMAT
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Instrucciones de uso de Elucigens® CF-EU2v1

Descripcion del protocolo

Preparar y dispensar

mezclas de reacciones de
CF-EU2v1

‘ Adicion de ADN

RCP

at. 7.33
NICO

TOR TEC

DIREC

Electroforesis capilar

Resultados del analisis
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Protocolo de la prueba: procedimiento de amplificacién

1. Programe el termociclador para un ciclo de paso Unico para activar la polimerasa de ADN a 94 °C durante
20 minutos unido a un programa de ciclado de amplificacion de 1 minuto a 94 °C (desnaturalizacién}, 2
minutos a 58 °C (hibridacion} y 1 minuto a 72 °C (extension) durante 30 ciclos. Esto deberia asociarse a
un archivo de retardo de tiempo de 20 minutos a 72 °C (extensién) en el ciclo final.

Figura 1. Programa de RCP del CF-EU2v1

Activacién de enzimas Ciclado Extensién final Retencion
: : '
T ! !
D ' . - i
) 1 “ ! '
': 20:00 : 01:00 . 72°C | 72°C !
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o . . J 0100 20:00 e,
- ! . . : 3,
. ‘ % 58°C * ' A
, *— ! ' .
! ! b
F
Temperalura ' 02:00 ' ! .
ambiente H : ! % 4%C
. -7
E e e T T [ e — i !
1
' o

2. Debe incluirse un control (agua) negativo en cada ejecucion de RCP. También puede considerarse
adecuado incluir otros controles, como p. &]. positivo normal (suministrado por el ADN de cantrol).

3. Descongele las mezclas de iniciadores y la mezcla maestra de RCP y centrifugue brevemente para recoger
el contenido en el fondo de los viales. Mezcle suavemente en una agitadora vorticial y centrifugue
brevemente los viales de nuevo. Prepare suficiente mezcla de reaccién para el nimero de muestras y
controles que se van a analizar (tabla 3).

Tabla 3. Preparacion de la mezcla de reaccion

Mezcla de §

reaccién A

Mezcla de T 45 | 45 112.5 | 225
reaccién B 75 |75 187,56 375

'mdadopmgamzarquesematﬂpmnlos

sadas '-ques_ad#spmsetndaolliquidod ; pipeta a amezclade
’n@adom Nouttilaediieretm mmacnm mﬂsﬁedi:mntesiotesdemcﬁeuav :

4, P|petee 10 plde cada mezcla de reaccion aI fondo de las placas 0 wales de RCP de 0,2 ml adecuadamente
etiguetados,
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

5. Utilizando puntas de pipeta separadas, anada 2,5 ul de ADN de prueba a un vial de muestra con 10 yL de
mezcla de reaccién A y de nuevo a un vial con 10 UL de mezcla de reaccitn B. Repita esta accién con

todas las muestras que se van a analizar.

No afada ADN al vial de RCP para el control negativo; en su lugar afada 2,5 pl de agua estéril destilada

6.
7. Centrifugue brevemente los viales hasta que todo el liquido esté en la parte inferior de cada vial.
8. Coloque los viales firmemente en el bloque del termogiclador. Inicie el ciclo de paso Gnico a 94 °C, seguido
del programa de ciclado de amplificacion (consulte el paso 1).
Nota: Si el amplicon no va a analizarse por electroforesis en el plazo de un par de horas después del
. proceso de RCP, consery lasmmmezstraZ"CyS“C(onel bloque el termociclador o en el
refrigerador). e o R 7 S - :

CNICO

HCO - e

DIRECTOR g
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Protocolo de la prueba: electroforesis capilar

Se recomienda que cada usuario se asegure de que el equipo elegido se utilice de acuerdo con las instrucciones
del fabricante y sea compatible con esta prueba. En aste contexto los parametros clave son el polimero v la
matriz capilar. Pueden obtenerse resultados éptimos utilizando las siguientes condiciones de electroforesis
capilar en el Genetic-Analyzer ABI3130 o ABI3500:

1.

En una sola inyeccion, suficiente para 16 pocillos, combine 6,8 ul del estandar de tamario GS600v2 LIZ con
250 pl de fomamida Hi-Di y mezcle a fondo. Dispense 15 pl de la mezcla en cada pocilio de una placa optica
de 96 pocillos.

Afiada 3 pl de producto de RCP procedente de cada una de las amplificaciones de las muestras A yBa
pocillos separados que contengan el estandar de tamafio/mezcla de formamida (del paso 1} ya dispensados
en ia placa.

Desnaturalice el producto de RCP dispensado en la placa dptica en un termociclador utilizando los siguientes
parametros: 94 °C durante 3 minutos asociado a 4 °C durante 30 segundos.

Centrifugue la placa a 1000 g durante 10 segundos para eliminar cualquier burbuja de los pocillos y carguela
en el Genetic-Analyzer.

que Glloe no utlizados (es decir, pacilios no cargadas con.una muestra de ADN) tadavia
eshénwgadosmn_fomm paragamm tcscap;tareamsesequen :

gendiico
: memeluampooei volia;edeinyemdn f’urel
puade ap&memasamwm a: __cﬂlumnap&rafwéﬂels aumentando ei tiempo o el voltaje de

Las muesm lifl

Figura 2. Programa de desnaturalizacién de RCP
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Genetic-Analyzer ABI3130
1. Cree el modulo capilar de 36 cm: médulo de ejecucién CF-EU2 en el Module Manager (Administrador de
médulos) del software de recogida de datos 3130. Asegurese de que esté seleccionado lo siguiente;
» Type (Tipo): Regular
+ Template {Plantilla): FragmentAnalysis36_POP7
2. Introduzca los ajustes detallados en la siguiente tabla:
Tabla 4. Configuracion del médulo 3130
N.° Nombre del parametro E’alor Rango
. 1 iOven Temperature (Temperatura del horno) 0 int 18...65 °C
2 Poly_fill_\ol. {Volumen de llenado poli) 6500 6500... 38000 pasos
3 ICurrent Stability {Estabilidad de comiente) 5,0 int 0...2000 uA
4 PreRun_Voltage {Voltaje de preejecucién) 15,0 0..15kV
5 Pre_Run_Time (Tiempo de pregjecucitn) 180 1...1000 s
6 |injection_Voltage (Voltaje de inyeccién) 2.0 1...15 KV
7 Injection_Time (Tiempo de inyeccion) 12+ 1..600s
WMoltage_Number_Of_Steps (Numero de pasas de
8 Lolaie) 20 1...100 nk
{ 9 Voltage_Step_Interval (Intervalo de paso de voltaje) {15 1...60s
)
RS 10  Data_Delay_Time {Tiempa de retardo de datos) 6o 1...3800 s
. Ei§ o Run_Voltage (Voltaje de ejecucién) i 15,0 0...15 kV
; 12 Run_Time ({Tiempo de ejecucion) 1200 1300...14000 s
& C
% ?Aumente ef fiempo de inyeccién a 36 segundos para el andfisis def ADN extraido de manchas de sangre
a
M 3. Cree el protocelo CF-EU2 en el Protocol Manager (Administrador de protocolos), asegurandose de que esté
seleccionado lo siguiente:
= Type (Tipo): Regular
* Run Module (Médulo de ejecucion): CF-EU2 (consulte el module de ejecucion anterior)
* Dye Set (Conjunto de colorantes): G5
4. Para ejecutar las muestras, cree una hoja de muestras utilizando el Plate Manager (Administrador de placas)
y asegurese de que esté seleccionado el protocolo correcto como protocolo del instrumento (consulte mas
arriba).
5. Proceda a crear una hoja de muestra utilizando el software de recogida de datos 3130 con la configuracion
siguiente:
= Sample Name (Nombre de la muestra): debe ser el mismo nombre 0 nimero especifico de la muestra.
* Run owner (Propietario de ejecucién): seleccione el propietario predeterminado para el laboratorio.
* Run protocol (Protocolo de ejecucién): CF-EU2 (contiene el médule de gjecucion CF-EU2 3130).
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

&BMquela configuracion del instrumento y luego asignar esto a un
] _ 11817 ¢ | 88 haya seleccionado of conjunto de colorantes GS. Para obtener més
informacién sobre chm crear mddylos de ejecucion, por favor consulte el Manual de usuario del instrumento.

Nota: EI"Run time" (Tiempo de ejecucin) neossario variars dependiendo de la temperatura ambients del ugar en
el que se haya instaldo el Genefic-Analyzer. Para mas informacion sobre c6mo crear médulos de ejecucion,
consulte e Manuat dalusuano deisgmﬁo.mmsma de Applied Biosystems. - .

sracitn, funcionamiento y localizacion de defectos en el
. L FRD, consuiie. Analyzer 3130 de Appiied Blogystems, . .
Genetic-Analyzer ABI3500
Es necesario crear un Instrument Protocol (Protocolo de instrumento) CF-EU2, que luego pueda utilizarse para .

cada ejecucion CF-EU2v1. Cree el Instrument Protocol (Protocolo de instrumento) CF-EU2 a través de la
biblioteca de protocolos del instrumento 3500,

Asegurese de que esté seleccionado lo siguiente:
* Run Module (Médulo de ejecucion): FragmentAnalysis50_POP7
* Introduzca la configuracion detaliada en la imagen siguiente:

Figura 3. Configuracion del protocolo 3500

r:!BsecondsCFEUZNrISSWxLDx‘Mcap-Edi!hshummi’roiucclﬂsecmdstFEU?vlJWDxZ‘cap m

Selup an Instrument Protocol '

Instrument Protocot Setup Help €

Application Type: ‘Fragment Capillary Length: ‘56 | cm Polyrner, |PORT -

Instrument Protocol Properties

* Run Modute. [FragmoemAnssgsei, PORTL

* Protocaol Name: SS«ms (FEUlvli D"Hrap p—

.| Run Modules for 24 capifiary are anly available in the list.

