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RESOLUCION DIRECTORAL

Lima, Jl ¿" Picienbrc de 2019

VISTOS:

El Exoedienie N' 19-016502-001 sobre aprobación de las Guías de Procedimientos Médicos
del Sérvicio de Neurogenética, conteniendo el Informe N' 337-2019-INCN-NG del Jefe del
Servicio de Neurogenética del Departamento de Investigación, Docencia y Apoyo al
Diagnóstico en Neuropatología, el Informe N' 302-2019-INCN-DEIDAEADT de la Directora
Ejecutiva de la Dirección Ejecutiva de Investigación, Docencia y Atención Especializada en
Apoyo al D¡agnóst¡co y Tratamiento, el Informe N" 115-2019-UO/OEPE/INCN de la Unidad de
Organización de la Oficina Ejecutiva de Planeam¡ento Estratég¡co, el Proveído N" 653-2019-
OEPEiINCN de la Directora Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento Estratégico y el

s)

N' 459-2019-OAJ/INCN del Jefe de la Oficina de Asesoría Jurídica del Instituto
de Ciencias Neurológicas, y;

CONSIDERANDO:

.. Que, el artículo Vl del Título Prel¡minar de la Ley N" 26842, Ley General de Salud, señala
\ que es responsabilidad del Estado promover las condiciones que garanticen una adecuada

J I cobertura de prestaciones de salud a la población, en términos socialmente aceptables de

/ . seguridad, oportunidad y calidad;

' Que, la Ley No 27658, Ley Marco de Modernización de la Gestión del Estado, en su artículo l'
declara al Estado en proceso de modernización en sus d¡ferentes instancias, dependencias,
entidades, organizaciones y procedimientos, con la finalidad de mejorar la gestión pública y
construir un Estado democrático, descentralizado y al servicio del ciudadano;

, el numeral 3.2 del Anexo del Decreto Supremo N' 004-2013-PCM, que aprueba la
' política de Modernización de la Gestión Pública, establece los "Planes Centrales de la Política

de Modernización de la Gestión Pública", s¡endo la gest¡ón por procesos y la organización
institucional uno de ellos, el cual debe implementarse paulatinamente en todas las entidades a
fin de brindar a los ciudadanos servicios de manera más eficiente y lograr resultados que los
beneficien. Para ello deberán priorizar aquellos de los procesos que sean más relevantes de
acuerdo a la demanda c¡udadana, a su Plan Estratégico, a sus competenc¡as y los
componentes de los programas presupuestales que tuvieran a su cargo, para luego poder
organizarse en función de dichos procesos;

Que, mediante Decreto Supremo N'008-2017-SA se aprobó el Reglamento de Organización y
Funciones del Ministerio de Salud (ROF MINSA), y establece en su artículo 126' que los
Institutos Especializados son órganos desconcentrados del Ministerio de Salud, dependientes
de la Dirección General de Operaciones en Salud. Son responsables de desarrollar las
funciones de investigación y docencia en materia de salud, así como servicios de salud
altamente especializados en Salud;

Que, mediante Resolución Ministerial N" 1134-2017-MlNSA, se aprobó la Directiva
Adm¡nistrativa N" 245-OGPP/MINSA "Lineamientos para la implementación de la gestión por
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procesos y proced¡mientos en el Ministerio de Salud", cuyo objetivo es determinar criterios
técn¡cos que orienten y facil¡ten la ¡mplementación de la gestión por procesos y
procedimientos en el MINSA, permitiendo mejorar el desempeño a través de resultados
previsibles, maximizando el uso de los recursos, alcanzando ciclos de tiempos mínimos en el
marco de la Política Nac¡onal de Modernización de la Gestión Pública;

Que, mediante Decreto Supremo No 054-2018-PCM, se aprobó los "Lineamientos de
organización del Estado", con la finalidad de buscar que las entidades del Estado, conforme a
su tipo, competencias y funciones, se organicen de la mejor manera a fin de responder a las
necesidades públicas, en beneficio de la ciudadanía; ' '

Que, mediante Resolución de Secretaría de Gestión Públ¡ca N" 006-2018-PCM/SGP, Se '
aprobó la Norma Técnica N' 001-2018-SGP, Norma Técnica para la implementación. dé la "'
gestión por procesos en las entidades de la administración pública, que tiene por objetivb '.;
establecer disposiciones técnicas para la implementación de la gestión por procesos en lag -.
entidades de la administración pública; :,: - -.

