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Myotonic Dystrophy Screening

Kit para la determinacion mediante analisis de fragmentos fluorescen-
tes de la presencia de alelos sanos, premutados y mutados con me-
nos de 200 repeticiones del gen DMPK de la Distrofia Miotonica tipo 1.

c € Referencia AD-MD-16

Almacenar: Box 1 de -30°C a -18°C
Box 2 de 20°C a 25°C
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Uso

EL kit Adellgene® Myotonic Dystrophy Screening es un kit de diagndstico in vitro disefiado para su uso en
laboratorios de diagnastico que detecta el ndmero de repeticiones del triplete CTG en la region 3" no traducida
del gen DMPK localizado en el cromosoma 19 dando lugar a la Distrofia Miotdnica Tipo 1 (DM1) que va desde
sintoma no apreciables o leves a severos.

ELuso de este kit es la determinacion de los individuos sanos que tienen entre 35y 49 repeticiones del triplete
CTG, los pacientes con fenotipo leve (50-150 repeticiones) y con fenotipo clésico (100-1000) hasta 200 repeti-
ciones. La tecnologia se basa en la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR: polymerase chain reaction) de
ONA gendmico extraido y purificado a partir de sangre periférica seguido por el analisis de fluorescencia del
tamano de los fragmentos de PCR obtenidos por el analizador genético y la conversion de ese tamario en el
numero de repeticiones CTG.

EL Primer Mix Screening (PM1) junto con la mezcla de la polimerasa (POM) permite la deteccion de heteroci-
gotos y alelos homocigotos posibles con un tamafio de menos de 200 repeticiones CTG, y su cuantificacion.

En los casos de individuos homacigotos cuyo alelo detectado es inferior a 200 repeticiones o no se detecta
ningtn alelo debe hacerse un estudio posterior con el kit Adellgene® Myotonic Dystrophy Confirmatory para
establecer la presencia de alelos de mas de 200 repeticiones.
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Resumen y explicacion

La Distrofia Miotdnica tipo T o enfermedad de Steinert es actualmente la forma mas comun de la Distrofia
Muscular en adultos. Fue reconocida clinicamente por primera vez por Steinert (1) y Batten y Gibb (2) en 1909.
Basada en la determinacion clinica, se estima una prevalencia mundial de 12,5/ 100.000 (3), pero puede ser
mayor ya que muchos pacientes en generaciones de mas edad siguen sin diagnosticar. La herencia de esta
enfermedad multisistémica es autosémica dominante, y la expresion fenotipica es muy variable debido a una
expansion inestable de trinucledtidos CTG localizada en la region 3" no traducida (3'UTR) del gen de la pro-
teina distrofia miotdnica quinasa (DMPK, OMIM * 605377) (4 -6) situado en el brazo largo del cromosoma 19
(199.21.3). EL gen DMPK expandido produce un transcrito de RNA téxico que no puede salir del ndcleo (7).

Los rangos de referencia para los tamarios de Los alelos fueron establecidos por el Segundo Consorcio Interna-
cional de la Distrofia Miotdnica (IDMC) en 1999 (8-11) de las normas técnicas y las directrices para las pruebas.
Alelos normales: b-34 repeticiones CTG; Alelos normales mutables (premutacidn): 35-49 repeticiones CTG. Los
individuos con expansiones CTG en el rango de premutacién no se han notificado que tengan sintomas, pero sus
hijos tienen un mayor riesgo de heredar un tamafio de repeticion mas grande y por lo tanto tener sintomas (12).
Los alelos con penetrancia completa >b0 repeticiones CTG se asocian a manifestaciones de la enfermedad.

Los hallazgos clinicos en la distrofia miotdnica tipo 1 (DM1) abarcan un continuo que va desde leve a grave (13)
y proporcionan una excelente vision general de todos los aspectos de la DM1. Los hallazgos clinicos se han
clasificado en tres fenotipos poco solapados, suave, clasico, y congénito, que por lo general se correlacionan
con el tamafio de repeticion CTG (Tabla 1) (8, 9, 14-17).

19g13.32
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Figura 1. Representacidn de los tipos de gen DMPK y su produccion dpendiendo del grado de mutacidn.
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La DMT leve (50-150 CTG repeticiones) solo puede tener cataratas, miotonia leve, o diabetes mellitus. Pueden
tener una vida plenamente activa y una vida normal o minimamente acortada (18).