Locked .

Drescription:
Oven Temperature ("C): 50 Run Voktage (kVoltsp  19.5 Preflun VYoltage (kv'oks): 15 Injection Voitage (kvols): 3.0
Run Time (sec: 1300 PreRun Time (sec): 180 Ijection Time {seck 8 DataDelay (seck: 1

b Advanced Options.

il Apnh tu,fw'.!\ _SWNM i

Aumente el tiempo de inyeccion a 36 segundos para el analisis del ADN extraido de manchas de sangre

Para ejecutar las muestras, cree una placa de muestras haciendo clic en "Create Plate from Template” (Crear
placa a partir de plantilla) en el "Dashboard” (Panel de control), y asegirese de que se haya asignado el
protocolo de instrumento correcto para CF-EU2v1 {consulte mas arriba).
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Configuracidn de la hoja de muestras para GeneMarker

E! software GeneMarker permite la comparacion directa entre los datos A y B del mismo individuo. Para facilitar
esto, es importante que |a asignacién de un nombre al archivo de salida de datos sin procesar (FSA) sea
uniforme en todas las muestras y mezclas. La hoja de muestras debera contener el nombre tnico de cada
muestra que se estd analizando con el sufijo _A o _B dependiendo de la mezcla que se esté analizando. Sise
va a incluir la ID de la placa en el nombre FSA, debera usarse un formato fijo cada vez (p. ej., CFEU2

DDMMAAAA),

En el 3130, los parametros "Results Destination” {Destino de los resultados) deberan configurarse de manera
que e nombre de la muestra se incluya en el nombre del archivo FSA (p. ej., CFEU2

DDMMAAAA_1234 5_A_ A01).

Figura 4. 3130 Destino de los resultados

“Mat, 7,
DIRECTOR rscmcgas

Icg

En el 3500, la convencién para nombres de archivos debera configurarse de manera que el nombre de la muestra
se incluya en el nombre del archivo FSA (p. ej., CFEU2 DDMMAAAA_1234,5 A_A01).

Figura 5. 3500 Nombre de archivos
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EUZ2v1

Andlisis e interpretacion de resultados

Se recomienda que cada laboratoric desarrolle sus propios criterios y procedimientos de notificacion e
interpretacion.

Interpretacion de resultados generales

Los productos RCP se observan como un sistema de etiquetado con 5 colorantes utilizando el conjunto de filtros
G5. El conjunto de filtros G5 detecta los fragmentos etiquetados 6-FAM (azul), VIC (verde), NED {amarillo) y PET
(rojo), ademas del marcador de estandar de tamario etiquetado con LIZ (naranja} en un electroferograma y en el
programa GeneMapper o GeneMarker.

i

Una vez finalizada la recogida de datos, los fragmentos de CF-EU2v1 RCP deberan compararse con el estandar
de tamafio GS600v2 LIZ utilizando el software de analisis de fragmentos.

Durante la recogida de datos, los fragmentos de RCP se observaran como picos azules {mutantes) o verdes
{naturales) en el electroferograma de datos sin procesar. Cada individuo tiene dos copias del gen CFTR. Cuando
estas copias tienen la misma secuencia para cualquier sitic dado, un individuo se describe como homocigoto
respecto a ese sitio. Cuando las copias difieren en la secuencia en un sitio dado, un individuo se describe como
heterocigoto respecto a ese sitio.

Los resultados de la mezcla A (mutante) determinan si un individuo es portador de una mutacion y esto viene
indicado por la presencia de un pico azul. La mezcla mutante contiene también iniciadores del alela F508 normal,
por lo que esta mezcla puede determinar si un individuo es normal respecto a F508 (pico verde solamente),
homocigoto respecto a F508de! mutante (pico azul solamente) o heterocigoto respecto a F508del (picos azul y
verde).

Si se observa cualquier otra mutacion, se pueden analizar los resultados de Ia mezcha B (natural) para determinar
el estado de homocigoto o heterocigoto. La presencia de un pico verde para el alelo en cuestidn en la mezcla
natural indica que el individuo es heterocigoto y la ausencia de un pico verde indica que el individuo es homocigoto
para la mutacién en cuestién.

En la seccion Elucigene CF-EU2v1 Guide to Analysis Software {Guia Elucigene CF-EU2v1 del software de analisis)
se proporcionan pautas detalladas adicionales para la configuracion del software, el analisis y la interpretacion. .
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Tabla &. Descripcién de canales

Canal Color del Descripcitn

Los picos cbservados en este canal indican la presencia de una mutacién detectada
por el ensayo CF-EU2v1 (solo mezcla A).

7\
Los picos observados en este canal indican la presencia de una secuencia natural
VIC detectada por el ensayo CF-EU2v1 (solo mezcla B, con la excepcién de F508del
que esta presente en la mezcla A).

&8-FAM

Los picos observados en este canal indican la presencia de variantes alélicas poli-T:

NED 5T, 7T y 9T detectadas por el ensayo CF-EU2v1 (solo mezcia A).

Se incluyen marcadores STR hipervariables (rojos) en ambas mezclas. Esto
permite la comparacion entre la muestra amplificada con la mezcla mutante Ay la
muestra amplificada con la mezcla natural para reducir la posibilidad de confundir la
muestra; un perfil STR diferente en cada una de las dos mezclas indica una
confusion de muestras. La ausencia de estes marcadores STR indica una muestra
faliida. La presencia de los marcadores STR a ufr muy bajas indica una muestra
débil que deberia analizarse con cuidado.

PET

3
: En este canal se observaran fragmentos individuales de estandar de tamafio
i LIZ600v2.
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Seccion 4: Guia de analisis del software GeneMapper
Introduccion

En la siguiente seccién se describen los procedimientos para el andlisis de muestras de los resultados del
Elucigene CF-EU2v1 utilizando paquetes de software GeneMapper de Applied Biosystems (version 3.7 o superior).

fista la v4.0, los archivos GenéMa pper v5.0 'son

Los archivos del producto GeneMapper v3.7 0 v5.0 estan disponibles en archivos zip descargables en el sitio

web de Elucigene:

www.eluciqene.com/nroduct-cateqorvfcystic-fibrosis/

Para utilizar los productos de CF-EU2v1 los archivos zip contienen lo siguiente: .

Configuracion de analisis 3130

Configuracién de analisis 3130

onfigurié de analisis 00

Archivo de panel Archivo de panel

Archivo de panel

Archivo del bin Archivo del hin

Archivo del hin

Configuracién de plot Configuracion de plot

Configuracion de plot

Configuracion de tabla Configuracion de tabla

Configuracion de tabla

Estandar de tamafio Estandar de tamado

Estandar de tamafio

En caso de cualquier dificultad, pbéngase en contacto con Asistencia técnica (techsupport@elucigene.com) para

obtener asesoramiento.

CF2EUBYES 005 Mayo-2017
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Importacién de la configuracion de GeneMapper

Es necesario importar la configuracién del CF-EU2v1 para el GeneMapper. Este proceso se controla a través de

la interfaz "GeneMapper Manager” (Administrador del GeneMapper).

1. Abra el "GeneMapper Manager" (Administrador del GeneMapper) haciendo clic en el icono

2. Seleccione la pestafia "Analysis Methods"” (Métodos de analisis) y luego haga clic en el botén importar

{consulte la Figura 6).

Figura 6: Interfaz del GeneMapper Manager

GSTR Analysts 3500

¥ e

Naime Last Saved Owrer it
F 1B 3514-07-08 12947030 jgm B0 o
CFELZ FAMbY 15-01-23 14:49:58.0_ [om £
QSTH Arvalysis Sottings 35062011-L1-03 13/15:65.0 Jgm 3500 e
G5TR Anglysis Settings 3134208 1-1 163 12:1017.6 g™ 330 e |
Frimer QC Analydis 2009-11-13 10:55:19.0 Jgm 3130 e
CF4v2 Analysis Mathod 2009-10-27 09:08:51.0 [om SN! ”,
QSTR Analysts vO2 2005-12-09 00:23:06.0 [om 3730 (o £
CFELE oD 2010-05-07 09:06:£0,0 g s |
G5TH S0 nomalsation  [2010-04-21 09:10:56.0 jom 3500 o o
CFEZ_3130 bow Szs 2011-0508 12:48:95,0 lgm su
CFEIZ_3130 Analysis Methe| S008-07-28 121521320 |gm el
11105 122640 Jam 3500 =
=il

3. Vaya a los archivos de configuracion necesarios para el analisis del producto CF-EU2v1 e impértelos: 3130 o

3500.