Que, la Resolución Ministerial N' 850-2016/MINSA aprueba las "Normas para la Elaboración
de Documentos Normativos del Ministerio de Salud" que permitirá estandarizar los elementos
conceptuales, estructurales y metodológicos más relevantes en el c¡clo de producción
normativa del M¡nisterio de Salud, así como brindar a las instancias reguladoras del Ministerio
de Sa¡ud una herram¡enta que facil¡te el desarrollo de sus funciones normativas;

Que, el numeral 6.1 .4. de las referidas Normas, consideran Documentos Técnicos aquellos
que abordan aspectos como "Doctrinas", "L¡neamientos de Políticas", "Sistemas de Gestión de
Calidad", "Planes" (de diversa naturaleza). Dicha norma, considera a la Guía Técnica o
Manual como el Documento Normativo destinado a regular procesos y/o procedimientos;

Que, el servicio de Neurogenética del Instituto Nacional de Ciencias Neurológicas, es el únrco
centro del sistema público de salud del Ministerio de Salud que brinda atención especializada
a personas afectadas con enfermedades neurogenét¡cas. El laboratorio de Neurogenética de
nuestro serv¡c¡o, cuenta con una cartera de procedrmientos de genotipif¡cac¡ón molecular en
apoyo al diagnóstico de las principales enfermedades neurogenéticas atendidas en nuestro
centro;

Que, en consecuencia, mediante Informe N" 337-201g-INCN-NG, el Jefe del Servicio de
Neurogenética del Departamento de Investigación, Docencia y Apoyo al D¡agnóst¡co en
Neuropatología del Instituto Nacional de C¡encias Neurológ¡cas, solicita la aprobación
Institucional de las Guías de Procedimientos Médicos realizados oor el Servicio de
Neurogenét¡ca:

'1 . Extracc¡ón de ADN a partir de la Sangre Periférica: Tiene por objetivo normar el
procedimiento de extracción de ADN a partir de sangre periférica.

2. Prueba Genética para la Enfermedad de Huntington: Tiene por objet¡vo normar el
proced¡miento de genotipif¡cación del número de repeticiones CAG del gen HTT en
apoyo al diagnóstico de la Enfermedad de Huntington (EH).

3. Prueba Genética para la Distrofia Miotónica Tipo 1: Tiene por objetivo normar el
procedimiento de genotipificación del número de repeticiones CTG del gen DMPK en
apoyo al diagnóstico de la Distrofia Miotónica tipo I (DM 1 ).

4. Prueba Genética para la Ataxia Espinocerebelos a fipo 2 (SCA2): Tiene por objetivo
normar el procedimiento de genotipificación del número de repeticiones CAG del gen
ATXN2 en apoyo al diagnóstico de la ataxia espinicerebelosa tipo 2 (SCA2).
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Prueba Genética Panel de Ataxias Hereditarias (SCAS): Tiene por objetivo normar el
procedimiento de genotipificación de un panel de ataxias hereditarias dominantes
(SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, DRPLA, SCAI2, SCA17) en apoyo al diagnóstico
de las atax¡as hereditar¡as.

Prueba Genética para Distonía Tipo DYTl: Tiene por objetivo establecer el
procedimiento de la prueba genética para la mutac¡ón 904-906delGAG/907-
gogdelcAc del gen TORSINAlA, prueba diagnóstica para Ia Distonía DYTI .

Prueba Genética para Distrofia Muscular de Duchenne por MLPA: Tiene por objetivo
normar el procedimiento de anális¡s de la variación del número de copias del gen DMD
a través de la técnica de Multiplex Ligation Probe Ampl¡fication (MLPA).

Prueba Genética para Neuropatías Hereditarias Sens¡t¡vo-Motora por MLPA: T¡ene por
objet¡vo normar el procedim¡ento de análisis de la variación del número de copias del
gen PMP22 a través de la técnica de Multiplex Ligation Probe Amplificatión (MLPA).

