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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
1983/2023 - 40 ANOS DE DEMOCRACIA

Disposicion
NUmero: DI-2023-4024-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 1 de Junio de 2023

Referencia: 1-0047-3110-004907-22-8

VISTO e Expediente N° 1-0047-3110-004907-22-8 del Registro de esta Administraciéon Naciona de
Medicamentos, Alimentosy Tecnologia Médica (ANMAT), y:
CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones Analytical Technologies SA. solicita se autorice la inscripcion en € Registro
Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM) de esta Administracién Nacional, de un nuevols
Producto/s Médico/s para diagnostico in vitro Kit PCR para deteccion de Leucemia.

Que en el expediente de referencia consta e informe técnico producido por € Servicio de Productos para
Diagnostico in vitro que establece que los productos retnen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorizacion .

Que se hadado cumplimiento alos términos que establecen laLey N° 16.463, Resolucion Ministerial N° 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99 y normas complementarias.

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

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

Por €ello;
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, Alimentos 'y Tecnologia Médica (ANMAT)
del producto médico para diagnéstico de uso in vitro denominado Kit PCR para deteccion de Leucemia, de
acuerdo con lo solicitado por Analytical Technologies SA. con los Datos Caracteristicos que figuran a pie de la
presente.

ARTICULO 2°- Autorizanse los textos de los proyectos de rétulo/s y de instrucciones de uso que obran en
documento N° IF-2023-40872186-APN-INPM#ANMAT .

ARTICULO 3°-- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar 1a leyenda "Autorizado por la
ANMAT PM 2357-7 ", con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase € Certificado de Autorizacion e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°- La vigencia del Certificado de Autorizacion sera de cinco (5) afios, a partir de la fecha de la
presente disposicion.

ARTICULO 6°.- Registrese. Inscribase en e Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese a interesado, haciéndole entrega
de la presente Disposiciéon, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizados y el Certificado
mencionado en € articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS
Nombre descriptivo: Kit PCR para deteccion de Leucemia
Marca comercial: DNA Diagnostic

Modelos:

HemaVision®-7Q (HV01-7Q)
HemaVision®-28Q (HV01-28Q)
HemaVision®-Q Positive Controls (HV 05-PCQ)

Indicacion/es de uso:

HemaVision®-7Q es una prueba de diagndstico in vitro de 4 horas para la deteccion cudlitativa de 7
transl ocaciones cromosdmicas asociadas con la leucemia cronicay aguda.

HemaVision®-7Q esta disefiado para analizar muestras de ARN total de sangre humana o médula Gsea para
detectar la presencia de translocaciones cromosomicas asociadas con la leucemia. Es una prueba cualitativa, no
automatizada. Cada kit contiene 12 pruebas y cada prueba es de un solo uso. Las pruebas deben ser realizadas y
los resultados deben ser analizados Unicamente por profesionales. La prueba esta disefiada para utilizarse como



complemento de la evaluacion de laleucemia junto con otros factores clinicopatol 6gicos (ayuda a diagnostico).
HemaVision®-7Q detecta transcritos de ARN de genes de fusion mediante un procedimiento RT-gPCR. También
se detectan variantes de empa me alternativas.

HemaVision®-7Q detecta las siguientes 7 transl ocaciones.

t(1;19) (g23;p13) (TCF3-PBX1)

t(4;11) (g21;023) (KMT2A-AFF1)

t(8;21) (022;022) (RUNX1-RUNX1T1)

t(9,22) (g34;911) (BCR-ABL1)

t(12;21) (p13;922) (ETV6-RUNX1)

t(15;17) (g24;g21) (PML-RARA)

inv(16) (p13;922) (CBFB-MYH11)

HemaVision®-28Q es una prueba de diagndstico in vitro de 4 horas para la deteccion cualitativa de 28
transl ocaciones cromosdmicas asociadas con la leucemia cronicay aguda.

HemaVision®-28Q esta disefiado para analizar muestras de ARN total de sangre humana o médula ésea para
detectar la presencia de translocaciones cromosomicas asociadas con la leucemia. Es una prueba cualitativa, no
automatizada. Cada kit contiene 12 pruebas y cada prueba es de un solo uso. Se deben realizar pruebas y analizar
los resultados.

solo por profesionales. La prueba esta disefiada para utilizarse como complemento de la evaluacion de la
leucemia junto con otros factores clinicopatol égicos (ayuda al diagndstico).

HemaVision®-28Q detecta transcritos de ARN de genes de fusion mediante un procedimiento RT-gPCR.
También se detectan variantes de empalme alternativas.

HemaVision®-28Q detecta las siguientes 28 transl ocaciones:

del1(p32) (STIL-TAL1)

t(1;11) (p32;023.3) (KMT2A-EPS15)

t(1;11) (q21;623.3) (KMT2A-MLLT11)

t(1;19) (923;p13) (TCF3-PBX1)

t(3;5) (q25;g34) (NPM1-MLF1)

t(3;21) (026;022) (RUNX1-MECOM)

t(4;11) (q21;623.3) (KMT2A-AFF1)

t(5:12) (g33;p13) (ETV6-PDGFRB)

t(5;17) (935;021) (NPM1-RARA)

t(6;9) (p23;934) (DEK-NUP214)

t(6;11) (q27;G23.3) (KMT2A-AFDN)

t(8;21) (q22;622) (RUNX1-RUNX1T1)

1(9;9) (g34;934) (SET-NUP214)

t(9;11) (p21.3;023.3) (KMT2A-MLLT3)

t(9;12) (934;p13) (ETV6-ABL1)

t(9,22) (g34;q11) (BCR-ABL1)

t(10;11) (p12;923.3) (KMT2A-MLLT10)

t(11;17) (g23.3;021) (KMT2A-MLLT6)

t(11;17) (923;021) (ZBTB16-RARA)

t(11;19) (923.3;p13.1) (KMT2A-ELL)

t(11;19) (23.3;p13.3) (KMT2A-MLLT1)

t(12;21) (p13;922) (ETV6-RUNX1)

t(12;22) (p13;q11) (ETV6-MN1)



t(15;17) (g24;921) (PML-RARA)
inv(16) (p13;922) (CBFB-MYH11)
t(16;21) (p11;922) (FUS-ERG)
t(17;19) (q22;p13) (TCF3-HLF)
t(X;11) (913;923.3) (KMT2A-FOX04)

Los controles positivos para HemaVision 7Q y HemaVision 28Q son un kit de diagnostico in vitro que contiene
cinco tubos idénticos con ARN transcrito in vitro diluido en ARN de leucocitos de tipo salvaje de lalinea celular
HL60. El ARN transcrito in vitro se origina a partir de la transcripcién de 10 construcciones de genes de fusion.
Estos cinco tubos con ARN transcrito in vitro mezclado con ARN total HL60 se pueden utilizar como controles
positivos paralas 7 translocaciones detectadas por € kit HemaVision-7Q y 9 de las 28 translocaciones detectadas
por e kit HemaVision-28Q. El ARN de HL60 contiene transcripciones de los tres genes domésticos, que se
detectan mediante los cebadores de control de reaccién y la sonda de los kits HemaVision.

iNota!l El kit de control positivo HemaVision® es solo para uso profesional.

Forma de presentacion: HemaVision®-7Q contiene reactivos para 12 pruebas.

En el kit HemaVision®-7Q se incluyen |os siguientes componentes:

* 12 tubos cDNA con 28 uL de mezcla de reaccién (tubos de 0,65 mL con tapdn de rosca amarillo)

» 12 tiras de 8 tubos de qPCR que contienen 23 uL de mezcla de reaccion de gPCR.

» 12 tiras adicional es de tapas dpticas para | os tubos gPCR.

* Dos tubos con H20 libre de ARNasa (tubos de 0,65 ml con tapon de rosca azul)

* Un manual de usuario

HemaVision®-7Q se produce en 4 formatos de pléstico para adaptarse a varios aparatos gPCR. La mezcla de
gPCR se puede suministrar en tubos de PCR de perfil bajo blanco (WLP) de 0,1 ml, perfil regular blanco de 0,2
ml (WRP), perfil regular esmerilado de 0,2 ml (FRP) o perfil regular transparente (CRP) de 0,2 ml. Se pueden
suministrar placas adaptadoras con € kit si el instrumento gPCR requiere un formato de placa de 96 tubos (por
egjemplo, Roche LightCycler 480 y algunos modelos ABI). Para el instrumento Qiagen Rotorgene, la tira de 8
tubos CRP se puede dividir en tubos de 2x4 antes de insertarla en el rotor del instrumento.

Los tubos de reaccion de ADNc contienen transcriptasa inversa, nuclettidos, tampon, cebadores de ADNc y
oligomolde IAC.

Los tubos de gPCR contienen polimerasa de ADN Tag de arranque en caliente, nucleétidos, tampén y
cebadores/sondas.

tubo no. 1-6 contienen cebadores y sondas tanto para genes de fusion como paralaplantillalAC.

tubo no. 8 contienen cebadores y sondas para un gen dereferencia ABL1 y laplantillalAC.

tubo no. 7 esta vacio.

Para confirmar la orientacion de las tiras de PCR después del andlisis de qPCR, verifique las sefiales de
amplificacion de FAM en el tubo no. 8 y la ausencia de sefial de amplificacion de CY5 en el tubo no. 7.

HemaVision®-28Q contiene reactivos para 12 pruebas.

En el kit HemaVision®-28Q se incluyen |os siguientes componentes:

* 12 tubos cDNA con 42 uL de mezcla de reaccion (tubos de 0,65 mL con tapén de rosca amarill o)

* 12 bloques de 24 tubos de gPCR que contienen 23 uL de mezcla de reaccion de gPCR.

* 12 juegos adicionales de tapas Opticas paralos tubos qgPCR.