4. Repita el proceso seleccionando la pestafia adecuada e importando el archivo correspondiente para lo

siguiente:

» Table Settings (Configuracion de tabla)
» Plot Settings (Configuracién de plot)
* Size Standards {Estandar de tamaiio)

Nota:  Cluster Plot Seffings (Agrupar njiintos de SNP) y Report
-Settings’ (mnﬁguraceénde_j
0263-APN-DNPM#ANMAT
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Importacién de archivos del bin y panel en el Panel Manager

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

{T."-
1. Abra el programa Panel Manager haciendo clic en el icono .

2. Haga cli en "Panel Manager” (Administrador del panel) en la ventana de navegacion izquierda. E| Panel
Manager (Administrador del panel) aparecera resaltado en color azul.

3. Seleccione "File/Import Panels™ (Archivo/lmportar paneles). Vaya al panel GeneMapper "CF-EU2v1
GeneMapper Panel File.txt" y proceda a importario (Figura 7).

4. El archivo de panel se visualizara ahora en la ventana de navegacién izquierda. Haga clic en el archivo de
panel asegurando que se resalte en color azul. Seleccione "Import” {Importar).

e

5.  Seleccione "File/import Bin Set" (Archivo/importar conjunto de bines). Vaya al archive bin GeneMapper "CF-
EU2v1 GeneMapper Panel File.txt" y proceda a importarlo.

6. Haga clic en "Apply™ (Aplicar) y luego en "OK".

Figura 7: Importacion del archivo de panel dei ensayo CF-EU2v1

£U2v1 GeneMapper Bin File

SR AL IS

, Fie name:  CF-EUDVL GeneMappar Fonel Flle.bt
d o Network  ges of nne: (Mm o

e il s
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Proceso de andlisis

Ejecutar las muestras amplificadas en el
Genetic-Analyzer

Abrir el software GeneMapper

Agregar archivos de muestras FSA al proyecto

Establecer ¢l método de analisis, panel y el
estandar de tamafio en el CF-EU2v1

Ejecutar el andlisis de muestras

7.335 \

~Mat,

TECNIdO

Guardar el proyecto GeneMapper

DIRECTOR

Seleccionar la muestra y abrir 1a ventana de plot

Review Trace & Genotype Data

Puntuar los genctipos de la muestra

lnlprimir los rastreos de muestras del panel
: Eluclgene CF-Euzv'l
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Importacién de archivos de datos sin procesar

1. Abrael archivo del programa GeneMapper.

2. Haga clic en L para agregar archivos de datos a un proyecto nuevo. Vaya a donde estan almacenados los
archivos de datos sin procesar fsa, resalte los archivos de datos pertinentes y haga clic en el botén "Add to
List>>" (Agregar a lista).

3. Lacarpeta de ejecucién aparecera ahora en la ventana "Samples to Add" (Muestras que agregar). Al hacer
dobie clic en el icono de ia carpeta de ejecucion esta ventana mostrara cada archivo .fsa que se va a importar.

Seguidamente se agregan muestras haciendo clic en
de datos apareceran ahora en la pantalla principal del GeneMapper (Figura 8).

“=2< en la parte inferior de la pantalla. Los archivos

Figura 8: Muestras listas Para agregar al proyecto
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Analisis de archivos de datos sin procesar

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

Figura 9: Ajuste de la configuracion de la tabla

File Edit: Anatysts View Yoots Help- . - @ ¢ e
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A e Project i
T CIRun_AB3L
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5 frag_GO%. (0% f5a ETY ~[ TN
& trag. DO6_C10.#a ETY None Sampla NA
T trag_g07_po0.ma a4 Nons Sample Ha
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En la ventana principal GeneMapper seleccione la primera celda en "Analysis Method" (Método de analisis)

y seleccione el método de anélisis adecuado en el menud desplegable: método de andlisis CFEU2 3130 o
CFEU2 3500. Rellene las columnas pulsando "Ctrl+D". Repita este proceso seleccionando "CFEU2 Size
Standard" (Estandar de tamafio CFEU2) en el encabezado "Size Standard" (Estandar de tamafo).
Recuerde relienar cada vez pulsando "Ctrl+D" para asegurarse de que se aplica cada ajuste a toda la lista

de muestras.

Seleccione el panel "CF-EU2v1" para cada muestra (Figura 10). Para la mezcla A seleccione el subpanel

que contiene la mezcla A y para la mezcla B seleccione el subpanel que contiene la mezcla B.

S Figura 10: Seleccién de la configuracién del panel de CF-EU2v1
- Z
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4.  Haga clic en > para iniciar el anélisis de la muestra. Asigne un nombre de proyecto cuando se le solicite.
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Revisién de datos del producto

1. Seleccione la muestra para el analisis (resaltando la fila de muestras).

2. Hagaclicen = para "Display Plots" (Visualizar plots).

3. Use el menu desplegable para seleccionar la configuracion de plot CF-EU2v1 adecuada (Figura 11):

« Para ver la mezcla A con datos poly-T seleccione: "CFEU2 Plot PT-on" (CFEU2 Piot PT

activado)
» Para ver la mezcla A sin datos poly-T seleccione: "CFEU2 Plot PT-off" (CFEU2 Plot PT
desactivado)

Figura 11: Menu desplegable de la configuracion de plot CF-EU2v1.

4. Enla ventana del plot se visualizara el perfil de la muestra (Figura 12).

5. Se recomienda que la ventana del plot tenga activado "Single click editing" (Editar con un solo clic). Para
hacer esto seleccione "Alleles/set click editing™ (Alelos/ajustar edicion con clic) y asegurese de que esta
opcion esté marcada.

Figura 12: Ventana de plot de muestras con datos de rastreo etiquetados.
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Puntuacion de los picos de diagnodstico

Cada individuo tiene dos copias del gen CFTR. Cuando estas copias tienen la misma secuencia en un determinado
alelo, el individuo se describe como hoemecigoto 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 individuc es portador de una mutacién y este viene indicado por la presencia

de un pico azul. La mezcla mutante contiene también iniciadores del alelo F508del normal, por lo gue 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).

Si se observa otra mutacion, se puede amplificar la muestra con la mezcla B (natural) para determinar el estado
de homocigoto ¢ heterocigoto. La presencia de un pico verde para el alelo en cuestién en la mezcla natural indica
que el individuo es heterocigoto y la ausencia de un pico verde indica que el individuo es homocigoto para la

mutacion en cuestion.

Figura 13: Resultado natural

» Enla mezcla A habra un Gnico pico verde (homocigoto F508del natural).
» Enla mezcla B habra un unico pico verde (homocigoto natural).
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Figura 14: Resultado heterocigoto

* Enlamezcla A habra un Gnico pico azui junto con el pico F508del verde natural, lo que indica que el
individuo es portador de una mutacién.

* En la mezcla B habra un Unico pico verde natural, de altura reducida, en la misma posicién que en la

mezcla A, lo que confirma el estado de heterocigoto.
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Figura 15: Resultado heterocigoto F508del

» En la mezcla A habrd un dnico pico verde y un (nico pico azul, de altura reducida.
+ En (a mezcla B se observara un pico |507del natural de aitura reducida en la posicion 5 y dos picos

31
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separados 3 pb en la posicién 8 en los resultados de un individuo heterocigoto para F508del.
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Figura 16: Resultade hamaocigoto

e En la mezcla A habrd un unico pico azul junta con el pico F508del verde natural, lo que indica que el
individuo es portador de una mutacion,

« En la mezcla B se observara la ausencia de un pico verde natural en fa misma posicién que en la mezcla
A, lo que indica que el individuo es homocigoto para la mutacion en particular.
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Nota: - -Eliniciador mutante GS51D &
- stiquetars esto como pico. 20.

Designacion de marcadores de GeneMapper

Al visualizar datos de rastreo en GeneMapper, los picos de diagnostico de la mezcla A se etiquetaran con el nombre
y el nimero de marcador. Los picos de diagnéstico en la mezcla B solo se etiquetaran con el nimero de marcador.

Los datos de picos de un marcador detectado etiquetado pueden examinarse con mas detalle pasando el cursor
del ratén sobre la etiqueta del marcador de interés, tras lo cual en la ventana de plot de muestras apareceran el
nombre del marcador, y el tamafio y la altura del pico. Consulte el Anexo A para ver la tabla resumen de los
rangos de tamafio individuales de los marcadores detectados por el ensayo CF-EU2v1.
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Modificacién del archivo de parametros de analisis

Puede ser necesario modificar los "Analysis Ranges"

{Rangos de andlisis) predeterminados en la configuracitn

del analisis para tener en cuenta la variacién local en las condiciones de ejecucion. EJ rango de andlisis minima
dependera de los capilares y polimeros que se utilicen durante |a recogida de datos.

Para ver la configuracion de andlisis actual:

1. Abra el "GeneMapper Manager” (Administrador del GeneMapper) haciendo clic en el icono )

2. Seleccione la pestafia "Analysis Methods" (Métodos de anaiisis). El archivo importado CF-EU2v1 aparecers

como "CFEU2 Analysis Method" (Método de analisis CFEU2),
3. Haga clic en "CFEU2 Analysis Method" {

4. Haga ciic en el botén “"Open" {Abrir} y seleccione la pestaiia "Peak Detector" (Detector de picos) (Figura

17). De forma predeterminada, los rangos de analisis estan configurados para que empiecen en 1600 y

acaben en 8000.