Prueba Genética para Ataxia de Friedreich: Tiene por objetivo normar el procedimiento
de genotipificación del microsatélite GM del gen FXN en apoyo al diagnóstico de la
Ataxia de Friedreich.

q

Y.

Que. en ese contexto. mediante Informe N" '1 15-2019-UO-OEPE/INCN se cuenta con la

--,""'i.í.ipinión favorable de la Unidad de Organización de la Of¡cina Ejecutiva de Planeamiento
, para la aprobación de las Guías de Procedimientos Médicos del Servicio de

; ratificado por la Directora Ejecut¡va de la Oficina Ejecutiva de Planeamiento
, mediante Proveído N" 653-201g-OEPE/INCN:

c. vA -''bue, con el propós¡to de continuar con el desarrollo de las actividades y procesos técnico-
adm¡nistrativos a nivel Institucional, así como alcanzar los objetivos y metas en el Instituto
Nacional de Ciencias Neurológicas, resulta pertinente atender la propuesta presentada por el
Jefe del Servicio de Neurogenética, aprobando los proyectos de las Guías de Procedimientos
Médicos del Servicio de Neurogenética;

Con la oDinión favorable del Jefe de la Oficina de Asesoría Jurídica;

Con las visaciones de la Directora Adjunta, de la Directora Ejecutiva de la Oficina Ejecutiva de
Planeamiento Estratégico, de la Directora Ejecutiva de la Dirección Ejecutiva de Investigación,
Docencia y Atención Especializada en Apoyo al Diagnóstico y Tratam¡ento y del Jefe de la
Oficina de Asesoría Jurídica del Instituto Nacional de Ciencias Neurológicas;

De conformidad con lo d¡spuesto por el Texto Único Ordenado de la Ley N' 27444, Ley del
Procedimiento Administrativo General, aprobado por Decreto Supremo N' 004-201g-JUS,
Ley N' 26842, Ley General de Salud, la Ley No 27658, Ley Marco de Modernización de la
cestión del Estado, Decreto Supremo N' 004-2013-PCM, que aprueba la política de
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Modernización de la Gestión Pública, la Resolución Ministerial N" 850-2016/MINSA que
aprobó las "Normas para la Elaboración de Documentos Normativos del Ministerio de Salud" y
la Resolución M¡nisterial N' 787-2006iMlNSA, que aprueba el Reglamento de Organización y
Funciones del Instituto Nacional de Ciencias Neurológicas;

SE RESUELVE:

Altisuls !:.- APROBAR las Guías de Procedimientos Médicos del Servicio de Neurogenética
del Departamento de Investigación, Docencia y Apoyo al Diagnóstico en Neuropatología del
Instituto Nacional de Ciencias Neurológicas, que en ciento veint¡dós (122) folios, forma pbrte
de la presente resolución y que a continuac¡ón se detallan:

Extracc¡ón de ADN a partir de la Sangre Periférica.
Prueba Genética para la Enfermedad de Huntington.
Prueba Genética para la Distrof¡a M¡otónica T¡po 1.

Prueba Genética para la Ataxia Espinocerebelosa Tipo 2 (SCA2).
Prueba Genética Panel de Ataxias Hereditarias (SCAS).
Prueba Genética oara Distonía Tioo DYT1 .

Prueba Genética oara Distrofia Muscular de Duchenne Dor MLPA.
Prueba Genética para Neuropatías Hereditarias Sensitivo-Motora por MLPA.
Prueba Genética para Ataxia de Friedreich.

Artículo 2o.- ENCARGAR al Jefe del Servicio de Neurogenét¡ca del Departamento de
Investigación, Docencia y Apoyo al Diagnóstico en Neuropatología del Instituto Nacional de
Ciencias Neurológicas, como responsable de la difusión, monitoreo, implementación,
aplicación y supervisión de las Guías, en el ámbito de su competencia.