* Dos tubos con H20 libre de ARNasa (tubos de 0,65 ml con tapon de rosca azul)

* Un manual de usuario

HemaVision®-28Q se produce en 3 formatos para adaptarse a varios aparatos gPCR. La mezcla gPCR se puede



suministrar en 0,1 ml de perfil bajo blanco (WLP), 0,2 ml de perfil regular blanco (WRP) o 0,2 ml Tubos de perfil
regular esmerilado (FRP) PCR. Se pueden suministrar placas adaptadoras con €l kit si € instrumento gPCR
requiere un formato de placa de 96 tubos (por ejemplo, Roche LightCycler 480 y algunos modelos ABI).

L os tubos de reaccion de cDNA contienen transcriptasa inversa, nucledtidos, tampdn, cebadores de cDNA y oligo
IAC.

Los tubos de gPCR contienen polimerasa de ADN Tag de arranque en caliente, nucleétidos, tampén y
cebadores/sondas.

Tubo no. 1-6, 9-15, 17-23 contienen cebadores y sondas tanto para genes de fusién como paralaplantillal AC.
Tubo no. 7, 8, 16, contienen cebadores y sondas para un gen de referenciay la plantillal AC.

Tubo no. 24 esta vacio.

Para confirmar la orientacion de las tiras de PCR después del andlisis de gPCR, verifique las sefides de
amplificacion de FAM en el tubo no. 7, 8, 16 y la ausencia de sefial de amplificacion de Cy5 en € tubo no. 24.

El kit de controles positivos para HemaVision® 7Q y 28Q n.° de cat. No. HV05-PCQ contiene una caja con cinco
tubos que contienen 20 1 de ARN transcrito in vitro mezclado con ARN total de HL-60. El kit se envia en hielo
seco y debe amacenarse a -80 °C. Mientras realiza la prueba, mantenga siempre los componentes de prueba en
hielo (0 °C). Cada uno de los cinco tubos del kit contiene ARN para una reaccion de ADNCc.

NOTA: Para que e kit funcione correctamente, también es esencial obtener y utilizar los reactivos
proporcionados en el kit HemaVision-7Q, n.° de cat. n.° HV01-7Q o kit HemaVision-28Q, n.° de cat. N° HV01-
28Q

Periodo de vida Util y condicién de conservacion: 18 meses.
Mantener a-20 °C
Controles positivos : mantener a-80°C

Nombre del fabricante:
DNA Diagnostic A/S.

Lugar de elaboracion:
Voldbjergve 14, Risskov 8240, Dinamarca

Condicion de uso: Uso profesional exclusivo
Expediente N° 1-0047-3110-004907-22-8
N° Identificatorio Tramite: 40840

AM
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PROYECTO DE ROTULOS

Ré6tulo Externo

HemaVision®-7Q (HV01-7Q)
HemaVision®-28Q (HV01-28Q)

HemaVision®-Q Positive Controls (HV05-PCQ)

Importado por:
ANALYTICAL TECHNOLOGIES SA
J. F. Kennedy 2840 Piso 10, Ciudad Auténoma de Buenos Aires,

Argentina.

Director Técnico: Biog., Alida Lucia Alvarez. MN 6998.
Fabricado por:
DNA Diagnostic A/S.

Voldbjergvej 14, Risskov 8240, Dinamarca

Marca: DNA Diagnostics.
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DD/MM/AAA XXXXXXX -20°C 5/12
-80° °C (Control

positivo)

Autorizado por la ANMAT - PM 2357-7

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS: VER INSTRUCCIONES DE USO.

Solamente para uso diagndéstico in-vitro
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Venta exclusiva a laboratorios de analisis clinicos.

USO PROFESIONAL EXCLUSIVO
Rétulo del fabricante:
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MANUAL DE INSTRUCCIONES

1. Nombre comercial del Producto
HemaVision®-7Q (HV01-7Q)
HemaVision®-28Q (HV01-28Q)
HemaVision®-Q Positive Controls (HV05-PCQ)

2. Descripcién de lafinalidad de uso del producto

HemaVision®-7Q es una prueba de diagnostico in vitro de 4 horas para la deteccion
cualitativa de 7 translocaciones cromosomicas asociadas con la leucemia crénica y aguda.
HemaVision®-7Q esta disefiado para analizar muestras de ARN total de sangre humana o
médula 6sea para detectar la presencia de translocaciones cromosomicas asociadas con
la leucemia. Es una prueba cualitativa, no automatizada. Cada kit contiene 12 pruebas y
cada prueba es de un solo uso. Las pruebas deben ser realizadas y los resultados deben
ser analizados Unicamente por profesionales. La prueba esta disefiada para utilizarse como
complemento de la evaluacion de la leucemia junto con otros factores clinicopatoldgicos
(ayuda al diagnostico).

HemaVision®-7Q detecta transcritos de ARN de genes de fusibn mediante un
procedimiento RT-qPCR. También se detectan variantes de empalme alternativas.
HemaVision®-7Q detecta las siguientes 7 translocaciones:

t(1;19) (q23;p13) (TCF3-PBX1)

t(4;11) (921;G23) (KMT2A-AFF1)

1(8;21) (922;G22) (RUNX1-RUNX1T1)

1(9,22) (q34;q11) (BCR-ABL1)

t(12;21) (p13;g22) (ETV6-RUNX1)

t(15;17) (q24;g21) (PML-RARA)

inv(16) (p13;922) (CBFB-MYH11)

Aware2 Al EJANDRO r,o(;‘b)-a_,vCr
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HemaVision®-28Q es una prueba de diagndstico in vitro de 4 horas para la deteccion
cualitativa de 28 translocaciones cromosémicas asociadas con la leucemia crénica y aguda.
HemaVision®-28Q esté disefiado para analizar muestras de ARN total de sangre humana
0 médula 6sea para detectar la presencia de translocaciones cromosémicas asociadas con
la leucemia. Es una prueba cualitativa, no automatizada. Cada kit contiene 12 pruebas y
cada prueba es de un solo uso. Se deben realizar pruebas y analizar los resultados.

solo por profesionales. La prueba esta disefiada para utilizarse como complemento de la
evaluacioén de la leucemia junto con otros factores clinicopatoldgicos (ayuda al diagnéstico).
HemaVision®-28Q detecta transcritos de ARN de genes de fusibn mediante un
procedimiento RT-qPCR. También se detectan variantes de empalme alternativas.
HemaVision®-28Q detecta las siguientes 28 translocaciones:

dell(p32) (STIL-TAL1)

t(1;11) (p32;923.3) (KMT2A-EPS15)

t(1:11) (921;923.3) (KMT2A-MLLT11)

t(1;19) (q23;p13) (TCF3-PBX1)

t(3;5) (q25;q34) (NPM1-MLF1)

t(3;21) (926;g22) (RUNX1-MECOM)

t(4;11) (921;923.3) (KMT2A-AFF1)

t(5;12) (q33;p13) (ETV6-PDGFRB)

t(5;17) (935;g21) (NPM1-RARA)

t(6;9) (p23;034) (DEK-NUP214)

t(6;11) (q27;923.3) (KMT2A-AFDN)

1(8;21) (922;G22) (RUNX1-RUNX1T1)

t(9;9) (q34;034) (SET-NUP214)

t(9;11) (p21.3;023.3) (KMT2A-MLLT3)

t(9;12) (q34:;p13) (ETV6-ABL1)

t(9,22) (q34:q11) (BCR-ABL1)

t(10;11) (p12;G23.3) (KMT2A-MLLT10)

t(11;17) (923.3;921) (KMT2A-MLLTS6)

Aware2 Al EJANDRO r,o(;‘b)-a_,vCr
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t(11;17) (g23;921) (ZBTB16-RARA)
t(11;19) (g23.3;p13.1) (KMT2A-ELL)
t(11;19) (g23.3;p13.3) (KMT2A-MLLT1)
t(12;21) (p13;922) (ETV6-RUNX1)
t(12;22) (p13;911) (ETV6-MN1)
t(15;17) (g24;921) (PML-RARA)
inv(16) (p13;922) (CBFB-MYH11)
1(16;21) (p11;922) (FUS-ERG)

t(17;19) (g22;p13) (TCF3-HLF)

t(X;11) (913;923.3) (KMT2A-FOX04)

Los controles positivos para HemaVision 7Q y HemaVision 28Q son un kit de diagndstico
in vitro que contiene cinco tubos idénticos con ARN transcrito in vitro diluido en ARN de
leucocitos de tipo salvaje de la linea celular HL60. EI ARN transcrito in vitro se origina a
partir de la transcripcién de 10 construcciones de genes de fusién. Estos cinco tubos con
ARN transcrito in vitro mezclado con ARN total HL60 se pueden utilizar como controles
positivos para las 7 translocaciones detectadas por el kit HemaVision-7Q y 9 de las 28
translocaciones detectadas por el kit HemaVision-28Q. EI ARN de HL60 contiene
transcripciones de los tres genes domésticos, que se detectan mediante los cebadores de
control de reaccién y la sonda de los kits HemaVision.

iNota! El kit de control positivo HemaVision® es solo para uso profesional.

3. Descripcion del principio de accién del Kit
HemaVision®-7Q (HV01-70Q)

HemaVision®-7Q es un ensayo basado en RT-gPCR para la deteccién de transcritos de

genes de fusion asociados a la leucemia en el ARN total de muestras de sangre total o de
médula ésea. En el kit se incluyen mezclas maestras cDNA y gPCR listas para usar. El
ADNCc se sintetiza afiadiendo ARN purificado al ADNc listo para usar HemaVision®-7Q. El

cDNA resultante se agrega a 7 tubos de reaccién de gPCR listos para usar, que contienen

Aware2 Al EJANDRO r,o(;‘b)-a_,vCr
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cebadores y sondas de PCR especificos para la deteccion de genes de fusion, un gen de
referencia y un control de amplificacion interno (IAC). La gPCR se realiza en un instrumento
gPCR en tiempo real con filtros épticos para la deteccion de fluorescencia FAM, ROX y
CY5. Los gréficos de amplificacion y los valores de Ct (ciclo en el umbral) se utilizan para
la identificacién de la translocacion y la transcripcion del gen de fusion mediante una tabla
de interpretacion facil de usar.