Dentro del fenotipo clasico de DM1 (100-1000 CTG repeticiones), sélo existe una correlacion aproximada con la
gravedad de los sintomas. Las personas con estos tamanos de repeticion CTG suelen desarrollar DM1 clasica
con debilidad muscular y atrofia, miotonia, cataratas y trastornos en la frecuencia cardiaca. Mientras que la
edad de inicio para el fenotipo clasico de la DM1 esté tipicamente en los afios 20 y 30 {y con menos frecuencia
después de los 40 afos), el fenotipo cldsico de DM1 puede ser evidente en la infancia, cuando se observan
signos sutiles como facies miotdnica y miotonia. En el caso del fenotipo congénito de DM1 (>1000 repeticiones

Fenotipo Signos clinicos NO de repeticiones CTG  Edad de comienzo
Normal mutable (premutacion) No hay 35a 49 No definido
Moderado o leve Cataratas

Miotonia leva h0a ~150 20270 anos
Clasico Debilidad

Myotonia

Cataratas

Calvicie

Aritmias cardiacas

Otros ~100a ~1000 10a 30 afos
Congénito Hipotonia infantil

Déficit respiratorio

Incapacidad intelectual

Signos clésicos de adultos >1000 0 a 10 afos

Tabla 1. Correlacidn del fenatipo y el nimero de repeticiones CTG en (a Distrofia Miotdnica tipo 1
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CTG), una distorsion en la transmision del gen en la concepcidn, favorece la transmision de mayor nimero de
repeticiones CTG que las presentes en el ascendiente (19).

La presencia de un gran numero de repeticiones puede conducir a la aparicion de la enfermedad antes y con
sintomas més graves, y se conoce como DM1 congénita (20, 21). La DM1 congénita se presenta a menudo antes
de nacer con polihidramnios y (a reduccion de los movimientos fetales. Después del parto, las caracteristi-
cas principales son la debilidad severa generalizada, hipotonia y compromiso respiratorio. La mortalidad por
insuficiencia respiratoria es comun. Los bebés sobrevivientes experimentan una mejora gradual en la funcion
motora. Los nifios afectados suelen ser capaces de caminar; sin embargo, se produce una miopatia progresiva
con el tiempo, como en la forma clasica (15). Estas personas pueden desarrollar cualquiera de las caracte-
risticas tipicas de la DM1 que incluyen debilidad, miotonia, cataratas y problemas cardiacos. La discapacidad
intelectual esta presente en el 50% -60% de (as personas con DM1 congénita. Se han descrito como sintomas,
autismo, trastornos de ansiedad, alteracion de la atencidn, y habilidades visuales-espaciales anormales (22,
23). Los nifios con DM1 pueden tener una baja agudeza visual, hipermetropia o astigmatismo (24).
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Principios del procedimiento

El método de deteccion utilizado en el kit Adellgene® Myotonic Dystophy Screening se basa en la amplificacion
especifica de DNA genomico que contiene la region 3'UTR del gen DMPK, que contiene el triplete CTG. La PM1
incluye 2 primers, uno de los cuales esta marcado con un fluordforo para la deteccion subsiguiente en un
analizador de fragmento de DNA. Se recomienda el uso del marcador de tamaiio ROX1000™. El tamafio de los
productos de PCR se convierten en el nimero de repeticiones de tripletes CTG utilizando factores de conversidn
basados en la movilidad y el tamanio.
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Contenido del kit

Referencia AD-MD-16 (16 tests)
Box 1de 2
* AD-MD-PMT: Primer Mix Screening (PM1). 1 vial x 79 pil
* AD-MD-POM: Polymerase Mix (POM). 1 vial x 344 L
Box 2 de 2:

* AD-PUR-T6: 1 unidad. Incluye reactivos y fungible para realizar (a purificacion de los amplicones de 16
muestras. Contiene:

e Capture buffer: 9,8 mL

» Wash buffer: 2,0 mL (ver cémo preparar en seccion Procedimiento de uso / D)
e Elution buffer: 300 pl

e Micro - columns: 17 units

* Collection tubes: 17 units
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Almacenamiento del kit

* Todos los reactivos de la Caja 1 deben ser conservados entre -30°C y -18°C. Los reactivos de la Caja 2
deben ser almacenados entre 20 y 25°C. A estas temperaturas, son estables hasta la fecha de caduci-
dad.