Figura 17: Rangos de andlisis.

Método de analisis CFEU2). La fila aparecera ahora resaltada.
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2vi

Para encontrar el rango de analisis correcto para su laboratorio:

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

6. Seleccione un archivo .fsa.

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

8. Usando el primer pico del estandar de tamaiic (por ejemplo, 100bp para GS600v2 LIZ) a modo de guia,
seleccione un punto de datos de aproximadamente 100 puntos de datos mas corto (Figura 18). De este modo
se determina el punto mas bajo en el rango analizable.

8. Asegurese de que el rango de analisis maximo abarca el mayor pico del estandar de tamafio (por ejemplo,

' 600 bp para GSE00LIZv2).

10. Introduzca los valeres nuevos en el archivo de analisis (obteniendo acceso al mismo como se describe mas
arriba).

Figura 18: Localizacién del rango minimo utilzando datos de muestra sin procesar
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pueden interferir con el anglisis.  Pars evitar ¢sto, puedeaume;n_tamé.ej umbral de amplitud del pico. Por
a;ernplo eiooforanﬁeverdepuedemnﬂgu:arseenwﬂanlugar, 50, Para elio vaya a Ia pestafia "Peak
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Seccion 5: Guia de analisis del software GeneMarker
Introduccion

En la siguiente seccion se describen los procedimientos para el andlisis de muestras de ios resultados del
Elucigene CF-EU2v1 utilizando paquetes de software GeneMarker de SoftGenetics (version 1.95 o superior).

Nota: Las capuras de pantsia G6 esie documents e fian tomado deGenearker v 2.6.3,

Los archivos del producto GeneMapper v1.95 o superior estan disponibles en archivos zip descargables en el

sitio web de Elucigene: ‘

www elucigene.comiproduct-cateqorv/eystic-fibrosis/
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Importacion de la configuracion del panel de GeneMarker del producto

Es necesario importar la configuracion del panel CF-EU2v1 para el GeneMarker. Este proceso se controla a
través de la interfaz "Panel Editor" (Editor del panel).

1. Abra el "Panel Editor" (Editor del panel} del men( desplegable "Tools™ (Herramientas) (Figura 19).

Figura 19: Seleccion del Editor del panel

File Name Group Tool
fuminex MLPA Analysis

2. Seleccione "Import Panels” (Importar paneles) desde el menl desplegable "File" (Archivg) (Figura 20).
Figura 20: Importacién de paneles

[3 Crezte New Panel
X Delete Currert Panel/Marker

& 5ave Changes Cir+$

Import ABI Panels
Import MRC Holland Panels 04
Export Panel

Exit

SNaPshat
Trisomy_Panel

3. Vaya al archivo correspondiente del panel CF-EU2v1 e impértelo,

4. Repita el proceso segun proceda para ofros archivos de paneles pertinentes.

IF-2019-47870263-APN-DNPM#ANMAT
CF2EUBYES 005 Mayo-2017 Pagina 37 de 62

Pégina 41 de 66




Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Proceso de analisis

El proceso de andlisis de muestras se resume en el organigrama siguiente:

Ejecutar las muestras amplificadas en el
Genetic-Anaiyzer

Abrir el software GeneMarker

Agregar archivos de muestras FSA al proyecto

Establecer el método de analisis, pansl y el
estindar de tamafic en el CF-EU2v1

Ejecutar el anélisis de muestras

" Seleccionar la aplicacién: ARMS/Analisis
: comparative g

Seleccionar Print (mprimi) - @

" Seleccionar Preview (Previsuallzar)
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Adicion de archivos de muestras al GeneMarker

Abra el archivo del programa GeneMarker y seleccione "Open Data" (Abrir datos) cuando se le solicite. Aparecera
el cuadro Open Data Files (Abrir archivos de datos). Haga clic en el botén "Add" (Agregar). Aparecera el dialogo

Open (Abrir). Vaya al directorio que contiene los archivos de datos sin procesar:

1. Seleccione todos los archivos mediante CTRL+A o use las teclas CTRL y/o MAYUS para seleccionar
muestras individuales.

Haga clic en el botén "Open™ (Abrir) del didlogo Open {(Abrir). Los archivos seleccionados apareceran en el
campo Data File List (Lista de archivos de datos) (Figura 21).

Figura 21: Muestras agregadas a la Lista de archivos de datos.

Data File List _
\ADT_Run_AB3130A_201 4-10-16_16-19_0285_2014-10-16.Isa — -
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E:\ add. U s
E\. N il
E: . ACO1_Rue AB3130A_2014-10-16_1 0285_z014-10-16 fza )
emave. :
emave All I
Dofauk
Cancet I

at, 7,33

DIRECTOR TecNiCH

-Add Folder. I

ﬂuwmu] ™ Autoflevaie ok, [

3. Haga clic en el botén "OK" en el cuadro Open Data Files (Abrir archivos de datos) y las muestras se cargaran
en el GeneMarker. El software abrird entonces automaticamente la ventana Raw Data Analysis {Analisis de

datos sin procesar) (Figura 22).

Figura 22: Ventana de analisis de datos sin procesar
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Procesamiento de datos

Una vez cargados en el GeneMarker, los archivos de datos sin procesar estaran listos para su procesamiento. El
paso de procesamiento incluye la aplicacion de un estandar de tamafo, el filtrado de picos ruidosos y la
comparacién con un panel aiélico conocido si se desea.

GeneMarker combina todos estos pasos en una sencilla herramienta llamada "Run Wizard" (Figura 23), Para

acceder al Run Wizard (Asistente de ejecucién) simplemente haga clic en el icono "Run Project” (Ejecutar proyecto)
en la barra de herramientas principai.

Run Wizard: creacién de una plantilla de ejecucion

Es necesario crear una plantiila de ejecucion la primera vez que se utiliza este software para analizar los datos
del CF-EU2v1. Esto se hace a través del Run Wizard:

1. Para acceder al Run Wizard simplemente haga clic en el icono "Run Project" (Ejecutar proyecto) en la barra
de herramientas principal.

2. Asigne un nombre de plantilla, por ejemplo, CF-EU2v1.

3. Seleccione el Panel, Size Standard (Estandar de tamafio), Standard Colour (Color estandar) y Analysis Type
(Tipo de andlisis) como se muestra en |a Figura 23 siguiente.

4. Haga clic en "Save" (Guardar) para guardar la plantilla para analisis futuros.

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

Figura 23: Run Wizard: ventana de seleccién de plantilla

B SR ST S

Template Selection
Set the template of the project
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d FragileX
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& Microsatellite_Dinucleoti|’
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Size Steridard: [ GS600v2

Standaed Color: {Orange

Analysis Type: | Fragment [Animal)
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Instrucciones de usec de Elucigene® CF-EU2v1

Run Wizard: procesamiento de datos

La ventana Data Process (Procesamiento de datos) del Run Wizard permite al usuario seleccionar los
parametros de filtrado de picos.

1. Seleccione la configuracién de andlisis adecuada en la ventana Data Process (Procesamiento de datos) como
se muestra en la figura siguiente (Figura 24).

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

lLa mn@umén def rango de analisis déntro del arco de andlisis de datos sin procesar variara dependiendo
dél polimero utilizado en la recogida de datos. El operador debe seleccionar un valor de punto de datos de
iniicio que mcluya el pioo del_est&ﬂardatamaﬂo de 60 hvp ‘Parg datos 3500, aumente la intengidad minima

Nota:

Figura 24: Run Wizard: ventana de procesamiento de datos
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Figura 25: Run Wizard: configuraciones adicionales
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Cuadro de procesamiento de datos

Después de hacer clic en "OK" en el cuadro Run Wizard Additional Settings (Configuraciones adicionales de Run
Wizard), aparecera el cuadro Data Processing (Procesamiento de datos) (Figura 28). Los datos sin procesar se
procesan y dimensionan, tras lo cual se aplican los parametros de filtrado y el panel seleccionado.

1. Haga clic en "OK" del cuadro Data Processing (Procesamiento de datos) cuando se complete el analisis.

Figura 26: Cuadro de procesamiento de datos

Evenit

[Checking options.

[Processing Seeples. ..

[AD]_Run AB31304_2014-10-18_16-18_0265_2014-10-16. fs+. . . Completed.
tzlMﬂlﬁﬂﬁjﬂ!'I.‘-lD—lEv_tS-lﬂ_DQﬁSﬁU!l-lD—lG. fsa . .Completed

1_Bun_ABI1F0A_Z014~10-16_16-19_0265_2014-10-18. fsx. . Complated
iChacking Calibraticn, ..

3 samples procassed
Analyzis Time: 0. d0s.
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TECNICO

DIRECTO

Ventana de analisis principal
La disposicidn de la ventana de analisis principal (Figura 27) del GeneMarker es facil de usar. Esta disposicion
incluye:

+ La lista de archivos de muestras, que aparece en la parte izquierda de la ventana.
e Laimagen de gel sintético, que aparece en la parte superior de la ventana.
s El electroferograma de datos, debajo de la imagen de gel.

+ Unatabla de informes, que aparece en la parte derecha de la ventana.

En esta ventana es importante verificar gue todos los picos apropiados en cada perfil se han decidido
correctamente.