HemaVision®-7Q detecta transcripciones de genes de fusién utilizando cebadores y sondas
de PCR especificos. Los cebadores especificos de translocacion se unen a los exones en
el gen de fusion, lo que permite la amplificacion de la regién que contiene el punto de
ruptura. Los cebadores estdn disefiados para detectar multiples puntos de ruptura

clinicamente relevantes y variantes de empalme (Figura 1).

BCR ABL1
m-ber M-ber y-ber
L B |
-q- Tube 3
> e Tube 5
> ~¢ Tube 6

Figura 1. Los cebadores y las sondas de HemaVision®-7Q estan disefiados para detectar multiples puntos de ruptura clinicamente relevantes.
En este ejemplo, se muestran los cebadores y la sonda para la deteccién del transcrito del gen de fusién t(9;22) BCR-ABL1. Los cebadores se
representan como flechas azules, la sonda marcada con FAM y ROX como lineas verdes y rojas y los puntos de corte como triangulos negros.
Los exones estan numerados para los genes de fusién BCR y ABL1. Las tres regiones de punto de ruptura (m-bcr, M-bcr, p-bcr) de BCR se
detectan con la combinacién de cebador y sonda del tubo qPCR 3, 5, 6, respectivamente.

Las sondas de mezcla maestra de gPCR estan marcadas de forma doble con un fluoréforo
y una molécula extintora en cada extremo de los oligos. Durante el paso de hibridacién de
la PCR, la sonda se une a los productos de la PCR de las rondas anteriores.

Las sefiales se generan en el paso de elongacién posterior a medida que la actividad
exonucleasa 5'->3' de la enzima Taq polimerasa degrada la sonda hibridada. Esto libera el
fluoréforo del extintor, lo que aumenta la fluorescencia. La fluorescencia se mide al final del

paso de elongacion de cada ciclo de PCR.
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Cuando la fluorescencia de una translocacion supera el nivel de umbral antes del ciclo 35
(Ct <35), la prueba es positiva. Las gPCR se multiplexan mediante el uso de sondas
marcadas con FAM, ROX y CY5. Esto permite que se ejecuten dos pruebas de
translocacion y el IAC en el mismo tubo. La identidad de una prueba de translocacion
positiva se deduce facilmente de la Tabla de Interpretacion.

Como control de la funcionalidad de la reaccién de gPCR y para la transferencia correcta
de alicuotas de ADNCc a las 7 reacciones de gPCR, se incluye un control de amplificacién
interno (IAC) en la mezcla de reaccion de ADNc. Se puede pedir un control positivo de
translocacion a DNA Diagnostic (HemaVision Q Positive Controls, HV05-PCQ).
HemaVision®-7Q también incluye cebadores y sondas para la deteccion de los transcritos
del gen de referencia ABL-1.

La deteccion del gen de referencia es un control de la integridad de la muestra de ARN y la

funcionalidad de las reacciones de cDNA y qPCR.

HemaVision®-280 (HV01-280)
HemaVision®-28Q es un ensayo basado en RT-qPCR para la detecciéon de transcritos de

genes de fusion asociados a la leucemia en el ARN total de muestras de sangre total o de
médula 6sea. En el kit se incluyen mezclas maestras cDNA y gPCR listas para usar. El
ADNCc se sintetiza afiadiendo ARN purificado a la mezcla de reaccién de ADNc lista para
usar HemaVision®-28Q. El cDNA resultante se agrega a 23 tubos de reaccion de qPCR
listos para usar, que contienen cebadores y sondas de PCR especificos para la deteccién
de genes de fusion, tres genes de referencia y un control de amplificacion interno (IAC). La
gPCR se realiza en un instrumento gPCR en tiempo real con filtros dpticos para la deteccion
de fluorescencia FAM, ROX y CY5. Los gréficos de amplificacion y los valores de Ct (ciclo
umbral) se utilizan para la identificacion de la translocacién y la transcripcién del gen de
fusién mediante una tabla de interpretacion facil de usar.

HemaVision®-28Q detecta transcripciones de genes de fusién utilizando cebadores y
sondas de PCR especificos. Los cebadores especificos de translocacion se unen a los

exones en el gen de fusion, lo que permite la amplificacion de la region que contiene el

1 EJANDRO BOGNOVICH
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punto de ruptura. Los cebadores estan disefiados para detectar multiples puntos de ruptura

clinicamente relevantes y variantes de empalme

BCR ABL1
m-ber M-ber p -ber
L B |
=<4 Tube 13
> =4 Tube 14
> -4 Tube 15

Figura 2. Los cebadores y las sondas de HemaVision®-28Q estan disefiados para detectar multiples puntos de ruptura clinicamente relevantes.
En este ejemplo, se muestran los cebadores y la sonda para la deteccién del transcrito del gen de fusion t(9;22) BCR-ABL1. Los cebadores se
representan como flechas azules, la sonda marcada con FAM y ROX como lineas verdes y rojas y los puntos de corte como tridngulos negros.
Los exones estan numerados para los genes de fusién BCR y ABL1. Las tres regiones de punto de ruptura (m-bcr, M-bcr, p-bcr) de BCR se

detectan con la combinacién de cebador y sonda del tubo qPCR 13, 14 y 15, respectivamente.

Las sondas de mezcla maestra de qPCR estan marcadas de forma doble con un fluoréforo
y una molécula extintora en cada extremo de los oligos. Durante el paso de hibridacién de
la PCR, la sonda se une a los productos de la PCR de las rondas anteriores.

Las sefales se generan en el paso de elongacion posterior a medida que la actividad
exonucleasa 5'->3' de la enzima Taq polimerasa degrada la sonda hibridada. Esto libera el
fluoréforo del extintor, lo que aumenta la fluorescencia. La fluorescencia se mide al final del
paso de elongacion de cada ciclo de PCR.

Cuando la fluorescencia de una translocacion supera el nivel de umbral antes del ciclo 35
(Ct <35), la prueba es positiva. Las qPCR se multiplexan mediante el uso de sondas
marcadas con FAM, ROX y CYb. Esto permite que se ejecuten dos pruebas de
translocacion y el IAC en el mismo tubo. La identidad de una prueba de translocacion
positiva se deduce facilmente de la Tabla de Interpretacion.

Como control de la funcionalidad de la reaccion de gPCR y para la transferencia correcta

de alicuotas de ADNCc a las 23 reacciones de gPCR, se incluye un control de amplificacion
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interno (IAC) en la mezcla de reaccién de ADNc. Se puede pedir un control positivo de
translocacion a DNA Diagnostic (HemaVision Q Positive Controls, HV05-PCQ).
HemaVision®-28Q también incluye cebadores y sondas para la deteccion de los transcritos
de genes de referencia ABL-1, B2M y GUS. La deteccién de los genes de referencia es un
control de la integridad de la muestra de ARN y la funcionalidad de las reacciones de cDNA
y qPCR.

4. Reactivos suministrados

HemaVision®-7Q contiene reactivos para 12 pruebas.

En el kit HemaVision®-7Q se incluyen los siguientes componentes:

* 12 tubos cDNA con 28 uL de mezcla de reaccion (tubos de 0,65 mL con tapén de rosca
amarillo)

* 12 tiras de 8 tubos de qPCR que contienen 23 uL de mezcla de reaccion de gPCR.

* 12 tiras adicionales de tapas 6pticas para los tubos qPCR.

* Dos tubos con H20 libre de ARNasa (tubos de 0,65 ml con tapon de rosca azul)

* Un manual de usuario

HemaVision®-7Q se produce en 4 formatos de plastico para adaptarse a varios aparatos
gPCR. La mezcla de gPCR se puede suministrar en tubos de PCR de perfil bajo blanco
(WLP) de 0,1 ml, perfil regular blanco de 0,2 ml (WRP), perfil regular esmerilado de 0,2 ml
(FRP) o perfil regular transparente (CRP) de 0,2 ml. Se pueden suministrar placas
adaptadoras con el kit si el instrumento qPCR requiere un formato de placa de 96 tubos
(por ejemplo, Roche LightCycler 480 y algunos modelos ABI). Para el instrumento Qiagen
Rotorgene, la tira de 8 tubos CRP se puede dividir en tubos de 2x4 antes de insertarla en
el rotor del instrumento.

Los tubos de reaccidbn de ADNc contienen transcriptasa inversa, nucleétidos, tampén,
cebadores de ADNc y oligomolde IAC.

Los tubos de gPCR contienen polimerasa de ADN Taq de arranque en caliente, nucleétidos,

tampon y cebadores/sondas.
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tubo no. 1-6 contienen cebadores y sondas tanto para genes de fusion como para la plantilla
IAC.

tubo no. 8 contienen cebadores y sondas para un gen de referencia ABL1 y la plantilla IAC.
tubo no. 7 esté vacio.

Para confirmar la orientacion de las tiras de PCR después del analisis de gPCR, verifique
las sefales de amplificacion de FAM en el tubo no. 8 y la ausencia de sefial de amplificacion
de CY5 en el tubo no. 7.

HemaVision®-28Q contiene reactivos para 12 pruebas.

En el kit HemaVision®-28Q se incluyen los siguientes componentes:

* 12 tubos cDNA con 42 uL de mezcla de reaccion (tubos de 0,65 mL con tapén de rosca
amarillo)

* 12 bloques de 24 tubos de gPCR que contienen 23 uL de mezcla de reaccién de qPCR.

* 12 juegos adicionales de tapas opticas para los tubos gPCR.

* Dos tubos con H20 libre de ARNasa (tubos de 0,65 ml con tapon de rosca azul)

* Un manual de usuario

HemaVision®-28Q se produce en 3 formatos para adaptarse a varios aparatos qPCR. La
mezcla qPCR se puede suministrar en 0,1 ml de perfil bajo blanco (WLP), 0,2 ml de perfil
regular blanco (WRP) o 0,2 ml Tubos de perfil regular esmerilado (FRP) PCR. Se pueden
suministrar placas adaptadoras con el kit si el instrumento gPCR requiere un formato de
placa de 96 tubos (por ejemplo, Roche LightCycler 480 y algunos modelos ABI).