Artículo 3".- ENCARGAR la Oficina de Comunicaciones la publicación de la presente
portal de la página web del Instituto Nacional de CienciasResolución Directoral, .en

Neurológicas.
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Servicio de Neurogenélica

"A¡o de a ucha contra la corrupción v la imDunidad'

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS NEUROLÓGICAS

DIRECCION EJECUTIVA DE INVESTIGACION, DOCENCIA Y ATENCIÓN ESPECIALIZADA EN

APOYO AL DIAGI\]ÓSTICO Y TRATAMIENTO

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION, DOCENCTA Y ATENCIÓN
ESPECIALIZADA EN APOYO AL DIAGNOSTICO EN NEUROPATOLOGiA

SERVICIO DE NEUROGENÉTICA

GUIAS DE PROCEDIMIENTOS

EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFÉRICA
PRUEBA GENETICA PARA LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON
PRUEBA GENETICA PARA LA DISTROFIA MIOTÓNICA TIPO 1

PRUEBA GENETICA PARA LA ATAXIA ESPINOCEREBE LOSA TIPO 2 (SCA2)
PRUEBA GENETICA PANEL DE ATAXIAS sCAS
PRUEBA GENÉTICA PARA DISTONIA TIPO DYT1
PRUEBA GENÉTICA PARA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE POR MLPA
PRUEBA GENÉTICA PARA CMT1A POR MLPA
PRUEBA GENÉTICA PARA ATAXIA DE FRIEDREICH
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Servic¡o de Neu rogerÉt¡ca

DIRECTORIO:

ü.C. ESP. PII.AR E. üAZZETTI SOLER
DIRECÍOM GENERAL

[.C. ESP. ISABET B. TAGLE LOSTAUNAU
DIRECfORA ADJUNTA

ING. HECTOR R. NÚÑEZ FLORES
DIRECTOR EJECUTIVO DE LAOFICINA EJECUTIVA OE ADMINISTMOÓN

UC. GLORIA A. VARGAS NÚÑEZ
DIRECTOM EJECUINA D€ TA OFICTNA EJ€CUTIVA DE PIAI{EAMIENTO ESIMIÉGICO

H.C. ESP. fIIYRIA VETAROE INCHAÚSTEGUI
DlREcroRA EJECUTNA DE tA DlREccrór.¿ EJEcuflvA DE rNvEsrGAcróN,
OOCENCIA Y ATENCóN ESPECIA.IADA EN APOYO AI- DIAGNÓSNCO Y IMIAI'IEÑTO

.C. ESP. DIAiIA RIVAS FRAiICHINI
JEFA DEr- DEPARTAI¡ENTo DE tNvEsr¡GActd.¡, oocENctA y AtENctó'¡
ESPECIALZADA EN APOYO AL DIAGNÓSTICO EN NEUROPATOLOG|A

.C. ESP. ltARrO R. COR|{EJO OLTVAS

JEFE OEI SERVICIO OE NEUROGENETICA

Lima, Peú

Agosto 2019
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Servicio de Neurogenél¡ca

SERVICIO DE NEUROGENETICA Y CENTRO DE

INVESTIGACIÓN BÁSICA EN NEUROGÉNETICA (CIBN)

f{ED. ESP. PILAR ELENA AZZETTI SOLER
MÉDICA NEURÓLOC{

MG. Í{ARíA VGTORIA ¡IARCA YSABEL
INGENIERA QUiMICA

BTGO. OLI¡IPIO ORTEGA DÁVILA
BIOLOCO GENETISTA

[ED. ESP. IIARIO REYI{ALOO CORNEJO OLIVAS
MÉDICO NEURÓLOGO

8LGA. GEN. ANA KARINA frlILLA NEYRA
BIÓLOGA GENETISTA

[ED. ESP. IARYENELA ILLANES üANRIQUE
MÉDICA PSIQUIATRA

¡IED. ESP. ELISON HUGO SARAPURA CASTRO
MEDICO NEURÓLOGO

BLGO. ERICK GIANPIERRE FIGEROA ILDEFONSO
8¡OLOGO GENETISTA

BACH. OIATIA CUBAS IONTEGII{O
BACHILLER EN GENETICAY BIOÍECNOLOGIA

MED. ESP. ZOILA ANDREA RIVERA VALDIVIA
MEOICANEUROLOGA

[EO. ESP. JENY YSABEL BAZALAR IONTOYA
MEOICAGENETISIA

SRTA. SANDRA VANESSA HURTADO ARANDA
APOYO ADI\,|INISTRATIVO



Servicio de Neurogenética
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1 - ECrRAcctóN DE ADN A PART¡R DE SANGRE pERtFÉRtcA