1. Haga doble clic en cada muestra por turno en el arbol de archivos de muestras situade en la parte izquierda
de la pantalla. Haga clic derecho en cualquiera de los picos en cuestion y elija las opciones en el cuadro de
didlogo, p. €j., editar o suprimir alele, confirmar o anular segin proceda,

2. Cuando no se puede descifrar el pico porque estd por debajo del umbral, el aleio puede asignarse
manualmente. Seleccione el "Marker"” (Marcador) en el meni desplegable, y pulsando la tecla mayuscula
haga clic con el botén derecha en el correspondiente pico, después haga clic en "Insert Allele” (Insertar
alelo) y, por Gltimo, en "OK". Al analizar los datos de la mezcla A y B juntos es importante asegurarse de que
se han descifrado todos los picos de STR.

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

Figura 27: Ventana de analisis principal
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Analisis y previsualizacién del informe de GeneMarker

Informe de solo mutante (mezcla A)

1.

En la ventana de analisis principal, seleccione Ia opcion "Applications™ (Aplicaciones) del menu desplegable
situado en la parte superior de la pantalla.

Seleccione "ARMS/Comparative Analysis" (ARMS/Analisis comparativo) y después "Mutant Only” (Solo
mutante). En el cuadro de didlogo "ARMS/Comparative Print Settings" (ARMS/Ajustes de impresién
comparativos) seleccione "Poly-T Analysis” (Andlisis poli-T) si es el analisis correspondiente (Figura 28).

Haga clic en “Preview" (Vista previa) en el cuadro de didlogo "ARMS/Comparative Print Settings"
(ARMS/Ajustes de impresién comparativos) para ver el informe de solo mutante {mezcla A) de Elucigene CF-
EU2v1 (Figura 29). En esta ventana el operador puede revisar e imprimir los informes de las muestras.

Haga clic en "OK" en el cuadro de didlogo "ARMS/Comparative Print Settings” (ARMS/Ajustes de
impresidn comparativos) para imprimir el informe de solo mutante (mezcla A) de Elucigene CF-EU2v1 {Figura
28} sin revisar.

Figura 28: Cuadro de ajustes de impresién comparativos/ARMS solo mutante
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Figura 29: Ventana del informe de solo mutante (mezcla A) de Elucigene CF-EU2v1
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JE| informe de GeneMarker incluye las caracteristicas siguientes:

* Encabezado del informe: contiene informacién acerca del analisis, proyecto, muestra y parametros.
¢ Cuadro para firma; fecha y espacio inicial de los revisores del informe.

» FElectroferograma: similar a la ventana ARMS/Comparative analysis (ARMS/Analisis comparativo), muestra
todos los tonos de colorante del trazo de muestra.

» Tabla delinforme: en la tabla principal se muestran todas las mutaciones analizadas en este kit. La presencia
o ausencia de una mutacién se indica con 1 o 0. Téngase en cuenta que el estado total de cigoticidad solo
puede notificarse para &l locus F508 cuando solc se analiza la mezcla A. En la segunda tabla se muestra el
estado de poli-T de la muestra si se ha seleccionado la funcién.
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Analisis y previsualizacién del informe de GeneMarker

Mezcla (A y B) mutante y natural

1. En la ventana de analisis principal, seleccione la opcién "Tools" (Herramientas) del menu desplegable

situado en la parte superior de la pantalla y, después, el "File Mame Group To
de nombres de archivo). Se abrira la pantalla “File Name Group Tool”

ol” (Herramienta para grupo
{Hatramienta para grupo de nombres

de archivo}. En el cuadro “Compare by Section"” (Comparar por seccién) escriba el nimero de la columna
en la que aparece el nombre de la muestra. En el cuadro "Match to Identifier by Section" (Hacer coincidir
con el identificader por seccion) escriba el nimero de la columna en la que aparece el tipo de mezcla, es
decir, A o B. En el cuadro "Control Identifier” (ldentificadar de control) escriba "A". Haga clic en el botén

"Match" (Hacer coincidir) y las muestras coincidentes apareceran en el lateral derecho del cuadro de didlogo

{Figura 30).

Figura 30: Pantalla del editor del grupo de nombres de archivo
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2. Guarde el grupo coincidente en Ig correspondiente carpeta haciendo clic

superior de la seccion "Matched Groups" (Grupos coincidentes).

en el icono situado en la parte

3.  Enlaventana de analisis principal, seleccione |a opcidn "Applications" (Apiicaciones) del menu desplegable

situado en la parte superior de la pantalla,

4. Seleccione "ARMS/Comparative Analysis" (ARMS/Analisis comparativo) seguido de
(Mutante + Natural). En el cuadro de diglogo "ARMS/Comparative Analysis" (
seleccione el "Group File” {Archivo de grupos) pertinente y después seleccione
de poli-T) si este analisis es el correspondiente y/o "STR Check” (

clic en "QOK" para ver la ventana "ARMS/Comparative Analysis"

"Mutant + Wildtype"
ARMS/Analisis comparativo)
“Poly-T Analysis” (Analisis
Comprobacion de STR) (Figura 31). Haga

(ARMS/Anaiisis comparativo) (Figura 32).
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Figura 31: Cuadro de configuracién de ARMS/Analisis comparativo
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

5.

Haga clic en el icono de impresidon en la ventana "ARMS/Comparative Analysis” (ARMS/Analisis

comparativo). Seleccione "Poly-T Analysis” (Analisis de poli-T) si este analisis es el correspondiente yfo
"STR Check™ (Comprobacion de STR) (Figura 31). “"Preview” (Vista previa) para ver el informe de
Elucigene CF-EU2v1 A + B (Figura 33). En esta ventana el operador puede revisar e imprimir los irformes

de las muestras.

Figura 33: Ventana del informe de CF-EU2v1 Mutante + Natural (mezcla A + B)
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El informe de Elucigene CF-EU2v1 incluye las caracteristicas siguientes:

para las iniciales del revisor.

colorante del frazo de muestra.
Tabia del infforme: en |a tabla principal se muestran todas las

Encabezado del informe; contiene informacién acerca del analisi
Cuadro para la firma: fecha y espacio inicial de los revisores del informe. Se incluye una columna mas

is, proyecto, muestra y parametros.

Electroferograma: simitar a la ventana de ARMS/Andlisis comparativo, muestra todos los tonos de

mutaciones analizadas en este kit. El

estado homocigoto o heterocigoto se indica mediante el nimero de alelos naturales o mutantes
notificados en cada locus. En la segunda tabla se muestra el estado de poli-T de la muestra si se ha

seleccionado la funcion.

mezcla Ay B, y las muestra en el histograma situado debajo de

Histograma de comparacion de rastreo: GeneMarker calcula las diferencias alélicas entre el rastreo de

los electroferogramas de muestras.
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Etiquetas de los picos

Las etiquetas de los picos se muestran con cddigos de color segun la calidad de la coincidencia entre el pico
detectado y los bines del panel observados. En el electroferograma, los marcadores son barras grises horizontales
y el centro de los picos esta marcado con una barra gris vertical.

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

Nota:.

summmimde con el softwars :

Puntuacion de los picos de diagnostico

Cada individuo tiene dos copias del gen CFTR. Cuando estas copias tienen la misma secuencia en un determinado
alelo, el individuo se describe como homocigoto respecto a ese alelo. Cuando las copias difieren en la secuencia
en un determinado aleio, el individuo se describe como heterocigoto.

La mezcla A (mutante) determina si un individuo es portador de una mutacion y esto viene indicado por la presencia
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 (pico verde solamente), homocigoto respecto a
F508del (pico azul solamente) o heterocigoto respecto a F508del (picos azul y verde).

Si se observa otra mutacién, se puede amplificar la muestra con la mezcla B (natural) para determinar el estado
de homocigoto ¢ heterocigoto. La presencia de un pico verde para el alelo en cuestion en la mezcla natural indica
que el individuo es heterocigoto y la ausencia de un pico verde indica que el individuo es homacigoto para la
mutacidn en cuestion.

Consulte la Figura 34 para ver ejemplos de GeneMarker

:’Haéemplesadlc;o )Iesldelos rostitados que
: wmlurdaslasﬂﬁﬁﬂdnaslﬁﬁ?

Co

Mo,

DIRECTOR Tecw

En caso de malquuer cﬁﬁcultad pé

Designacion de marcadores de GeneMarker

Al visualizar datos de rastreo en GeneMarker, los picos de diagnéstico de la mezcla A se etiquetaran con el nombre
y el nimere de marcador. los picos de diagnéstico en la mezcla B solo se etiquetaran con el nGmero de marcador,

Los datos de picos de un marcador detectado etiquetade pueden examinarse con mas detalle pasando el cursor
del raton sobre la etiqueta del marcador de interés, tras lo cual en la ventana de plot de muestras apareceran el
nombre del marcador, y el tamafio y la altura del pico.

Consulte el Anexo A para ver la tabla resumen de los rangos de tamaiio individuales de los marcadores
detectados por el ensayo CF-EU2v1,
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Figura 34: Ejemplos de representaciones a) normales, b} heterocigotas y c) homocigotas

A. Normales
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Seccion 6: Rendimiento del ensayo

Descripcion
Se realizaron estudios clinicos para determinar el rendimiento de las caracteristicas del ensayo CF-EU2v1. Todos

los estudios de validacion se realizaron en los analizadores genéticos 3130x| y 3500 con los materiales, equipo y
procedimientos descritos en el documento de Instrucciones de uso.