Los tubos de reaccién de cDNA contienen transcriptasa inversa, nucleotidos, tampon,
cebadores de cDNA y oligo IAC.

Los tubos de qPCR contienen polimerasa de ADN Tag de arranque en caliente, nucleétidos,
tampén y cebadores/sondas.

Tubo no. 1-6, 9-15, 17-23 contienen cebadores y sondas tanto para genes de fusion como
para la plantilla IAC.

Tubo no. 7, 8, 16, contienen cebadores y sondas para un gen de referencia y la plantilla
IAC.

Aware2 A _»,:.'4&&?)0(:‘3)'54'0
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Tubo no. 24 esta vacio.

Para confirmar la orientacion de las tiras de PCR después del analisis de gPCR, verifique
las sefiales de amplificacion de FAM en el tubo no. 7, 8, 16 y la ausencia de sefal de
amplificacién de Cy5 en el tubo no. 24.

El kit de controles positivos para HemaVision® 7Q y 28Q n.° de cat. No. HV05-PCQ
contiene una caja con cinco tubos que contienen 20 uL de ARN transcrito in vitro mezclado
con ARN total de HL-60. El kit se envia en hielo seco y debe almacenarse a -80 °C. Mientras
realiza la prueba, mantenga siempre los componentes de prueba en hielo (0 °C). Cada uno
de los cinco tubos del kit contiene ARN para una reaccién de ADNc.

NOTA: Para que el kit funcione correctamente, también es esencial obtener y utilizar los
reactivos proporcionados en el kit HemaVision-7Q, n.° de cat. n.° HV01-7Q o kit
HemaVision-28Q, n.° de cat. N° HV01-28Q.

5. Equipamiento requerido

* Centrifuga para placas de 96 pocillos o tiras PCR de 8 tubos.

* Bloque Térmico Calefactor.

* Un instrumento qPCR con filtros para FAM (Abs 495 nm, Em 520 nm), ROX (Abs 585 nm,
Em 605 nm) y CY5 (Abs 635 nm, Em 665 nm).

* Pipetas y puntas filtradas libres de ARNasa estériles.

» Guantes

6. Preparacion de ARN
El ARN total se extrae de las células de la sangre o de la médula 6sea. Se necesita un
minimo de 0,15 pg de ARN total con una concentracion minima de 8 ng/puL de ARN para

los pasos posteriores.
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Debido a la inestabilidad inherente del ARN, utilice muestras de pacientes lo mas frescas
posible. El ARN se puede extraer de sangre total con el minikit de sangre QIAmp RNA,
Qiagen cat. no. 52304.

Para la sangre recolectada en tubos PAXgene, el ARN se puede extraer con el kit PAXgene
Blood RNA, Qiagen cat. no. 762174.

Para la médula 6sea recolectada en tubos PAXgene, el ARN se puede extraer con el kit de
ARN de médula 6sea PAXgene, Qiagen cat. no. 764133.

El ARN total debe almacenarse a -80 °C.

7. Sintesis de ADNc

* Incube el ARN total a 65 °C durante 5 minutos y enfrie inmediatamente en hielo. Haga
girar el tubo durante 1 minuto para recoger el condensado.

* Tome un tubo con tapa amarilla con la mezcla maestra de cDNA almacenado a -20 °C.
Agregue 12 uL (0.1-1 pg) de ARN total desnaturalizado al tubo de mezcla principal de cDNA
(tubo con tapa amarilla). Si es necesario, la muestra de ARN se puede diluir con el H20
libre de ARNasa proporcionado (tubo con tapa azul). Mezclar y girar durante 1 minuto.

* Incube la reaccion de ADNc a 42 °C durante 60 minutos.

* Inactive la enzima transcriptasa inversa calentando a 95 °C durante 5 minutos.

* Enfrie el tubo de reaccion de ADNc en hielo durante 1 minuto y girelo de nuevo durante 1

minuto para recoger el condensado.

8. gPCR
8.1 HemaVision®-70Q

» Para cada muestra de ADNCc, utilice una tira de 8 tubos con una mezcla maestra de qPCR.

Haga girar la tira de 8 tubos durante 10 segundos para recolectar la mezcla maestra de
gPCR en la parte inferior de los tubos.
* Retire y deseche el papel aluminio de la tira de 8 tubos. Tenga cuidado de evitar la

contaminacion cruzada y el derrame de mezclas de reaccién mientras retira la lamina.

Aware2 A _»,:.'4&&?)0(:‘3)'54'0
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» Agregue 2 pL de reaccion de cDNA a cada uno de los 7 tubos que contienen 23 L de
mezcla maestra qPCR (tubo 1-6 y 8). El tubo nimero 7 esta vacio y se utiliza para orientar

la tira de 8 tubos, consulte la figura 3.

a) T @@ O®®® - b)

Figura 3. Orientacion de tubos gPCR en tiras de 8 tubos.

a) Posiciones de las 7 mezclas maestras de gPCR en los formatos de tira de 8 tubos WLP y WRP. El tubo nimero 7 esté vacio para facilitar la
orientacion de la tira de 8 tubos. El agujero en la esquina y en el medio de cada tira de 8 tubos (representado como o ) marca el principio y el
final respectivamente de la tira. La numeracion de los tubos se refiere a la numeracién de los tubos en la tabla de interpretacion.

b) Posiciones de las 7 mezclas maestras de gPCR en el formato de tira de 8 tubos CRP para uso en instrumentos RotorGene. El tubo nimero
7 esta vacio para facilitar la orientacion de la tira de 8 tubos. La numeracién de los tubos se refiere a la numeracion de los tubos en la tabla de
interpretacion.

La flecha marca la bisagra que debe romperse antes de la insercion en el rotor, ya que solo se pueden insertar tiras de 4 tubos y no tiras de 8

tubos en el rotor.

* Cierre los 8 tubos con un nuevo juego de tapas Opticas suministradas con los kits (WLP,
WRP) o las tapas con bisagras (CRP) y gire los tubos brevemente para recolectar liquido
en el fondo. Utilice guantes para evitar la grasa y el polvo en las tapas Opticas o los tubos
Opticos (CRP).

* Inserte la tira de 8 tubos en el instrumento qPCR. El tubo vacio (#7) esta destinado a la
orientacion de los tubos en el instrumento gPCR.

* Ejecute la reaccion de qPCR con el siguiente programa:

Paso Tiempo / Temperatura Ciclos Comentarios
1 15 minutos / 95°C 1 Activacién de la polimerasa
30 segundos / 95°C amplificacion de ADN
) 50 segundos / 60°C ) * Lea la fluorescencia para
80 segundos / 72°C * FAM, ROX y CY5 al final de
cada paso de extension

Nota: Dado que el kit HemaVision®-7Q contiene sondas etiquetadas con ROX, asegurese de que el software del instrumento

no esté configurado para usar ROX como colorante de referencia pasivo.
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Notas importantes para usuarios de ABI 7500 v ViiA7:

* Velocidad de rampa: utilice la velocidad de rampa estandar (no el modo rapido).

* Objetivos: Al definir los 3 objetivos, FAM, ROX y CY5 eligen para todos los objetivos
"Ninguno" como Quencher.

* Tinte de referencia pasivo: seleccione "Ninguno" en lugar de "ROX" como tinte de

referencia pasivo.

Notas importantes para los usuarios de Roche LightCycler 480

Se debe generar un archivo de compensacién de color (CC) antes de la primera ejecucién
en el Light Cycler 480 y si la lampara ha sido reemplazada. Un kit CC con colorante FAM,
ROX y CY5 esta disponible en DNA Diagnostic.

Configuracién recomendada del software qPCR:

* Factor de fusién: 1, Factor cuantitativo: 5, Tiempo maximo de integracion: 2 segundos

* Establezca la rampa de velocidad en 2,2 C/seg para el paso de recocido y 4,4 C/seg para
los pasos restantes.

» Para el paso de amplificacién del programa de PCR, en Modo de analisis, seleccione
Modo de cuantificacion y adquisicion: Unico.

* Eleccion del filtro: Elija una sonda de hidrdlisis de 4 colores o elija manualmente FAM, Red
610y Cy5.

* Nota. Para obtener informacién sobre el software y la configuracion de andlisis avanzados

de LightCycler 480, solicitenos una nota técnica aparte.

Notas importantes para los usuarios de Qiagen Rotor-Gene Q

Los ajustes de ganancia recomendados para Rotor-Gene Q son los siguientes:
Verde (FAM): 8, Naranja (ROX): 8, Rojo (Cy5): 3

Aware2 A _»,:.'4&&?)0(:‘3)'54'0
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8.2 HemaVision®-280

» Para cada muestra de ADNCc, utilice un bloque de tubos de mezcla maestra de qPCR de

3x8 tubos. Haga girar los tubos de 3x8 durante 10 segundos para recolectar la mezcla
maestra de qPCR en la parte inferior de los tubos. Si esta utilizando un instrumento
RotorGene, debe transferir la mezcla de gPCR a los tubos RotorGene y girarla nuevamente.
* Retire y deseche el papel aluminio de un bloque de tubos de 3x8. Tenga cuidado de no
separar las tres tiras de 8 tubos entre si. Ademas, tenga cuidado de evitar la contaminacién
cruzada y el derrame de mezclas de reaccién mientras retira la lamina.

» Agregue 2 pL de reaccién de cDNA a cada uno de los 23 tubos que contienen 23 uL de
mezcla maestra qPCR (tubo 1-23). El tubo nimero 24 est4 vacio y se usa para orientar el

blogue de tubos de 3x8, consulte la figura 3.

o o L=

1 9) |37

@ ®®
® 0@

@) @ @ Figura 3. Posiciones de las 23 mezclas maestras de qPCR en cada bloque de 3 x 8
(@ Q.'l) ‘@ tubos. El tubo nimero 24 esta vacio y se puede utilizar para orientar el bloque de 24
@ {@ :@ tubos. El orificio en la esquina superior derecha de cada tira de 8 tubos
@ i @) oz (representado como 0) marca el comienzo de la tira y el orificio centrado marca el

= \:’ final de la tira. La numeracién de los tubos se refiere a la numeracion de los tubos

en la tabla de interpretacion.