NOMBRE DEL PROCEDIMIENfO A €STANDARIZAR

DETALLADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

D€IALLADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENfO
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NOMBRE DEt PROCEDiMIENTO A ESTANDARIZAR

DETAILADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO

NOMBRE DEL PROCEDIMIENÍO A ESTANDARIZAR

DETALLADA DEL PROCESO O PROCEDIMIENTO
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Serv¡cio de Neurogenética
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GUíAs DE PRoCEDIMIENTos MÉDlcos

PRESENTACIÓN

El serv¡cio de Neurogenética del Inst¡tuto Nacional de ciencias Neurológicas, es el único centro
del sistema público de salud del Minister¡o de salud que brinda atenc¡ón espec¡alizada a
personas afectadas con enfermedades neurogenét¡cas.

El laboratorio de Neurogenética de nuestro serv¡c¡o, cuenta con una cartera de procedimientos
de genotipificación molecurar en apoyo ar d¡agnóstico de ras principares enfermedades
neurogenéticas atendidas en nuestro centro.

cumplimiento de las disposiciones y normativas v¡gentes del Min¡ster¡o de salud.
presentamos la guía técnica de proced¡mientos del servicio de Neurogenética.



Servicio de Neurogenét¡ca
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1- EXTRACCIóN DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFÉRICA

FINALIDAD

Apoyar el diagnóstico molecular de enfermedades neurogenéticas mediante la extracc¡ón de

ADN a part¡r de sangre periférica, sustentada en la evidencia científica v¡gente para este

procedimiento.

OBJETIVO

Normar el proced¡miento de extracción de ADN a partir de sangre periférica.

Amsro DE APucAclóN
Guía técn¡ca de aplicación obligatoria por el personal del Laborator¡o de Neurogenética del

Serv¡c¡o y Centro de Investigación Básica en Neurogenét¡ca del Inst¡tuto Nac¡onal de Ciencias

Neurológicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

CPT: 83891.01 . EXTRACCIóN DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFÉRICA

CONSIDERACIONES GENERALES

5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS
/..8:n

'i,aZ
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¡i.
at,Fta
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¡i
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. Extracc¡ón de ADN: proced¡m¡ento med¡ante el cual se

células o tejidos.

. Consentim¡ento Informado: Procedlm¡ento mediante el

sujeto ha expresado voluntariamente su ¡ntenc¡ón de

genética.

obt¡ene ADN a partir de

cual se garantiza que el

partic¡par en una prueba

5.2. CONCEPTOS BÁslCOS

o Genotipo humano: en elcontexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos

o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.

. ADN: ác¡do Desoxirribonucleico, contiene la información de las característ¡cas

hereditarias y las secuenclas para la creación de aminoácidos que

proteínas para el func¡onam¡ento de un organismo.

REQUERIMIENTOS BASrcOS

6.1. RECURSOS HUMANOS

o 01 biólogo genet¡sta o con entrenamiento en biología molecular.

. 01 técn¡co de laboratorio.

. 01 méd¡co genetista.

o 01 médico neurólogo.
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Servicio de Neurogenética

6.2. MATERIATES

6.2.1. React¡vos químicos
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o
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o
o

o

o

o

o

o

o

o
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o
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o

o

o

Prote¡nasa K

Ácido Clorhídrico (HCl)

Alcohol etíl¡co 96"

sDs 10%

Agua tr¡dest¡lada

Agarosa

Tr¡s

Ácido Bórico

EDTA 0.5M pH 8.0

MgCIz

NaCl

Qub¡t* dsDNA BR Assay Kit

Safe-Green'" (ABM)

CaClz

Glicerol

6.2.2. Mater¡al de plást¡co

Tips con filtro de 10 FL, 20u1, 100 t¡1, 200 l-tL y 1000 pL

P¡oetas Pasteur de 3 mL estér¡1.