« Dejar que los reactivos (excepto AD-MD-POM) alcancen la temperatura ambiente antes de su uso. Agitar
bien todos los reactivos excepto AD-MD-POM después de la descongelacion.

* Antes de abrir los tubos de los reactivos realizar una centrifugacion breve de cada componente para que
el reactivo se deposite en el fondo del tubo y no se pierda nada por as paredes.

* El test debe realizarse manteniendo los reactivos en hielo o sobre soporte frio.

* No realizar més de 3 ciclos de congelacion/descongelacion a los viales de Primer Mix (AD-MD-PM1) y
Polymerase Mix (AD-MD-POM), ya que esto podria reducir a sensibilidad del ensayo y alterar los resul-
tados. Es recomendable establecer alicuotas de estos reactivos, en el primer ciclo de descongelacion,
dependiendo del uso del kit.

* Debido a a naturaleza fotosensible del reactivo AD-MD-PM1, evitar su exposicion continuada a la luz.
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Materiales requeridos pero no suministrados

Reactivos de Extraccion y Purificacion

* Los reactivos para la extraccion del DNA de (a sangre no estan incluidos. EL DNA puede ser extraido
mediante cualquier método validado en el laboratorio que asegure una alta calidad y DNA intacto.

« Ftanol absoluto

Reactivos para la electroforesis capilar (recomendados)
* Analizador Genético para polimero POP-7 (ABI: 3130, 3730 or 3500).
* Polimero POP-7 (ABI, Ref: 4363785 0 equivalente).
« Formamida altamente desionizada (Hi-Di Formamide; ABI, Ref.: 4311320 o equivalente)
* Calibradores para los fluréforos FAM y ROX (ABI, Ref.:4345827, 4345829 o0 equivalentes)
* Marcador de tamafio estandar ROX 1000 (ABI, Ref.: 401098; Eurogentec, Ref.: MW-0195-80R0X]

Equipos
* Equipo general de laboratorio dedicado exclusivamente a realizar la PCR
« Termociclador (ABI, 9700, Veriti o equivalente)
» Centrifuga para placas de 96 pocillos
* Agitador (Vértex)
* Microcentrifuga
* Micropipetas (P200, P20y P2) y puntas con filtro especificas para ellas

* Placas/tubos de PCR, y dispositivo de cierre correspondiente

* Tubos de 1,5 ml libres de DNasas para microcentrifuga (2 por purificacion)

Control Positivo

* El estandar WHO recomendado para la Distrofia Miotdnica o cualquier linea celular cuyo DNA se corres-
ponda con una muestra validada.
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Recoleccion y preparacion de muestras

* Todas las muestras bioldgicas y de sangre deben tratarse como potencialmente infecciosas. Al manipu-
larlas, observe las precauciones basicas o “universales”. Cualquier manipulacion de las muestras debe
efectuarse con la apropiada proteccion personal, como gafas, guantes y ropa adecuada.

* Este test dnicamente puede ser utilizado con muestras de sangre completa recogidas en tubos con los
agentes anticoagulantes EDTA o ACD. La heparina puede interferir con la PCR y no debe utilizarse en
este procedimiento. No deben utilizarse muestras de sangre hiperlipémicas, hemolizadas, ictéricas o
con proteinemia.

* La contaminacion con DNAsas puede producir degradacion del DNA, por lo tanto deben utilizarse puntas
con filtro y tubos libres de DNAsas. Toda manipulacion, pipeteado y uso de equipos debe realizarse con
el maximo cuidado para evitar el fallo de la PCR.

* No mezclar componentes de distintos lotes. No utilizar los reactivos mas alla de su fecha de caducidad.