* Cierre los 24 tubos con un nuevo juego de tapas 6pticas (suministrado con el kit) y gire los
tubos brevemente para recolectar

liquido en el fondo. Utilice guantes para evitar la grasa y el polvo en las tapas épticas.

* Coloque el bloque de tubos de 3x8 en el instrumento qPCR.

* Ejecute la reaccion de qPCR con el siguiente programa:

vares ALEJANDRO M‘SN‘“"G
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Paso Tiempo / Temperatura Ciclos Comentarios

1 15 minutos / 95°C 1 Activacion de la polimerasa
30 segundos / 95°C amplificacién de ADN

) 50 segundos / 60°C ) * Lea la fluorescencia para
80 segundos / 72°C * FAM, ROX y CY5 al final de

cada paso de extension

Notas importantes para usuarios de ABI 7500 v ViiA7

* Velocidad de rampa: utilice la velocidad de rampa estandar (no el modo rapido).

* Objetivos: Al definir los 3 objetivos, FAM, ROX y CY5 eligen para todos los objetivos
"Ninguno" como Quencher.

» Tinte de referencia pasivo: seleccione "Ninguno” en lugar de "ROX" como tinte de

referencia pasivo.

Notas importantes para los usuarios de Roche LightCycler 480

Se debe generar un archivo de compensacion de color (CC) antes de la primera ejecucion
en el Light Cycler 480 y si la lampara ha sido reemplazada. Un kit CC con colorante FAM,
ROX y CY5 esta disponible en DNA Diagnostic.

Configuracién recomendada del software qPCR:

* Factor de fusion: 1, Factor cuantitativo: 5, Tiempo maximo de integracion: 2 segundos

* Establezca la rampa de velocidad en 2,2 C/seg para el paso de recocido y 4,4 C/seg para
los pasos restantes.

» Para el paso de amplificacion del programa de PCR, en Modo de analisis, seleccione
Modo de cuantificacién y adquisicion: Unico.

* Eleccion del filtro: Elija una sonda de hidrélisis de 4 colores o elija manualmente FAM, Red
610y Cy5.

* Nota. Para obtener informacién sobre el software y la configuracion de analisis avanzados

de LightCycler 480, solicitenos una nota técnica aparte.
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Notas importantes para los usuarios de Qiagen Rotor-Gene Q

- Los ajustes de ganancia recomendados para Rotor-Gene Q son los siguientes: Verde
(FAM): 8, Naranja (ROX): 8, Rojo (Cy5): 3
- Lea la fluorescencia al final de cada paso de alineacién/alargamiento

- Establezca la “configuracion de ganancia” en ROX=1y FAM=2y CY5=1.

9. Andlisis e interpretacion

Genere gréficas de amplificacion que muestren:

* Ciclos térmicos en el eje X.

* Fluorescencia sustraida de fondo en el eje Y. El nombre exacto en el eje Y difiere entre

los instrumentos qPCR. Ver tabla 1.

Instrumento

Eje Y en el gréfico de amplificacién con fluorescencia

sustraida de fondo

CFX96 Touch

ABI: 7500, ViiA7, ARnN
Quantstudio 5
BioRad:  CFX96, RFU

Roche: Light Fluorescencia (usando la opcion de analisis: Abs Quant / 2nd
Cyclers 480 Derivative Max for All Samples)

Qiagen: Rotor- Norm. Fluoro.

Gene

Agilent; Mx3000P / dR

Mx3005P

Agilent: AriaMX AR

"\
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Bio Molecular Fluorescencia normalizada
Systems: Mic
gPCR cycler

Tabla 1. Ejemplos de nomenclatura de instrumentos para el eje Y cuando el grafico de amplificacion muestra el fondo sustraido

fluorescencia.

& Figura 4. Grafico de amplificacion de Agilent

ot Mx3005P con el eje X que muestra el nimero de

20.000 -4
cicloy el eje Y que muestra la fluorescencia
sustraida de fondo.

La linea de umbral se utiliza para encontrar el

valor de Ct.

10,000 -|

Ct es la interseccién entre la curva de
ot f amplificaciéon y la linea de umbral.
La linea de umbral se establece justo por encima

- St <— Threshold line de la linea de base en este ejemplo, lo que da

1 10 20 10 T como resultado un valor de Ct de 24,4.

Cycles

Los valores de Ct son calculados automaticamente por el instrumento. Los algoritmos
utilizados para calcular los valores de Ct difieren entre los paquetes de software del
instrumento gPCR.

La linea de umbral en el grafico de amplificacion debe configurarse manualmente para
permitir una determinacion precisa de Ct. La linea del umbral debe establecerse justo por
encima de la fluorescencia de fondo, de modo que la linea del umbral se cruce con las
curvas de amplificacion cuando la fluorescencia comience a aumentar debido a la
amplificacion por PCR. Sin embargo, el nivel de umbral debe establecerse lo
suficientemente alto como para permitir fluctuaciones en la fluorescencia de fondo y la
desviacion de la fluorescencia de fondo (un aumento lineal de la fluorescencia). EI umbral
se puede establecer en un nivel fijo en cada ejecucién para una mejor comparacion entre
ejecuciones. Un umbral fijo es especifico del modelo y la maquina vy, por lo tanto, debe
determinarse localmente en el usuario. El nivel de umbral se puede configurar manualmente

siguiendo los siguientes pasos:
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ITB; 7500, 7500 Fast, ViiA 7: En la ventana de andlisis, seleccione "Tipo de grafico: deltaRn
vs ciclo" y "Tipo de gréfico: lineal". Desmarque "Umbral automético” y "Linea base
automatica". Luego haga clic en "Mostrar umbral"y con el mouse mueva la linea del umbral
por encima de la linea de base.

ITB; Quantstudio 5: En la pantalla de Resultados utilice el ment marcado con un 0jo; elija
el tipo de grafico "lineal".

Desmarque "Umbral automético" y "Linea base automatica". Luego haga clic en "Mostrar
umbral" y con el mouse mueva la linea del umbral por encima de la linea de base.

Bio-Rad CFX96 y CFX96 Touch: en "Configuracién" y "Umbral de linea base", elija los ciclos
de linea base calculados automaticamente. Haga clic en la pestafia "Configuracion”, elija
"Configuracién de linea base" y "Ajuste de curva sustraida de linea base". Con el raton,
ajuste el nivel de umbral por encima de la linea de base.

Qiagen Rotor-Gene Q: Haga clic en "Analisis", elija la fluorescencia para analizar, haga clic
en "Escala lineal", "Corregir pendiente" y "Escala automatica". En el panel lateral derecho,
en "Calculo de CT", haga clic en el botdn junto a "Umbral" y marque el nivel de umbral en
el grafico de amplificacion.

Roche LightCycler480: Elija "Cuantificacion absoluta" y "Puntos de ajuste”. Luego haga clic
en la pestafia "Banda de ruido" y haga clic en el botén desplegable "Banda de ruido" y elija
"Banda de ruido (Fluoresc)". Utilice el raton para establecer la banda de ruido.

Agilent MxPro: se puede utilizar el nivel de umbral automatico. Elija "Correccion de linea de
base adaptativa" y "Umbral basado en el fondo" utilizando el ciclo 6-11 y un multiplicador
sigma de 10.

AriaMx de Agilent: use la correccion de linea base predeterminada (adaptativa) y use el
"Umbral basado en el fondo" usando el ciclo 6-11 y un multiplicador sigma de 10.

Ciclador gPCR Mic de Bio Molecular Systems: Utilice la configuracion de andlisis estandar.

1 EJANDRO BOGNOVICH
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Nota HemaVision®-70Q (HV01-70Q)
Los valores de Ct no se pueden usar para la cuantificacion exacta del nivel de transcritos

de fusién, ya que los amplicones del gen de fusion difieren en longitud, lo que da como
resultado diferentes eficiencias de PCR.

Verifique que esté presente una sefial CY5 del Control de Amplificacion Interna (IAC) en
los tubos no. 1-6 y 8.

La fluorescencia IAC CY5 debe arrojar valores de Ct entre 29 y 33.

Si no se detectan sefiales de CY5, la prueba ha fallado debido a que no se agregd ADNc a
los tubos de qPCR, a la configuracion incorrecta del instrumento o a la evaporacién de los
tubos de gPCR. Repita la prueba.

Debido a la competencia por los componentes de la PCR, se puede producir un valor de
CY5 Ct superior a 33 cuando el tubo también es positivo para la fluorescencia FAM o ROX.
- Comprobar los valores de Ct para ABL1. Los valores de Ct deben estar por debajo de: 29
en el tubo 8 (ABL1). La deteccién del gen de referencia ABL1 muestra que la extraccién de
ARN, la sintesis de ADNc y la gPCR han sido funcionales.

Los valores de ABL1 Ct superiores a 29 indican que la calidad del ARN puede ser
demasiado baja para generar un resultado de prueba vélido. Repita la prueba con ARN
fresco.

- Compruebe si hay una sefial FAM o ROX de "translocacién" con un valor de Ct inferior a
35 en los tubos 1-6.

- Las pruebas de translocacion con valores de Ct inferiores a 35 para sefiales FAM y ROX
y curvas de amplificacion con crecimiento exponencial pueden considerarse como
verdaderos positivos. Utilice la tabla de interpretacion para identificar la translocacion
especifica.