Todas las muestras usadas para la validacion se han caracterizado previamente mediante secuenciacion
bidireccional (criterio de referencia).

Precision: caracteristicas de rendimiento

Validacion interna

Introduccion v protocoto

La precisién del ensayo CF-EU2v1 se valoré mediante la evaluacién de 159 muestras representativas de una
amplia seleccidn de variantes de CFTR procedentes de cuatro fuentes independientes. Las muestras estaban
compuestas por lo siguiente: 91 muestras de gDNA clinicas anonimizadas aisladas de sangre humana, 21
muestras derivadas de manchas de sangre, gDNA cbtenide de 37 muestras de lineas celulares de un proveedor
omercial, y 10 objetivos sintéticos. La precisién de las lecturas de todas las muestras se compard con la
secuenciacidn bidireccional.

-Mat, 7.3

DIRECTOR TECNIC

La precisién del ensayo CF-EU2v1 para detectar variantes de poly-TG/poly-T se valoré mediante la evaluacion de
148 muestras procedentes de tres fuentes independientes. El conjunto de las muestras contenia ejemplos de cada
variante de poly-T solicitados por el ensayo {segun el uso indicado). Las muestras estaban compuestas por lo
siguiente: 90 muestras de gDNA clinicas anonimizadas aisladas de sangre humana, 21 muestras derivadas de
manchas de sangre, gOCNA obtenido de 37 muestras de lineas celulares de un proveedor comercial. La precision
de las lecturas de todas las muestras se comparé con la secuenciacién bidireccional.

Or HErTOR
BIOQUIMICO - pq

Besultados de las pruebas y conclusiones

La precisidn se notifica como concordancia de porcentaje positivo (PPA), concordancia de porcentaje negativo
{NPA) y concordancia general (OA). Los resultados finales de precisin del ensayo basados en todos los
resultados se indican en las Tablas 6a y 6b siguientes:
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Tabla Ba: Precision del ensayo CF-EU2v1 (par mutacién)

i
2;'\ %

CFTRdele2,3 159 0 1 '] 158 0 0 100 100 100
EG0X 159 1 1 0 157 0 0 100 100 100
P&7L 159 1 0 1 157 0 0 100 100 100
G85E 159 2 1 0 156 0 0 100 100 100

394delITT 159 1 1 0 157 ¢ 0 100 100 100
4d4celA 159 0 1 1] 158 0 0 100 100 | 100
R117C 159 2 1] 1 156 '] 0 100 100 100
R117H 159 2 1 0 156 0 0 100 100 100
Y122% 159 1 1 0 157 0 0 100 100 | 100
821+1G>T 159 1 2 ) 156 0 0 100 100 100
141G>T 159 0 1 0 158 0 ] 100 100 100
L206W 159 0 ] 1 158 0 0 100 100 100
1078delT 159 0 1 0 158 0 ] 100 100 100
R334W 159 1 1 1] 157 '] 0 100 100 | 100
R347P 159 0 1 0 158 0 0 100 100 100
R347H 159 0 1 0 158 0 1] 100 100 100
A455E 159 2 1 0 156 0 0 100 100 100
1507del 159 2 1 0 156 0 0 100 100 100
F508del 159 M i1 1 113 0 0 100 100 100
1677delTA 159 1 Q 1 157 0 1] 100 10¢ [ 100
VS20F 159 0 1 0 158 0 0 100 100 100
1717-1G>A 159 3 1 0 158 0 1] 100 100 100
Gh42X 159 [ 1 0 152 0 0 100 100 100

S549R(T>() 159 1 1 0 157 0 0 100 100 100

S549N 159 0 1 0 158 0 0 100 100 100
G551D 159 4 1 0 154 0 0 100 100 100
R553X 159 2 1 0 156 ] [ 100 100 [ 100
RS60T 159 1] 1 0 158 0 0 190 100 | 100
1811+1.6kbA>G 159 1 ] 1 157 0 0 100 100 100
1898+1G>A 158 1 1 0 157 0 1] 400 100 100
2143delT 159 1 0 0 158 0 0 100 100 100
2184delA 159 2 1 0 156 0 0 100 100 100
2347delG 159 1 0 1 157 0 0 100 100 100
W846X 159 1 0 1 157 Q 0 100 100 100

2789+5G>A 159 [] 1 0 158 0 0 100 100 100
Q890X 159 Q 1] 1 158 0 0 100 100 100

3120+1G>A 159 0 1 0 158 1] 0 100 100 100

3272-26A>G 159 2 1 1] 156 0 0 100 100 100

R1066C 159 2 0 1 156 0 "] 100 100 100

Y1092X{C>A) 159 2 1 ¢ 156 0 Q 100 100 100

M1101K 159 0 1 0 158 0 a 100 100 | 100
D1152H 159 § 1 1] 152 0 0 100 100 | 100
R1158X 159 2 1 0 156 0 0 100 100 | 100
R1162X 159 2 1 0 156 0 0 100 100 100
3659delC 159 2 1 0 156 0 0 100 100 100
3849+10khC>T 159 3 1 0 155 0 0 100 100 100
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R

(nombrs comvin) | totales . ;
$1251N 159 1 0 1 157 ] 0 10¢ | 100 | 100
3905insT 159 1 1 0 157 Y] ¢ 100 | 100 | 100
W1282X 159 12 1 0 146 Q 0 100 | 100 | 100
N1303K 159 5 1 0 153 Q ¢ 100 | 100 | 100
WT 14 0 0 0 14 0 0 100 [ 100 | 100
TOTAL 7964 114 50 11 7789 0 0 100 | 100 | 100

Tabla 6b: Precision del ensayo CF-EU2v1 (por variantes de poly-TG/paly-T)

(TEMU(T)SHTIT 3 0 0 0 100 | 100 | 100

(TG UT)5HT)9 3 0 0 0 100 | 100 | 100

(TG)12(T)5HT)7 6 1 0 0 100 | 100 | 100

(TGN 2(T)5HT)9 3 1 0 0 100 | 100 | 100

(M7HT7 50 17 0 0 100 | 100 | 100

(TYTHTIS 35 18 0 0 100 | 100 | 100

(TN 12 2 0 0 100 | 100 | 100

i J=}

O

= Z

[&)
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o
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Precision: repetibilidad

Introduccian y protocolo

El objetivo de este estudio era demostrar que el ensayo CF-EU2v1 produce resultados repetibles si se analizan en
identicas condiciones, en tres ocasiones distintas el mismo dia y con un lote de un solo fabricante. Se prepard un
panel de referencia de muestras de ADN (formado por analitos adecuados y un control negativo).

Para la primera configuracién experimental cada muestra de ADN se analizé 4 veces (4 repeticiones) con el
protocolo de RPC adecuado como se indica en ias Instrucciones de uso. Los productos RCP etiguetados
fluorescentermente se separaron mediante electroforesis capilar. El analisis posterior se realizd con el software
GeneMapper 5.

Este experimento se repitié dos veces mas durante un pericdo de 24 horas. .
Resultados de fas pruebas y conclusiones
Para cada repeticién analizada en las tres ocasiones distintas, todos los marcadores previstos estaban presentes ‘

y dieron como resultado la interpretacién del diagnostico correcto en cada una de las muestras del pane! de ADN.
La repetibilidad se notifica como concordancia de porcentaje positivo (PPA), concordancia de porcentaje negativo
(NPA} y concordancia general (OA). Los resultados de! estudio de repetibilidad, visualizados por muestras, se
incluyen en la Tabla 7 siguiente. Estos datos proporcionan pruebas de que el ensayoe CF-EU2v1 produce
resultados repetibles de forma sistematica.

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

R s i T e
¥ 3
1 F508del/+ 4 4 4 195 196 196 0 0 100 | 100 | 100
2 G542X/+ 4 4 4 196 196 196 4] ] 100 | 100 | 100
= R347P/G551D 8 8 8 196 196 196 a 0 100 | 100 | 100
4 N1303K/+ 4 4 4 196 196 196 1] 0 100 | 100 | 100
1717+ 4 4 4 196 196 196 0 a 100 | 100 | 100 .
6 R553X/+ 4 4 4 196 196 196 0 0 100 [ 100 | 100
™ |A455EIF508de 8 8 8 196 196 196 0 0 100 | 100 | 100
] W1i282XH+ 4 4 4 196 196 186 0 0 100 | 100 | 100
8 1507/+ 4 4 4 196 196 196 0 0 100 | 100 | 100
10 R1162X/+ 4 4 4 196 196 196 0 0 100 | 100 | 100
11 WT 0 0 0 196 196 186 0 0 100 | 100 | 100
TOTAL 43 48 48 2156 | 2156 | 2156 0 ¢ 100 | 100 | 100

*El valor 196 se calcula a partir del namero total de picos naturales del resultado de un tnico ensayo multiplicado por el numero de
repeticiones de la muestra, es decir, 49 x 4

“Con muestras que tienen dos mutaciones de CF el nimero de picas de mutaciones se dobla para cada repeticion, es decir, 4x 2
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Precision: reproducibilidad

Introduccian y protocelo

El objetive de este estudio era demostrar que el ensayo CF-EU2v1 produce resultados reproducibles de cada
analito a partir de un panel de muestras de ADN, en un rango de concentraciones de ADN introducido. La
variabilidad se valord de forma apropiada entre los lotes manufacturados del producto, y entre los dias, operadores
e instrumentos usados. Para el producto CF-EU2v1 se prepard una configuracion experimental en la que se
analizé un panel de 48 muestras (formadas por analitos y un control negativo) por triplicado con 3 operadores que
usaron 3 lotes manufacturados de material CF-EU2v1. Cada operador siguié de modo independiente el protocolo
y segun se indica en el documento de las Instrucciones de uso, es decir, en dias separados y con equipos
diferentes (analizadores genéticos y termocicladores).