* Antes de utilizar el kit, asequrarse de que el equipo (termociclador, analizador genético) ha sido calibra-
do de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Las propiedades toxicologicas del kit no han

sido estudiadas en profundidad, por lo que

se recomienda evitar el contacto con la piel y
membranas mucosas. No ingerir. Existen Fichas
de Datos de Seguridad (MSDS) a disposicion del
consumidor.
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Procedimiento de uso

A. Extraccion de DNA

La extraccion del DNA a partir de muestras de sangre total recogidas con EDTA utilizando métodos estandar
es compatible con el uso de este kit. Se recomienda realizar la evaluacion de la cantidad y calidad del DNA
obtenido mediante medidas de absorbancia a 260 nm (0D260; concentracin) y de la relacidn entre las medidas
de absorbancia a 260y 280 nm (A260/A280, OD; pureza). EL DNA obtenido puede ser almacenado a -20°C hasta
su utilizacion. La cantidad adecuada de DNA para cada reaccion de PCR es de aproximadamente de 50 ng (p.e.:
1l de DNA de concentracion 50 ng/pl).

B. Preparacion de (a PCR y condiciones

» Descongelar todos los componentes del kit antes de
comenzar el ensayo, mezclar y centrifugar.

* Trabajar sobre hielo o en un bloque frio.

» La PCR se debe montar en la zona pre-PCR, con todas las
precauciones mencionadas anteriormente.

e Utilizar solo puntas con filtro y tubos de 1,5 mL autoclavados.

oUtilizar siempre guantes y bata.

1. Preparacion de la mezcla de Primer Mix y Polimerasa Mix para n+1 muestras::

Reactivos Vol. por cada muestra (pL)
AD-MD-PMT 43
AD-MD-POM 18,7
Volumen total por cada reaccion 23
12
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* Agitar la muestra con cuidado entre 3- b veces antes de distribuirla en los tubos de PCR para asegurar
su completa homogeneizacion.

* Realizar un pulso de centrifugacion para asegurar que no quedan burbujas ni muestra en las paredes.
NOTA: El exceso de AD-MD-PM1 podria inhibir a reaccion de PCR

2. Pipetear 23 pl de esta mezcla en una placa optica o en un tubo estéril, y anadir el volumen de DNA necesario
para llegar a 45-50 ng (p. e.: 1 pl de DNA de concentracion 45-50 ng/pl) o control negativo en el caso del pocillo
de control de contaminacion. En el caso de que la muestra tenga una baja concentracion de DNA, se deberia
anadir un volumen mayor independientemente del incremento del volumen final de (a PCR.

3. Sellar las placas con las cubiertas (incluidas con las placas) o cerrar el tubo, y realizar un pulso de centri-
fugacion para asegurar la mezcla y que no haya burbujas.

4. Colocar la placa en el termociclador y llevar a cabo la reaccion de PCR.

Numero de Temperatura Tiempo
ciclos (°C) (mm:ss)
DESNATURALIZACION 1 98 05:00
97 00:35
CICLOS 30 04 00:35
68 04:00+ 00:20SEG/CY
EXTENSION FINAL 1 71 30:00
ENFRIAMIENTO 1 4 0

C. Confirmacion de productos de amplificacion

La confirmacidn de que la amplificacion se ha realizado de manera adecuada se puede realizar con un sistema
apropiado como (a electroforesis en geles de agarosa. Preparar un gel de agarosa a una concentracion de
1-1.2% p/v validado segtin el protocolo del laboratorio y analizar 2 pL de cada amplificado para certificar que
la PCR ha salido bien.
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D. Preparacion de las muestras para la electroforesis capilar
1. Purificacién de la reaccion de PCR

* Usar el Box 2 de 2 incluido con el kit. EL protocolo es:

La primera vez que se haga uso de la Caja 2, es necesario anadir 8ml de
etanol absoluto al vial Wash Buffer. Marcar la casilla correspondiente en (a
etiqueta de dicho vial para indicar que se ha realizado la adicion.

Anadir 500 pl de Capture buffer a la muestra (usar 17 pl de producto de PCR).
Mezclar minuciosamente.

Comprobar que (a mezcla del Capture buffer y la muestra es de color amarillo o naranja
palido.

Para cada purificacion que se va a llevar a cabo, montar una micro-columna sobre un
tubo de recoleccion.

Centrifugar la mezcla de Capture buffer y muestra brevemente para recoger todo el ligui-
do en el fondo del tubo.

Cargar la mezcla agitada en la micro-columna que se encuentra sobre el tubo de recoleccion.

Centrifugar la columna montada sobre el tubo de recoleccion a 16000 g durante 30
segundos.