- Los valores de Ct por encima del ciclo 35 para las sefiales FAM y ROX pueden ser el
resultado de una amplificacién inespecifica (falso positivo). Repita la prueba para confirmar
o rechazar el resultado. Cuando la segunda prueba es negativa, la muestra es negativa
para la translocacion observada en la primera prueba. Cuando la segunda prueba también

es positiva, la muestra puede ser positiva para la translocacion correspondiente. Sin

Aware2 Al EJANDRO r,o(;‘b)-a_,vCr
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embargo, recomendamos encarecidamente utilizar otras técnicas de diagndstico para

confirmar el resultado de pruebas positivas con valores de Ct superiores a 35.
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Figura 5. Ejemplo de gréaficos de amplificaciéon de una prueba HemaVision®-7Q.

a) El gréafico de amplificacion de CY5 muestra que estan presentes las 7 curvas de control de IAC y tiene valores de Ct de
alrededor de 32. Esto sirve como control positivo para la transferencia correcta de 2 yL de ADNc a los 7 tubos de qPCR y
la funcionalidad de las reacciones de qPCR.

La gréafica de amplificacion FAM para el gen de referencia ABL1 en tubos 8 con Ct en 26. Este es un control positivo tanto
para la calidad del ARN como para la funcionalidad de las reacciones de RT-qPCR.

b) El grafico de amplificacion de FAM para el tubo 2 muestra una curva de amplificaciéon con Ct de 27. Por lo tanto, la
prueba es positiva para t(15;17)(q24;921)(PML-RARA, bcr3, forma S). Ver Tabla de Interpretacion.

Nota HemaVision®-280 (HV01-280)

Los valores de Ct no se pueden usar para la cuantificacion exacta del nivel de transcritos

de fusién, ya que los amplicones del gen de fusion difieren en longitud, lo que da como
resultado diferentes eficiencias de PCR.

- Verifique que esté presente una sefial CY5 del Control de Amplificacion Interna (IAC) en
los tubos no. 1-23.

La fluorescencia de IAC CY5 debe producir valores de Ct entre 29 y 34. Este es un control

de la funcionalidad de la reaccién de gPCR.
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Si no se detectan sefales de CY5, la prueba ha fallado debido a que no se agregé ADNc a
los tubos de gPCR, a la configuracion incorrecta del instrumento o a la evaporacion de los
tubos de gPCR. Repita la prueba.

Debido a la competencia por los componentes de la PCR, se puede producir un valor de
CY5 Ct superior a 34 cuando el tubo también es positivo para la fluorescencia FAM o0 ROX.
Compruebe los valores de Ct para GUS, B2M y ABL1. Los valores de Ct deben estar por
debajo de: 28 en el tubo 7 (GUS), 25 en el tubo 8 (B2M) y 29 en el tubo 16 (ABL1). Este es
un control para la extraccion de ARN y la sintesis de ADNc han sido funcionales.

Los valores de GUS, B2M y ABL1 Ct superiores a los valores mencionados anteriormente
indican que la calidad del ARN puede ser demasiado baja para generar un resultado de
prueba valido. Repita la prueba con ARN fresco.

- Compruebe si hay una sefial FAM o ROX con un valor de Ct inferior a 35 en los tubos de
"translocacion" 1-6, 9-15, 17-23.

- Las pruebas de translocacién con valores de Ct inferiores a 35 para sefiales FAM y ROX
y curvas de amplificacibn con crecimiento exponencial pueden considerarse como
verdaderos positivos. Utilice la tabla de interpretacion para identificar la translocacion
especifica.

- Los valores de Ct por encima del ciclo 35 para las sefiales FAM y ROX pueden ser el
resultado de una amplificacién inespecifica (falso positivo). Repita la prueba para confirmar
o rechazar el resultado. Cuando la segunda prueba es negativa, la muestra es negativa
para la translocacion observada en la primera prueba. Cuando la segunda prueba también
es positiva, la muestra puede ser positiva para la translocacién correspondiente. Sin
embargo, recomendamos encarecidamente utilizar otras técnicas de diagndstico para

confirmar el resultado de pruebas positivas con valores de Ct superiores a 35.
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Figura 5. Ejemplo de gréaficos de amplificacion de una prueba HemaVision®-28Q.

a) El grafico de amplificacion de CY5 muestra que las 23 curvas de control de IAC estan presentes y tienen valores de Ct
cercanos a 32. Esto sirve como control positivo para la transferencia correcta de 2 yL de ADNc a los 23 tubos de gPCR y
la funcionalidad de las reacciones de gPCR.

b) El diagrama de amplificacion de FAM para los genes de referencia B2M, GUS y ABL1 en los tubos 8, 7, 16 muestran
curvas con Ct por debajo de 25, 28, y 29 respectivamente. Este es un control positivo para la calidad del ARN y las
reacciones de RT-gPCR fueron funcionales.

c) El diagrama de amplificacién de FAM para el tubo 4 muestra una curva de amplificacién con un valor de Ct inferior a 35.
Por lo tanto, la prueba es positiva para t(15;17)(q24;921)(PML-RARA, bcr3, forma S). Ver Tabla de Interpretacion.

d) La grafica de amplificacion ROX no muestra amplificacion para los tubos 1-23. Por lo tanto, la prueba es negativa para

“amplicones ROX".
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10. Tablas de interpretacion
10.1 HemaVision®-7Q

(1;19)(q23;p13) TCF3-PEX1 TCF3 ex16-PBX1 ex3
t(12;21)(p13;q922) ETWE-RUNX1 ETVE ex5-RUNX1 ex5 ROX CYS
1(15;17)(q24;921) PML-RARA (bcr3, S) PML ex3-RARA ex3 FAM CY5
t{4;11)(q21;q23) KMT2A-AFF1 KMT2A ex7-AFF1 ex9 ROX CYs
t{9;22)(q34;q11) BCR-ABL1 (m-ber, P190) BCR ex1-ABL1 ex3 FAM CYs
(15;17)(g24;921) PML-RARA (bcr2, V) PML ex5-RARA ex3 ROX CY5
inv(16)(p13gq22) CBFB-MYH11 CBFB ex4-MYH11 ex34 FAM CY5
t(8;21){g22;922) RUMNX1-RUNX1T1 RUNX1 ex6-RUNX1T1 ex3 ROX CY5
(9;22)(q34;q11) BCR-ABL1 (M-bcr, P210) BCR ex12-ABL1 ex3 FAM CY5
inv(16)(p13922) CBFB-MYH11 CBFB ex4-MYH11 ex31 ROX CYs
(9;22)(q34;q11) BCR-ABL1 (p-ber, P230) BCR ex19-ABL1 ex3 FAM CYs
1(15;17)(q24;921) PML-RARA (berl, L) PML exBa-RARA ex3 ROX CY5

7

8 ABL1 Reference gene ABL1 ex2-ABL1 ex3 FAM CY>5

Cuando mas de uno de los tubos 1-6 son positivos para FAM o ROX, interprete de la

siguiente manera:

Tubo positivo Interpretar como tubo

2 (FAM)

3 (ROX) 6 (ROX): t(15;17)(PML-RARA), berl, L-form
6 (ROX)

3 (ROX)

6 (ROX) 6 (ROX): t(15;17)(PML-RARA), bcrl, L-form
2 (FAM)

6 (ROX) 6 (ROX): t(15;17)(PML-RARA), berl, L-form
2 (FAM) 3 (ROX): t(15;17)(PML-RARA), bcr2, V-form
3 (ROX)

3 (FAM)

5 (FAM) 5 (FAM): 1(9;22)(BCR-ABL1), M-bcr, P210
4 (FAM) 4 (FAM): Inv(16)(CBFB-MYH11)

5 (ROX)

Aiis Lucia Avare2 A.LAND“ WICH
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Los genes de fusién dirigidos con mas de un par de cebadores de amplificacién pueden

generar sefiales positivas en mas de un tubo. Use la tabla anterior en combinacién con la

Tabla de Interpretacion para identificar el punto de ruptura.
10.2 HemaVision®-28Q