Resultados de las pruebas vy conclusianes

El analisis posterior se realizo con el software GeneMapper 5. La reproducibilidad se notifica como concordancia
de porcentaje positivo (PPA), concordancia de porcentaje negativo (NPA) y concordancia general (OA). Los
resultados del estudio de reproducibilidad, visualizados por muestras, se incluyen en ia 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)

1 F508dal/+ [] 1) 100 100 100
2 GH42XI+ 1] 0 100 100 100
3 R3I47PiGE51D 18 18 18 441 0 1] 100 100 100
4 N1303K/H+ 9 9 9 L i 0 g 100 100 100
5 1717-1G>Al+ 9 9 9 441 0 ] 100 100 100
8 R55IX/ FE0&dal 18 18 18 441 0 Q 100 100 100
7 A455E/F508dal 18 18 18 441 0 0 100 160 100
B W1282 X1+ 9 9 9 441 1] 0 100 100 100
9 1507 del/+ 9 ] ] 441 441 441 9 '] 100 100 100
10 R1162X/+ 9 9 g 441 441 441 0 ] 100 100 100
1 ES0X/F508de! 18 18 18 441 a4 441 0 0 100 100 100
12 2184delAl F508del 18 18 18 91 441 4“1 g 1] 100 100 100
13+ 2789+6G>A/2789+5G>A 9 9 ] 432 432 432 0 ] 190 100 100
14 J849+10kbC>TH 8 ] ] a1 441 441 0 [/} 100 100 100
15 R334Wi+ 9 9 9 441 441 441 0 [ 100 100 160
16 1078delTi+ 9 9 8 a1 441 441 ] 1] 100 100 100
17 J659detC/F508dul 18 18 18 441 41 4 1] 0 100 100 100
18 G8SE/D1152H 18 18 18 441 441 441 0 0 100 100 100
19 CFdel2,3/F508del 18 18 18 441 441 441 ] 0 100 100 100
20 3905ins T/+ 9 9 9 441 441 441 ] 0 100 100 100
21 M11HK/MI101K 9 9 9 432 432 432 (] 0 100 100 100
22 Y1092X{C>A)/F508dal 18 18 18 441 441 441 4] 0 100 100 100
23 3272-26A>Gl+ 9 9 9 441 4 44 1 0 100 100 100
24 R347H/+ 9 9 9 41 441 441 0 a 100 100 100
25 Z20+1G>ABI+1G>T 18 18 18 441 441 441 0 Q 100 100 100
26 T11+1G6>T/621+1G>T 18 18 18 441 441 491 0 0 100 100 100
27 2143dalT/F508del 18 18 18 41 41 441 0 0 100 100 100
28 VE20F/+ 9 9 ] 441 441 441 a 0 100 100 100
29 S1251N gBlock/WT gDNA 9 9 ] 441 441 441 q 0 100 100 100
30 R560T/F508del 18 18 18 441 441 441 /] 0 100 100 100
ey | SESR(T>G)+ 9 9 9 441 441 441 Q L] 100 100 100
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OA.'

%)
32 S549N/+ 10¢ 100 100
23 444delAs+ 100 100 100
34 1811+1.6kbA>GI/F508del 18 18 100 100 100

gBiock
36 R117H/F508det 18 18 18 441 441 441 4] 0 100 100 100
36 Y122X/R1158X 18 18 18 441 441 41 ) [ 100 100 100
37 394deiTT/+ 9 9 ) 441 441 441 1] [ 100 100 100
38 1898+1G>A/F508dsl 18 18 18 441 441 441 0 0 100 100 100
39 PS7L gBlock/WT gDNA 9 441 441 441 1] 1] 100 100 100
40 1677delTA  gBlock/WT 9 491 441 441 1] 0 100 100 100
DNA
41 L206W gBlock/WT gDNA 9 441 441 441 0 0 100 100 100
42 R117C gBlock/WT gDNA 9 9 441 a1 441 0 0 100 100 100
43 2347delG gBlock/NT 9 ] k] 441 441 441 o 0 100 100 100
gDNA

44 QB90X gBlock/WT gDNA ] 9 9 441 441 441 ) [ 100 100 100
46 W846X gBlock/MIT gDNA 9 ) ) 441 441 441 0 [} 100 100 100
46 R1066 gBlock/WT gDNA 9 9 9 441 441 441 0 0 100 100 100
47 WT Q [1] 0 441 441 441 0 0 100 100 100
43 - 0 0 0 0 0 0 0 0 100 160 100
TOTAL 47 47 47 20709 20709 20709 1] ] 100 100 100

*El valor 432 se calcula a partir del nimero total de picos naturales de un tnico ensayo con resultado mutante homocigoto
multiplicado por el nimero de repeticiones de fa muestra, es decir, 48 x 9

*El valor 441 se calcula a partir del nimero total de picas naturales del resultado de un tinico ensayo multiplicado por el nimero de
repeticiones de la muestra, es decir, 49 x 9
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Seccion 7: Limitaciones

Ambito del ensayo

1. Los resultados obtenidos con esta ¢ cualquier otra prueba diagnostica deberian ser utilizados e interpretados
unicamente en el contexto del cuadro clinico general. Elucigene Diagnostics no sera responsable de ninguna
decision clinica que se tome.

La ausencia de las mutaciones detectadas por este kit no es garantia 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.

3. Las mutaciones varian en cuanto a la frecuencia entre poblaciones diferentes. Pueden obtenerse datos de la
frecuencia de mutaciones en distintas poblaciones de: The Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium (8).

‘ Sensibilidad analitica: cantidad recomendada de ADN introducido

El ensayc CF-EU2v1 se ha optimizado para el uso de una concentracion de ADN introducido de 6ng/pl.

El ensayo produce datos claros interpretables en un range de concentraciones de ADN introducido. Durante los
estudios de validacion y verificacidn los tres lotes arrojaron datos claros y precisos, lo que permitié realizar el
diagnastico clinico correcto con un rango de concentracion de 1,5 ng/pl a 18 ng/ul (de 3,75 a un total de 45 ng).

Especificidad analitica: sustancias con capacidad interferente

El ensayo CF-EU2v1 se ha disefiado para usarse con ADN extraido de muestras de sangre entera (EDTA

eservado) y de manchas secas de sangre. No obstante, la calidad de la muestra de ADN puede variar debido a

métodos de extraccidn de ADN deficientes, o que puede introducir contaminantes que pueden interferir con el

1o rendimiento del ensayo. Estas sustancias con capacidad interferente pueden ser proteinas enddgenas (por

ejemplo, hemoglobina y triglicéridos) que se arrastran debide a un método de extraccion ineficaz o sustancias
exogenas (EDTA y heparina) introducidas durante la recogida de la muestra y el proceso de extraccion de ADN.

=
[ I
=

~
3
M~

o
e
Z
O
w
-

o
O

ICO - Mat

T

Las posibles sustancias con capacidad interferente (es decir, hemoglobina, triglicéridos y bilirrubina) se agregaron
a ADN gendmico y se amplificaron con el ensayo CF-EU2v1. Los resultados indicaron que estas cuatro sustancias

S

[

i

x ? en las siguientes concentraciones interfieren en la reaccion de RCP al usar el ensayo CF-EU2v1:
o

I-ie'pa fina

Hemoglobina 14 mg/d|
Bilirrubina 0,39 mg/dl
Triglicéridos 7,55 mag/d|

Se ha informado de que los dispositivos de recogida de muestras en ocasiones han resultado perjudiciales para la
integridad de determinados analitos y podrian interferir con algunas tecnologias metodolégicas. Se recomienda
que cada usuario se asegure de gue el dispositivo elegido se utilice de acuerdo con las instrucciones del fabricante
y de que |os dispositivos de recogida de muestras v los métodos de preparacion del ADN sean campatibles con

esta prueba.

Los kits Elucigene CF-EU2v1 se han validado con el método de extraccién de ADN de los kits Qiagen QiAamp.
Con el uso de los métodos de extraccién recomendados se reducira la probabilidad de que falie la prueba como

consecuencia del arrastre de sustancias con capacidad interferente.
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Especificidad analitica: reactividad cruzada

Se han hecho todo lo humanamente posible durante el desarrollo de la prueba para evitar (a interferencia producida
en el funcionamiento de la prueba por la presencia de otros polimorfismos y mutaciones notificados en el gen
CFTR.

La mutacion R1283M, muy poco comin, se ha evaluado en cuanto a reactividad cruzada, y no fue detectada por
el kit Elucigene CF-EU2v1. Ademas, los siguientes palimorfismos no fueron detectados por la prueba: 1855T/G
(F508C), 1651A/G.