Descartar el liguido vaciando el tubo de recoleccion. Colocar la micro-columna de nuevo
sobre el tubo de recoleccion.

Anadir 500 pl de Wash buffer a la micro-columna.

Centrifugar la columna montada sobre el tubo de recoleccion a 16000 g durante 30 segun-
dos.

Descartar el tubo de recoleccion y transferir la microcolumna a un microtubo de 1,5 ml
libre de DNAsas nuevo.

Anadir 10 pl de Elution buffer en el centro de (a membrana de la microcolumna, acoplada
al nuevo tubo de recoleccién de muestra.
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Incubar (a columna y el tubo a temperature ambiente durante T minuto.

Centrifugar la columna y el tubo de recoleccion de muestra a 16000 g durante T minuto
para recoger en el fondo el DNA purificado.

Continuar con el protocolo general del kit Myatonic Dystrophy Screening.

2. Preparacion de muestras para el secuenciador de DNA

Se lleva a cabo la siguiente mezcla de reaccion con el producto purificado de la PCR:

ReACTIVO Vol. por cada muestra (pl)
Producto purificado de la PCR i

Formamida altamente desionizada 10

Marcador LIZ500™ 0.3

Volumen total para cada reaccion 12.3

Estos productos no se suministran con el kit.
Se recomienda el uso de un rango entre 1y 3 ul de volumen de carga para optimizar los
resultados

» Realizar una breve centrifugacion para asegurar la mezcla de los reactivos y transferir 2 pl de la misma
a la placa correspondiente para la electroforesis capilar.
» Sellar la placa, agitar y centrifugar para retirar las burbujas e introducir en el termociclador.

» Desnaturalizar 2 minutos a 95°C y colocar en hielo, protegiendo la placa de la luz hasta la inyeccion en
el secuenciador.

Se recomienda usar un control positivo, en el que el nimero de repeticiones CTG sea conocido (ver seccidn 6).
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3. Mddulo del analizador de DNA

Se recomiendan los siguientes madulos de trabajo para los distintos analizadores genéticos:

ANALIZADORES DNA
PARAMETROS 3130/3130xL 3730xl
Oven Temperature 60 °C 63 °C
Poly Fill Vol. 7300 steps 6500 steps
Current Stability h.0 pAmps 5.0 pAmps
Pre-Run Voltage 15.0 KVolts 15.0 KVolts
Pre-Run Time 180 sec 180 sec
Injection voltage 3.0 KVolts 1.6 KVolts
Injection time 15 sec 30 sec
Voltage Number of steps 20 nK 20 nK
Voltage Step Interval 15 sec 15 sec
Data Delay Time 60 sec 60 sec
Run voltage 15.0 kVolts 15.0 kVolts
Run time 3000 sec 2200 sec
En ambos casos se recomienda el uso del polimero POP7
16
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Resultados e interpretacion

EL kit Adellgene® Myotonic Dystrophy Screening es una técnica cuantitativa para identificar el nimero de
tripletes CTG entre 5y al menos 200 (véase la seccion 2).

EL kit Adellgene® Myotonic Dystrophy Screening incluye una serie de reactivos que proporcionan la amplifi-
cacion de esta region y permiten determinar el nimero de repeticiones para establecer los individuos sanos y
enfermos. Por otra parte, las muestras que dan solo un pico tendran que ir a un estudio posterior por el kit de
Adellgene® Myotonic Dystrophy Confirmatory para asegurar o descartar la homocigosis de la muestra.

Utilizando los reactivos suministrados en este kit, si la muestra tiene una serie de b repeticiones CTG, el
tamafio del fragmento amplificado serd de 265 bases (Tabla 1). EL nimero de repeticiones obtenido con este
componente del kit puede ser tabulada basada en este tamano. La introduccion de un marcador de tamano
permite al software del analizador genético dar el tamanio del amplificado directamente y por lo tanto podemos
obtener el nimero de repeticiones CTG. No es necesario el uso de ninguna referencia pasiva.

En la figura 2 se expresan los resultados del andlisis de fragmentos (ver mas abajo) del kit para un individuo
homocigoto sano (muestra 1), individuo sano heterocigoto (muestra 2), y los individuos no sanos (muestras
3-5).