Translocation Fusion Gene Fw primer - Rev primer Fluorochrome
1[15;17)(q24;921) PML-RARA (ber2, v) PML 2x5-RARA £x3 FAM =
: inv(16}{p13;922) CEFB-MYH11 CEFB 2¥3-MYH11 ex3g | ROX (=
inv(16}{p13;922) CEFB-MYH11 CEFE ex3-MYH11 ex34 Fam (=3
: t(8;21){q22;922) RUNX1-RUNXLTL RUNX1 ex6-RUNX1TI ex3 RO oS
s 1[15;17)(q24;921) PML-RARA [berd, L) PML 2x63-RARA 13 | FaM oS
t[9;11){p21.3;923 3) KMT24-MLLT3 KMT2A ex7-MLLTS ex7 RO =
t(15;17){g24;921) PML-RARA (b3, 5) PML 2x3-RARA £¥3 Fam (=
¢ t(8;11){p21.3;q23 3) KMT28-MLLTS KMT2A ex8-MLLTS ex11 ROX (=3
t(11;19){g23.3;p13.1) KMT248-ELL KMT24 ex7-ELL ex3 Fam (=3
s 1[16;21)(p11;922) FUS-ERG FUS ex6-ERG ex12 | ROK oS
. 1[12;22)(p13;q11-12) ETVE-MMNL ETVE ex2-MN1 ex2 FAM oS
t(6;9)(p23;934) DEX-NUP214 DEK £x9-NUP214 ex10 ROX (=3
7 Reference gene GUs GUS ex11-GUS ax12 | Fam (=
8 Reference gene B2M BZM ex2-B2M exd Fam (=3
. t[1;11){p32;923.3) KMT2A-EP515 KMT2A ex8+3-EPS15 &x3 FAM oS
1[6;11){q27;923.3) KMT2A-AFDN KMT2A ex8+9-AFDN ex2 | ROK oS
t(1;19){q23;p13) TCF3-PEXL TCF3 exl16-PBX1 ex3 FAM =
* t(12;21){p13;q22) ETVE-RUNX1 ETVE ex5-RUNX1 exab ROX (=
t(11;19){q23 3;p133) KMT28-MLLTL KMT2A ex8+9-MLLTL ex2 Fam (=3
= t(4;11){q21;923 3) KMT248-AFFL KMT2A ex8+9-AFF1 2x9 ROX (=3
. t[17;19)(q22;p13) TCF3-HLF TCF3 ex14-HLF exd | FaM oS
del{1){p32) STIL-TALL STIL ex1-TALL &x2 RO =
t(5;22){g34;911) BCR-ABL1 {m-ber, P120) BCR 2x1-ABL1 2x3 Fam (=
2 t(g;9)(g34;934) SET-NUP212 SET ex9-NUP214 ex19 | mox (=
t(11;19){q23 3;p133) KMT28-MLLTL KMT2A x7-MLLT1 exa | Fam (=3
“ 1(9;22){q34;911) BCR-ABLY (M-ber, P210) | BCR ex12-ABL1 ex3 | ROK oS
15 t[9;22){q34;911) BCR-ABLI (p-ber, P230) BCR ex18-ABL1 &x3 FAM =
[13;17)(q23;q21) ZETB16-RARA ZETB16 ex3-RARA ex3 RO =
16 Reference gene ABL1 ABLY ex2-ABL1 ex3 | Fam (=
t(9;12){q34;p13] ETVE-ABL1 ETVE 2x2+5-ABL1 £x3 Fam (=3
¥ 1(5;12){q33;p13) ETVE-PDGFRE ETVE ex2+5-PDGFRE exi2 RO s
18 1[10;11)(p12;923.3) KMT2A-MLLT10 KMT2A ex8+9-MLLT10 exif | Fam ors
t[1;11){q21;923.3) KMT24-MLLT11 KMT2A ex8+9-MLLT11 ex2 RO =
t(X;11){q13;923.3) KMT24-FOX04 KMT24 ex7-FOXND4 ex2 Fam (=
# 1(11;17){g23.3;521) KMT28-MLLTE KMT2A ex7-MLLTE ex12 | mox (=
t(3;21){026;922) RUNX1-MECOM RUNX1 236-MECOM 2x2 Fam (=3
* 1[10;11)(p12;923.3) KMT2A-MLLT10 KMT2A ex7-MLLT10 ex7 RO oS
a1 t[5;17){g35;921) MPM1-RARA NPM1 exd-RARA ex3 FAM =
t(3;5)(g25.1;435) MPM1-MLF1 NPM1 exd-MLF1 ex3 RO ors
t(10;11){p12;q23.3) KMT2A-MLLT10 KMT24 ex7-MLLT10 ex11 Fam (=
= t(3;21){026;922) RUNX1-MECOM RUNX1 236-MECOM x5 ROX (=3
23 1[10;11)(p12;923.3) KMT2A-MLLT10 KMT2A ex8-MLLT10 ex10 ROX oS
24 - - - - -
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Cuando mas de uno de los tubos 1-6, 8-15, 17-23 son positivos para FAM o ROX, interprete

de la siguiente manera:

Tubo positivo

Interpretar como tubo

1 (ROX) 1 (ROX): Inv(16)(CBFB-MYH11)

2 (FAM)

1 (FAM)

3 (FAM) 3 (FAM): t(15;17)(PML-RARA), berd, L-form
4 (FAM)

1 (FAM)

3 (FAM) 3 (FAM): t(15;17)(PML-RARA), berl, L-form
3 (FAM) 3 (FAM): t(15;17)(PML-RARA), bcrl, L-form
4 (FAM)

1 (FAM) 1 (FAM): {(15;17)(PML-RARA), bcr2, V-form
4 (FAM)

3 (ROX) 3 (ROX): t(9;11)(KMT2A-MLLT3)

4 (ROX)

11 (FAM)

14 (FAM) 14 (FAM): t(11;19)(KMT2A-MLLT1)

13 (FAM)

14 (ROX) 14 (ROX): t(9;22)(BCR-ABL1), M-bcr, P210
20 (ROX) 20 (ROX): t(10;11)(KMT2A-MLLT10)

22 (FAM)

22 (FAM)

23 (ROX) 23 (ROX): t(10;11)(KMT2A-MLLT10)

Los genes de fusion dirigidos con mas de un par de cebadores de amplificacion pueden

generar sefiales positivas en mas de un tubo. Utilice la tabla anterior en combinacién con

la tabla de interpretacion para identificar el punto de ruptura.

"\
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11. Control positivo (HV05-PCQ)
11.1 Preparacion de ARN, sintesis de ADNc y gPCR
El ARN de control positivo se proporciona con este kit. La concentracion de ARN en los

tubos es de aprox. 0,05 pg/pl.

Para una reaccién de cDNA con HemaVision 7Q use 12 ul de control positivo de RNA y
para una reaccién de cDNA con HemaVisionO 28Q use 18 ul de control positivo de RNA.
Siga las instrucciones del manual de HemaVision 7Q y HemaVision 28Q para la sintesis de
cDNAy gPCR.

11.2 Andlisis e Interpretacion

iNota! Los valores de Ct no se pueden usar para la cuantificacion exacta del nivel de
transcritos de fusion, ya que los amplicones del gen de fusion difieren en longitud, lo que
da como resultado diferentes eficiencias de PCR.

- Verifigue que esté presente una sefial CY5 del Control de Amplificacion Interna (IAC) en
los tubos no. 1-23.

La fluorescencia de IAC CY5 debe producir valores de Ct entre 29 y 34. Este es un control
de la funcionalidad de la reaccién de gPCR.

Si no se detectan sefales de CY5, la prueba ha fallado debido a que no se agregé ADNc a
los tubos de gPCR, a la configuracion incorrecta del instrumento o a la evaporacion de los
tubos de gPCR. Repita la prueba.

Debido a la competencia por los componentes de la PCR, se puede producir un valor de
CY5 Ct superior a 34 cuando el tubo también es positivo para la fluorescencia FAM o ROX.
- Para HemaVision® 7Q haga lo siguiente: Verifique el valor Ct para ABL1. Debe estar por
debajo de 30 en el tubo 8 (ABL1). La deteccion del gen de referencia ABL1 muestra la
integridad del ARN y que la sintesis de ADNc y la qPCR han sido funcionales.

- Para HemaVision® 28Q haga lo siguiente: Verifigue que haya valores de Ct por debajo de
30 para GUS, B2M y ABL1. Este es un control de la integridad del ARN y de que la sintesis

de ADNc ha sido funcional.
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Para HemaVision® 7Q, haga lo siguiente: Busque una sefial FAM o ROX de

"translocacion” con un valor de Ct inferior a 33 en los tubos 1-6. Consulte las sefiales
positivas esperadas en la tabla de interpretacion a continuacién. Los valores de Ct pueden
variar con la marca de la maquina de gPCR y de una ejecucion a otra, por ejemplo, debido
a la variabilidad en la eficiencia de la sintesis de cDNA.
- Para HemaVision® 28Q haga lo siguiente: Busque una sefial FAM o ROX con un valor de
Ct inferior a 33 en los tubos de “translocacion” 1-6, 9-15, 17-23. Consulte las sefales
positivas esperadas en la tabla de interpretacion a continuacion. Los valores de Ct pueden
variar con la marca de la maquina gPCR y de una ejecucion a otra, por ejemplo. debido a
la variabilidad en la eficiencia de sintesis de cDNA.

11.3 Tablas de interpretacion.

Las sefiales positivas esperadas en HemaVision® 7Q y 28Q cuando se usa el ARN de
control positivo se pueden ver en las dos tablas a continuacion:

HemaVision® 7Q: sefales positivas esperadas con ARN de control positivo

Fluorochrome

Translocation

t[1;19){q23;p13) TCF3-PBX1 FAM v
t(12;21){p13;q22) ETVE-RUNX1 ROX v
t(15;17)(q24;q21) PML-RARA (ber3, 5) FAM v
t(4;11)(g21;923) KMT2A-AFF1 ROX v
t(%;22)(g34;q11) BCR-ABL1 (m-bcr, P190) FAM v
t[15;17)(g24;q21) PML-RARA (bcr2, V) ROX v
inv(16)(p13q22) CBFE-MYH11 FAM

t(8;21)(g22;922) RUNX1-RUNX1T1 ROX v
t(%;22)(g34;q11) BCR-ABL1 (M-bcr, P210) FAM v
inv(16)(p13q22) CBFE-MYH11 ROX v
t(%;22)(q34;q11) BCR-ABL1 (p-ber, P230) FAM v
t{15;17){q24;q21) PML-RARA (berl, L) ROX v
ABL1 Reference gene FAM v

\‘

\
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HemaVision® 28Q: sefiales positivas esperadas con control positivo de ARN

X 15:17¥q24:921) | PML-RARA (bo2, V)
180138220 CRFB-AMYHIL

, | imsKs13m22 | caraamar
1% T1Na22.4221 RUNX1-RUNKGTL

. H1527Ha24:921) PML-RARA fbord, L}
9, 11)p22,923) | KMT2A-MLLT3

3 mmman PIL-RARA [berd, 5)

& t1218)q23013 1) KMT2AELL
116:21%p11.9221 | RS-ERG

. 112:225%p13;911-12} | ETVE-MNL
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12. Indicacion al consumidor
Ante cualquier duda o consulta comunicarse con las siguientes vias de contacto:
Teléfono: 011-4509-9000
E-mail: aalvarez@analytical.com
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION
PRODUCTO MEDICO PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

Expediente N° 1-0047-3110-004907-22-8

La Administracion Naciona de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que de
acuerdo con lo solicitado por Analytical Technologies SA. ; se autoriza lainscripcion en el Registro Nacional de
Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), de un nuevo producto con los siguientes datos
identificatorios caracteristicos:

DATOSIDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre Descriptivo: Kit PCR para deteccion de Leucemia
Marca comercia: DNA Diagnostic

Modelos:

HemaVision®-7Q (HV01-7Q)
HemaVision®-28Q (HV01-28Q)
HemaVision®-Q Positive Controls (HV05-PCQ)

Indicacion/es de uso:



HemaVision®-7Q es una prueba de diagndstico in vitro de 4 horas para la deteccion cudlitativa de 7
transl ocaciones cromosdmicas asociadas con la leucemia cronicay aguda.