La evaluacién de mutaciones y polimorfismos conocidos en el gen CFTR ha puesto de manifiesto los siguientes
efectos en los resuitados del kit Elucigene CF-EU2v1:

1. Eliniciador mutante G551D en la mezcla A detectara también la mutacion S549RT>G. El software de analisis
etiquetara esto como pico 20. No habra un pico natural correspondiente en la mezcla B.

2. Se dara una reaccidn cruzada entre el iniciador mutante 2184delA en la mezcla A y la secuencia de ADN
mutante 2183AA>G, que dard lugar a un pico mutante en ia posicién 2184delA.

3. Se dara una reaccién cruzada entre el iniciador mutante 1078delT en la mezcla A y la secuencia de ADN
mutante F316L, que dara lugar a un pico mutante en la posicién 1078delT.

4. Se dard una reaccion cruzada entre el iniciador mutante R347P en la mezcla A y la secuencia de ADN mutante
R347H, que dara lugar a un pico mutante en la posicion R347P de altura reducida en comparacién con un pico
R347P verdadero.

5. La presencia del polimorfismo F508C (1 655T>G) tendra como resultado |a reduccién de la altura del pico 1507 del
en la mezcla B de CF-EU2v1.

8. La presencia de R117H tendra como resultado la reduccién de la altura del pico R117C en la mezcla B de CF-
EU2v1. En una muestra homocigota para R117H, faltara el pico R117C.

7. La presencia de G85E tendra como resultado la reduccién de la altura del pico 384delTT en la mezcla B de CF-
EU2v1. En una muestra homacigota para G85E, faltar4 el pico 394delTT.

8. A veces puede observarse un pico de artefacto muy pequefo en la posicion 1507del en los resultados de una
muestra heterocigota para F508del y en particular de una muestra homocigota a F508del.

9. Las siguientes mutaciones, que no se han comprobado en cuanto a posible reactividad cruzada por no
disponerse de muestras relevantes, pueden interferir con la funcion de prueba: R117P, R117L, 1717-2A>G,
621+2T>C, 621+2T>G, R553G, R553Q, R347L, I506T, 15068, 1508V y la combinacidn inusual de 1507del con
¢l polimarfismo 1651A/G.,
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Descargo de responsabiiidad

Los resultados de este y de otros ensayos de diagnéstico deberan interpretarse junto con otros datos de laboratorio
y clinicos disponibles para el medico.

Estos reactivos de Elucigene se suministran para pruebas de diagnostico in vitro.

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 Qiagen GmbH,
PICOGREEN es una marca comercial de Molecular Probes Inc. GENEMARKER es una marca comercial de
Softgenetics Corporation. GENEMAPPER, NED, VIC, PET, POP-7, LIZ y HI-DI son marcas comerciales de Life .
Technologies Corporation

AVISO AL COMPRADOR: LICENCIA LIMITADA

Los polinucleétidos marcados con colorantes VIC, NED y PET y/o su uso pueden estar protegidos por una ¢ mas
patentes propiedad de Life Technologies Corp. El precio de compra de este producto incluye derechos
intransferibles limitados en virtud de ciertas reivindicaciones de ciertas patentes propiedad de Technologies
Corp. para utilizar s6lo esta cantidad del producto exclusivamente para las actividades del comprador en la
deteccion de objetivo(s) en el campo del diagnéstico humano. No se transfieren otros derechos. Sidesea
informacién adicional sobre la compra de licencias en referencia a los colorantes anteriormente mencionados,
péngase en contacto con el director de licencias en: outlicensing@lifetech.com.

Copyright © 2017 Delta Diagnostics (UK) Ltd.
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

Anexo A: Detalles de marcadores

Marcadores detectados

03 2789+5G>A 124-130
04 3120+1G>A 132.5-138.5
05 711+1G>T 141.5-147.5
06 R334W 147.5-154
07 1507 del 156-162.5
08 F508del 163-169
09 3849+10KbC>T 172-178
10 1677delTA 180-188.5
11 1078delIT 193-199
12 V520F 206-211.5
13 L206W 215-220
14 W1282X 224.5-230.5
15 R560T 234.5-240.5
16 2347delG 242-246
17 Q890X 250-252
o 18 R553X 255.5-261.5
-8 19 G551D 265-267
& 20 S549R(T>G)* 267.5-269.5
- 21 S549N 275-280
5 22 M1101K 282-288
8 23 G542X 289-295.5
o 24 3905insT 297-303.5
a 25 Y1092X(C>A) 308-314
26 S1251N 315-321
27 444delA 323-326
28 1811+1 6kbA>G 332-338
29 1717-1G>A 341.5-347.5
30 R117H 349-355
31 R117C 357-360
32 N1303K 360-366.5
33 Y122X 367-373
34 394delTT 377-383
35 G85E 384-390
36 R1066C 391-397
37 1898+1G>A 398.5-404.5
38 W846X 406-411
39 2184delA 413418
40 D1152H 423-429
41 CFTRdel2,3 433-439
42 P67L 439,5-445.5
43 2143delT 446-450.5
44 E60X 453.5-460.5
45 3659delC 461-465.5
46 3272-26A>G 470-476
a7 621+1G>T 485.5-491.5
48 A455E 496-503
49 R1162X 506-512
50 R1158X 516.5-524.5
5T** IVS8-5T 110-130
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Instrucciones de uso de Elucigene® CF-EU2v1

VS8-7T 740-160
IVS8-9T 175-195

*S549R(T>G)

El pico 20 solamente esta presente en la mezcla A.

** Tamafios del alelo 5T

s ; l

s

5T (9) 117.25-118.75
5T (10) 119.25 - 120.75
5T (11) 121.25 -122.75
5T (12) 123.25 — 124.75
5T (13) 125.25 — 126.75

NOTA: Los tamaiios de los marcadores pueden variar debido al instrumento y polimero utilizados.
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION
PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Expediente n® 1-47-3110-4050-17-2

La Administracion Nacioﬁal de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT) certifica que de acuerdo con lo solicitado por la firma BIOCIENTIFICA S.A,
se autoriza la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de ;
Tecnologia Médica (RPPTM), de un nuevo producto para diagnéstico de uso in vitro
con los siguientes datos caracteristicos: |

Nombre comercial: ELUCIGENE CF-EU2v1.

Indicacién de uso: ENSAYO DISENADO PARA LA DETECCION CUALITATIVA Y
SIMULTANEA DE DIFERENTES MUTACIONES DEL GEN HUMANO REGULADOR DE LA
CONDUCTANCIA TRANSMEMBRANOSA DE LA FIBROSIS QUISTICA EN ADN EXTRAIDO
DE MUESTRAS DE SANGRE ENTERA (EDTA) Y DE MANCHAS DE SANGRE SECA.
Forma de presentacion: envases por 10 o [50] determinaciones, conteniendo: CF-
EU2v1 primer mix A (1 x 50 pl) o [2 x 120 ul], CF-EU2v1 primer mix B (1 x 50 ul) o

[2 x 120 ul], PCR master mix {2 x 75 pl) 0 [2 x 400 pl] y DNA control (1 x 50 y|).

Periodo de vida util y condicién de conservacion: VEINTICUATRO (24) meses desde la
fecha de elaboracion, conservado a < -20 ©C.
Nombre y direccion del fabricante: ELUCIGENE DIAGNOQSTICS. Citylabs, Nelson

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

&

Sedes y Delegaciones ' Tel. (+54-11) 4340-0800 - http://www.argentina.gob.ar/anmat -Republica Argentina
Sede Central Sede Alsina . Sede INAME Sede INAL Sede Prod. Médicos
Av, de Mayo 863, CABA Alsing B65/671, CABA Av. Cascros 2161, CABA Fustados Unidos 25 CABA Av| Belgrano 1480, CABA
Deleg. Mendoza Deleq. Cordoba Deleg. Paso de los Libres Deleg. Posadas Deleg. Santa Fé
Remedios de Escalada de Obispo Trojo 635, Ruta Nacional 117, km 19, Roque Gonzélez 1137, Eva Perdn 2486,
Sars Martinn 1909, Mendoza Cordoba, COTELAR, Paso de los Libres, Posadas, Prov. de Santa Fé,

Prov. de Mendoza Prov. de Gordoba Prov. de Corrientes Misiones Prav. de Sama
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Adknirist:anion Mosienal e Medoarntotos,
Mineios Y Teancdopa Madae

Condicién de Venta/Categoria: venta a Laboratorios de analisis clinicos. USO

PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Se extiende el presente Certificado de Autorizacién e Inscripcion del PRODUCTO
-PARA DIAGNOSTICO USO IN VITRO PM N© 78-191.

Expediente N© 1-47-3110-4050-17-2

Disposicién N9 ; ﬁ @ @ 2 5

10 D1C 2019
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Remedios de Csealada de Cbispo Trejo 635, Auta Nacionai 117, ke 10, - Roque Gonzélez 1137, Eva Perdn 2456,
San Martin 1909, Mendoza Cérdoba, CO.TE.CAR,, Paso de los Libres, Posadas, Prov. de Santa Fé,

Prov. de Mendoza Prov. de Cordaba Frov. de Corrientes Misiones ’ Prov. de Santa Fé
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