1845 2845 3845 4865

28000 1900

20000 .
800

12000 600

-170 n____

Muestra 1. Homocigoto 10,10 repeticiones (10R)
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Muestra 2. Heterocigoto 18,26 repeticiones (18R, 26R)
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Muestra 3. Heterocigoto 12,66 repeticiones (12R,66R)
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Muestra 4. Heterocigoto 5,125 repeticiones (5R,125R)
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Ejemplo 5. Heterocigoto 5,>125 repeticiones (5R,>200R)
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Repeticiones CTG Tamaiio del fragmento (bp)  Repeticiones CTG Tamaiio del fragmento (bp)
b 265 105 hob
10 280 110 h80
15 295 115 h9b
20 310 120 610
25 325 125 625
30 340 130 640
3b 3bb 135 655
40 370 140 670
4 385 145 685
b0 400 150 700
bb 415 155 715
60 430 160 730
65 4bb 165 74b
70 460 170 760
75 479 175 775
80 490 180 790
85 b0b 185 805
90 h20 190 820
95 h3db 195 83b
100 b5 200 850

Los numeros negros indican alelos sanos. Los nimeros dorados indican alelos premutados o mutados.

Esta tabla se ha realizado a partir de los resultados obtenidos con el kit en un Analizador
Genético 3730xl (Applied Biosystems) utilizando polimero POP7. Para un mejor ajuste del

ndmero de repeticiones, el laboratorio usuario debe incluir una muestra control con un
nimero de repeticiones conocido en cada tanda de analisis para normalizar la movilidad
de los picos en unas condiciones de electroforesis particulares (polimero, secuenciador,
condiciones de electroforesis,...).
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Control de calidad

Debido a la naturaleza cuantitativa de este test, es necesario realizar una calibracion de los fluorgforos FAM y
LIZ en el secuenciador.

Ademas, como se describe en el procedimiento, se requiere el uso del marcador LIZ500™ como estandar, para
la determinacion del tamario de los fragmentos de DNA.

Se recomienda llevar a cabo un control de contaminacidn sustituyendo la muestra de DNA por un control
negativo, asi como un control positivo de tamafo conocido (ver seccién Materiales requeridos pero no sumi-
nistrados).

El usuario debe tener en consideracion todas las precauciones nombradas en el apartado Recoleccion y pre-
paracion de muestras y las limitaciones de este procedimiento referidas en el aparatado Limitaciones del
procedimiento.

El ensayo se debe llevar a cabo segun las recomendaciones del kit, asi como segun otros procedimientos de
control de calidad que cumplan las especificaciones locales, estatales, federales y/o de las agencias certifi-
cadoras.
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Datos especificos de funcionamiento

1. Especificidad y sensibilidad analitica

Los primers de este kit son especificos para el gen humano de (a Distrofia Miotonica DMPK y comprenden la
regién de repeticion CTG dentro del 3'UTR del gen. La amplificacidn especifica de esta regién fue verificada
por secuenciacion del DNAy por ensayo de muestras de individuos sanos y pacientes bien caracterizados. No
hay ningun caso reportado de reactividad cruzada con otro gen a partir de DNA genomico.

2. Especificidad diagnostica

Adellgene® Myotonic Dystrophy Screening es un ensayo especifico para detectar el nimero de repeticiones
CTG de la region 3'UTR del gen DMPK. Si s6lo se encuentra un pico, es necesario el uso del kit Adellge-
ne® Myotonic Dystrophy Confirmatory u otra técnica alternativa para confirmar la presencia o no de alelos
mutados (>200 repeticiones CTG). Las mutaciones (mutaciones puntuales, inserciones, deleciones) en sitios
de los primers de amplificacion son posibles y pueden dar lugar a (a falta de definicion alelo. Otras tecnolo-
gias podrian ser necesarias para resolver los alelos. Resultados de homocigotos deben ser confirmadas por
procedimientos alternativos.

3. Rangos

» Concentracion de DNA
Para el estudio del rango optimo de la cantidad de DNA utilizado en el ensayo, se realizaron pruebas
utilizando de 10 ng a 200 ng con una muestra heterocigdtica hembra. La asignacion de los picos de
tamano obtenido fue independiente de a cantidad de DNA utilizado. El rango de DNA de trabajo reco-
mendado es de entre 45 a 50 ng de DNA por PCR.