HemaVision®-7Q esta diseflado para analizar muestras de ARN total de sangre humana o médula Osea para
detectar la presencia de translocaciones cromosomicas asociadas con la leucemia. Es una prueba cualitativa, no
automatizada. Cada kit contiene 12 pruebas y cada prueba es de un solo uso. Las pruebas deben ser realizadas y
los resultados deben ser analizados Unicamente por profesionales. La prueba esta disefiada para utilizarse como
complemento de la evaluacion de laleucemia junto con otros factores clinicopatol 6gicos (ayuda al diagnostico).
HemaVision®-7Q detecta transcritos de ARN de genes de fusién mediante un procedimiento RT-gqPCR. También
se detectan variantes de empa me alternativas.

HemaVision®-7Q detecta las siguientes 7 transl ocaciones.

t(1,19) (g23;p13) (TCF3-PBX1)

t(4;11) (921;023) (KMT2A-AFF1)

t(8;21) (022;022) (RUNX1-RUNX1T1)

t(9,22) (934;q11) (BCR-ABL1)

t(12;21) (p13;022) (ETV6-RUNX1)

t(15;17) (g24;921) (PML-RARA)

inv(16) (p13;022) (CBFB-MYH11)

HemaVision®-28Q es una prueba de diagnodstico in vitro de 4 horas para la deteccion cuditativa de 28
transl ocaciones cromosdmicas asociadas con laleucemiacronicay aguda.

HemaVision®-28Q esta disefiado para analizar muestras de ARN total de sangre humana o médula ésea para
detectar la presencia de translocaciones cromosomicas asociadas con la leucemia. Es una prueba cualitativa, no
automatizada. Cada kit contiene 12 pruebasy cada prueba es de un solo uso. Se deben realizar pruebasy analizar
los resultados.

solo por profesionales. La prueba esta disefiada para utilizarse como complemento de la evaluacion de la
leucemia junto con otros factores clinicopatol 6gicos (ayuda a diagndstico).

HemaVision®-28Q detecta transcritos de ARN de genes de fusiéon mediante un procedimiento RT-gPCR.
También se detectan variantes de empalme alternativas.

HemaVision®-28Q detecta las siguientes 28 transl ocaciones:

del1(p32) (STIL-TAL1)

t(1;11) (p32;0923.3) (KMT2A-EPS15)

t(1;11) (921;023.3) (KMT2A-MLLT11)

t(1;19) (g23;p13) (TCF3-PBX1)

t(3;5) (q25;g34) (NPM1-MLF1)

t(3;21) (g26;022) (RUNX1-MECOM)

t(4;11) (921;023.3) (KMT2A-AFF1)

t(5;12) (g33;p13) (ETV6-PDGFRB)

t(5;17) (935;G21) (NPM1-RARA)

t(6;9) (p23;934) (DEK-NUP214)

(6;11) (927;0923.3) (KMT2A-AFDN)

t(8;21) (022;022) (RUNX1-RUNX1T1)

t(9;9) (g34:G34) (SET-NUP214)

t(9;11) (p21.3;923.3) (KMT2A-MLLT3)

1(9;12) (g34;p13) (ETV6-ABL1)

t(9,22) (g34;911) (BCR-ABL1)

t(10;11) (p12;023.3) (KMT2A-MLLT10)



t(11;17) (923.3;,021) (KMT2A-MLLT6)
t(11;17) (923;921) (ZBTB16-RARA)
t(11;19) (g23.3;p13.1) (KMT2A-ELL)
t(11;19) (g23.3;p13.3) (KMT2A-MLLT1)
t(12;21) (p13;022) (ETV6-RUNX1)
t(12;22) (p13;q11) (ETV6-MNL1)
t(15;17) (g24;921) (PML-RARA)
inv(16) (p13;022) (CBFB-MYH11)
t(16;21) (p11;922) (FUS-ERG)

t(17;19) (q22;p13) (TCF3-HLF)

t(X;11) (q13;923.3) (KMT2A-FOXO4)

Los controles positivos para HemaVision 7Q y HemaVision 28Q son un kit de diagndéstico in vitro que contiene
cinco tubos idénticos con ARN transcrito in vitro diluido en ARN de leucocitos de tipo salvaje de lalinea celular
HLG60. El ARN transcrito in vitro se origina a partir de la transcripcién de 10 construcciones de genes de fusion.
Estos cinco tubos con ARN transcrito in vitro mezclado con ARN total HL60 se pueden utilizar como controles
positivos para las 7 transl ocaciones detectadas por €l kit HemaVision-7Q y 9 de las 28 translocaciones detectadas
por e kit HemaVision-28Q. EI ARN de HL60 contiene transcripciones de los tres genes domeésticos, que se
detectan mediante los cebadores de control de reaccion y la sonda de los kits HemaVision.

iNota!l El kit de control positivo HemaVision® es solo para uso profesional.

Forma de presentacion: HemaVision®-7Q contiene reactivos para 12 pruebas.

En e kit HemaVision®-7Q se incluyen |os siguientes componentes:

* 12 tubos cDNA con 28 uL de mezcla de reaccion (tubos de 0,65 mL con tapdn de rosca amarillo)

* 12 tiras de 8 tubos de qPCR que contienen 23 uL de mezcla de reaccién de gPCR.

* 12 tiras adicional es de tapas 6pticas para los tubos gPCR.

* Dos tubos con H20 libre de ARNasa (tubos de 0,65 ml con tapon de rosca azul)

» Un manual de usuario

HemaVision®-7Q se produce en 4 formatos de plastico para adaptarse a varios aparatos qPCR. La mezcla de
gPCR se puede suministrar en tubos de PCR de perfil bajo blanco (WLP) de 0,1 ml, perfil regular blanco de 0,2
ml (WRP), perfil regular esmerilado de 0,2 ml (FRP) o perfil regular transparente (CRP) de 0,2 ml. Se pueden
suministrar placas adaptadoras con el kit si e instrumento gPCR requiere un formato de placa de 96 tubos (por
egjemplo, Roche LightCycler 480 y algunos modelos ABI). Para el instrumento Qiagen Rotorgene, la tira de 8
tubos CRP se puede dividir en tubos de 2x4 antes de insertarlaen €l rotor del instrumento.

Los tubos de reaccion de ADNc contienen transcriptasa inversa, nuclettidos, tampon, cebadores de ADNc y
oligomolde IAC.

Los tubos de gPCR contienen polimerasa de ADN Tag de arranque en caliente, nuclettidos, tampédn y
cebadores/sondas.

tubo no. 1-6 contienen cebadores y sondas tanto para genes de fusion como paralaplantillalAC.

tubo no. 8 contienen cebadores y sondas para un gen de referencia ABL1y laplantillalAC.

tubo no. 7 esta vacio.

Para confirmar la orientacion de las tiras de PCR después del andlisis de gPCR, verifique las sefides de
amplificacion de FAM en €l tubo no. 8 y la ausencia de sefial de amplificacion de CY5 en e tubo no. 7.

HemaVision®-28Q contiene reactivos para 12 pruebas.
En el kit HemaVision®-28Q se incluyen |os siguientes componentes:



* 12 tubos cDNA con 42 uL de mezcla de reaccién (tubos de 0,65 mL con tapdn de rosca amarillo)

* 12 bloques de 24 tubos de gPCR que contienen 23 uL de mezcla de reaccion de gPCR.

* 12 juegos adicionales de tapas Opticas paralos tubos qPCR.

* Dos tubos con H20 libre de ARNasa (tubos de 0,65 ml con tapon de rosca azul)

* Un manual de usuario

HemaVision®-28Q se produce en 3 formatos para adaptarse a varios aparatos gPCR. La mezcla gPCR se puede
suministrar en 0,1 ml de perfil bajo blanco (WLP), 0,2 ml de perfil regular blanco (WRP) o 0,2 ml Tubos de perfil
regular esmerilado (FRP) PCR. Se pueden suministrar placas adaptadoras con el kit si e instrumento gPCR
requiere un formato de placa de 96 tubos (por g emplo, Roche LightCycler 480 y algunos modelos ABI).

L os tubos de reaccion de cDNA contienen transcriptasa inversa, nuclettidos, tampén, cebadores de cDNA y oligo
IAC.

Los tubos de gPCR contienen polimerasa de ADN Tag de arranque en caliente, nuclettidos, tampédn y
cebadores/sondas.

Tubo no. 1-6, 9-15, 17-23 contienen cebadores y sondas tanto para genes de fusion como paralaplantillalAC.
Tubo no. 7, 8, 16, contienen cebadores y sondas para un gen de referenciay laplantillal AC.

Tubo no. 24 esta vacio.

Para confirmar la orientacion de las tiras de PCR después del andlisis de gPCR, verifique las sefides de
amplificacion de FAM en € tubo no. 7, 8, 16 y la ausencia de sefial de amplificacion de Cy5 en € tubo no. 24.

El kit de controles positivos para HemaVision® 7Q y 28Q n.° de cat. No. HV05-PCQ contiene una caja con cinco
tubos que contienen 20 1 de ARN transcrito in vitro mezclado con ARN total de HL-60. El kit se envia en hielo
seco y debe amacenarse a -80 °C. Mientras realiza la prueba, mantenga siempre los componentes de prueba en
hielo (0 °C). Cada uno de los cinco tubos del kit contiene ARN para una reaccion de ADNC.

NOTA: Para que e kit funcione correctamente, también es esencial obtener y utilizar los reactivos
proporcionados en el kit HemaVision-7Q, n.° de cat. n.° HV01-7Q o kit HemaVision-28Q, n.° de cat. N° HV01-
28Q

Periodo de vida Util: 18 meses.
Mantener a-20 °C
Controles positivos : mantener a-80°C

Nombre del fabricante:
DNA Diagnostic A/S.

Lugar de elaboracion:
Voldbjergve 14, Risskov 8240, Dinamarca

Grupo de Riesgo: Grupo C

Condicion de uso: Uso profesional exclusivo

Se extiende € presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO IN
VITRO PM 2357-7 , con unavigencia de cinco (5) afios a partir de lafecha de la Disposicion autorizante.
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