* Resultados del kit
El método de este kit puede asignar alelos con un nimero de repeticiones del triplete CTG de entre b
y 200. EL uso de este kit es la determinacidn de los individuos sanos (5-49 repeticiones) y los pacien-
tes afectados con 50 repeticiones o mas, con diferente penetrancia, hasta 200 (ver seccion apartado
Resumen y explicacidn).

4. Precision

* Asignacion del tamanio del fragmento.
La asignacion de los picos esta dada por el tamaio del amplicn obtenido y la morfologia del pico. Si

21
OQBDR

BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES

Cno. del Pilon 86, Casa 7 Local. 50011 - Zaragoza (Spain) - www.bdrdiagnostics.com



adetigene

MYOTONIC DYSTROPHY SCREENING

hay varios picos, sera considerado el mas alto y el pico central. La precision del nimero de las repeti-
ciones se determing comparando muestras secuenciadas con los tamarios obtenidos con el presente
kit que comprende una variabilidad de No. de repeticiones + 1 para los alelos sanos y + 3 para 50-200
repeticiones alelos.

* Andlisis general

Region 3'UTR/DMPK Muestras analizadas
Nimero de muestras con 2 alelos normales (5-34 rep.) 17

Nimero de muestras con 1 alelo premutado (35-49 rep.) 1

Nimero de muestras con 1 alelo mutado (>50 rep.) 38

Total muestras analizadas 56

* Interferencias.
Se han descrito en la literatura, que existe un numero de sustancias que pueden estar presentes en (a
sangre periférica y pueden interferir potencialmente con la metodologia basada en PCR, inhibiendo (a
actividad de la polimerasa. Por o tanto, es necesario que el DNA obtenido tenga la pureza necesaria
para evitar la interferencia. La mayoria de los métodos estandar de extraccion de DNA eliminan estas
sustancias, por lo que se recomienda que el método de extraccion de DNA utilizado en el laboratorio
esté validada para esta técnica.
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Limitaciones del procedimiento

« El método detecta todos los alelos de entre by 200 repeticiones de tripletes CTG (seccion Resultados e
interpretacion).

* Las condiciones descritas para la PCR deben ser controladas con precision. Las desviaciones de estos
pardmetros puede conducir a un mal resultado.

» Todo el trabajo del kit de deteccién Adellgene® Myotonic Dystrophy Screning debe hacerse de acuerdo
con las buenas practicas de laboratorio y de acuerdo con las regulaciones locales, tales como la norma
internacional.

* El termociclador debe ser calibrado de acuerdo con las recomendaciones del fabricante y utilizar dentro
de los limites especificados por ellos.

* El analizador de DNA debe ser calibrado de acuerdo con las recomendaciones del fabricante para los
fluordforos utilizados de conformidad con los limites especificados por ellos.

» No mezclar componentes de otros kits y lotes.
* No use el kit después de la fecha de caducidad.

* No use el kit en caso de sospecha de pérdida de reactividad, la contaminacion, el deterioro del envase o
cualquier otra incidencia que pueda afectar al rendimiento.

* |a interpretacion de los resultados de los datos y el nimero de tripletes debe ser revisado por personal
cualificado.

» Retire los reactivos caducados siguiendo las regulaciones aplicables.
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Guia de solucion de problemas

El control negativo de la PCR resulta positivo
e Contaminacidn de la Primer mix o de la Polymerase Mix o del agua del CN
- Repetir el experimento con alicuotas nuevas del Primer Mix/ Polymerase Mix/ agua

- Manipular los componentes del kit proporcionado segun las practicas cominmente
aceptadas para evitar contaminacion.

- Comprobar el almacenamiento y las condiciones de manipulacion.
- Desechar los reactivos contaminados.
e Contaminacidn en el area pre-PCR
- Confirmar que se han seguido (as precauciones necesarias en el area pre-PCR.
- Comprobar posibles problemas de contaminacion en otras técnicas de PCR.
- Confirmar la idoneidad de los fungibles utilizados (tubos, puntas de pipeta).
e Error de pipeteo
- Verificar que la muestra anadida corresponde con la asignada en (a hoja de trabajo.
Senal débil o inexistente del producto de PCR
» Calidad baja de la muestra de DNA
- Repetir la extraccion de DNA
e Muestra con muy baja concentracion de DNA
- Comprobar (a concentracion de DNA
e Muestra con elevada concentracion de DNA
- Hacer una evaluacion del sistema de extraccion testando varias diluciones de la muestra
» Presencia de inhibidores de la PCR en el DNA gendmico

- Evitar el uso de sangre total que contenga heparina. Volver a extraer el DNAy repetira la PCR
si es posible.
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* DNA polimerasa anadida en cantidad insuficiente, 0 mezclado deficiente de los componentes de
la PCR

- Repetir la PCR asegurandose de que todos los componentes se han mezclado y afadido en la
cantidad adecuada.

 Problemas en el termociclador

- Comprobar los parametros del programa de termociclado y asegurarse de que el
termociclador funciona de acuerdo a las especificaciones y mantenimiento establecidos por
el fabricante

* No se ha afiadido bromuro de etidio (u otro reactivo de tincion de DNA)
- Asegurarse de aadir el reactivo de tincion del DNA en el gel o en el buffer de electroforesis
Tamano de la banda incorrecto, 0 nimero de bandas incorrecto
* Uso del kit incorrecto
- Comprobar que se ha utilizado el kit correcto
e Uso de un programa de termociclado incorrecto
- Comprobar los pardmetros del termociclador
» Contaminacion de la PCR

- Comprobar el control negativo de la tanda. Llevar a cabo protocolos de descontaminacidn y
repetir la PCR para identificar el origen de a contaminacidn.

Electroferogramas con seial débil

» Degradacion del kit
- Confirmar el adecuado almacenamiento del kit
- Evitar mas de 3 ciclos de congelacién/descongelacion de los reactivos
- Realizar alicuotas de los reactivos si es necesario.
- Repetir con un lote fresco de reactivos

e | a taq polimerasa ha perdido actividad
- Confirmar la actividad de la Polymerase Mix
- Repetir con un vial nuevo de Polymerase Mix
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e Producto de PCR débil
- Comprobar la imagen del gel y proceder en consecuencia

- Insuficiente cantidad de producto de PCR inyectado en el analizador de DNA  Comprobar los
pardmetros del analizador genético

* Proceso de purificacion incorrecto
- Extremar el cuidado en el proceso de purificacion
Alta intensidad de fluorescencia
» Demasiado producto de PCR
- Comprobar la imagen del gel. Diluir el producto de PCR.
» Demasiado producto de PCR inyectado en el analizador genético
- Comprobar los pardmetros del instrumento.
e Error de pipeteo
- Verificar que el volumen afadido en cada pocillo coincide con el correcto.
Elevada sedal de fondo (ruido en la linea de base)
* Producto de PCR contaminado
- Ver més arriba
e Purificacion del producto de PCR deficiente

- Asegurar que se ha realizado la purificacion de acuerdo con las instrucciones indicadas
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Aviso al comprador

» Este producto esta concebido para diagnostico in vitro.

* Los productos de BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L.U. no deben ser revendidos, modificados
para reventa ni utilizados para fabricar otros productos comerciales sin autorizacion de BLACKHILLS
DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L.U.

* La informacion del presente documento puede ser modificada sin previo aviso. BLACKHILLS DIAGNOSTIC
RESOURCES, S.L.U. no asume ninguna responsabilidad por los errores que puedan encontrarse en este
documento. Este documento se considera completo y exacto en el momento de su publicacion. En nin-
gun caso sera BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L.U. responsable por daios fortuitos, especiales,
multiples o derivados del uso de este documento.

* [.a compra de este producto concede derechos al comprador bajo ciertas patentes de Roche, utilizandose
solo para proporcionar servicios de diagnastico in vitro. La compra no concede ninguna patente general
ni otra licencia de ningun tipo aparte de este derecho de uso especifico por la compra.

» FAM ™y ROX ™ son marcas comerciales de Life Technologies Corporation.

» ROX ™y FAM ™ podrian estar cubiertas por una o mas de las patentes propiedad de Applied Biosystems,
LLC. EL precio de compra de este producto incluye derechos limitados, no transferibles.

» Adellgene® es una marca comercial de BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L.U.
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