Tubos vacuta¡ner con EDTA-K2 de 10mL

Tubos de centrífuga 2 mL

Tubos de 0.2 mL

Qubit" Assay Tubes (0.6 mL)

Tubos Falcon 50 mL

P¡setas

Grad¡lla oara tubos de 50mL

Grad¡lla oara tubos de 10mL

Grad¡lla para tubos de 2mL

Gradillas oara tubos de 0.2 mL

Porta tubos Vacutainer

Criobox de ool¡carbornat

,,t',-ttl.-:-,.",

t, ,",
,.. ,{" . ,'

@

6.2.3. Mater¡al de v¡dr¡o

o Matraz aforado de 50m1, 100mL,500mLy 11.

o Probeta de 11.

o Vasos de precip¡tados de 500 mL
o Erlenmeyer 250m1

o Pipetas 5 mL y 10 mL.

o Propipeta

o Embudo de filtrac¡ón

¿ ?Aq¡ L



Servicio de Neurogenética

6.2.4. Otros mater¡ales

o Microp¡petas 10 trl, 20u1, 100 uL, 200 pL y 1000 trL
o Papel lente para laboratorio
o Paoel alum¡n¡o

o Le¡ía

o Papel toalla

o Mascar¡lladescartable

o Guantes de nitrilo descartables

o Mand¡l descartable

o Gorro descartable

o Botas descartables

o Mater¡al de escr¡tor¡o: Bolígrafo, papel bond A4, Cuaderno de laboratorio,
sobre manila, marcador indeleble, Tóner para impresora, archivador, sello,
t¡ntero para huella digital.

o Aguja h¡podérmica 21G 1

o Ligadura

o Gasa estéril 5x5

o Esparadrapo o venditas

o Recipiente de desecho de objetos punzocortantes

o Parafilm

o Magneto

o Extractor de magneto

o Detergente no ¡ónico

o Cuchara para balanza de acero inoxidable
o Pinzas de crisol

o Galonera de descarte

5.2.5. Equipos

o Cámara de electroforesis horizontal profes¡onal (Cleaver Scientif¡c)
o Fuente poder (B¡orad)

o Balanza analít¡ca (Shimadzu)

o Sistema de documentac¡ón de geles OmniDoci (Cleaver Scient¡f¡c,
o Incubadora (Memmert)

o Fluorómetro (Qubit - Thermo F¡sher)

o pHmetro (Hanna)

o Espectofotómetro (Epoch - Biotek)
o Agitador magnético (Velp)

o Refrigeradora a 4eC (Thermo Sc¡entific)
o Congeladora a -20"C (Frigidaire)

o Centrífuga para tubos de 50 mL (Boeco)

o Vórtex (Thermolyne)

o Purif¡cador de agua (Thermo Scientific)
o M¡croondas (Panasonic)

o Computadoras de escr¡tor¡o

w
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Servicio de Neurogenét¡cá

o rmpresora

o Sistema de alimentación eléctrica ininterrup¡da (UPS)

o Estab¡lizador

6.2.6, Software

o software GensTM versión 2.0 (Biotekl

o Software Smart View (Cleaver Scientific)

SERVtCTOS

o Servic¡os de agua

o Servicio de luz

. Serv¡c¡o de ¡nternet

o Aire acondicionado

. Uso del laboratorio espec¡alizado

CONSTDERAC]ONES ESPECíFICAS

Ninguna.

DESCRIPCIóN DETAII-ADA DEt PROCESO O PROCEDIMIENTO

L IAGI-E L
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1 CONSENTIMIENTO INFORMAOO PARA

ES1UDIO G€NÉTICO
(de acuerdo á le patología correspondiente)

Documento de
Consentimlento

Area Clínica Servic¡o de Neurogenética

2 EMITIR ORO€N DE PROCTDIMIENÍO Orden de
Drocedimiento

Area Cl¡n¡ca serv¡cio de Neurogenética

TMMITE DE ORDEN DE PROC€OIMIENfO

Sol¡citar la prel¡qu¡dación del prcced¡miento

tiquldar el costo del procedim¡ento

lrámite de aprobación delsls

5€llo de
Prei¡quldación

golet¿ de PaSo

orden con dos

sellosdeSlS

Of cina de Prel¡qu¡dación

Ventanilla CAIA

Ventanilla SIS

contab¡l¡dad

contabilidad

sts

ll
q

R€GISTRAR LOs DATOS DET PACIENTE

reg¡strada en base

de datos
Sol¡citud de
procedim¡ento
moleculár

Area clín¡ca Servicio de Neurogenét¡ca

TOMA DE MU€STM D[ SANGRE P€RIÍ€RICA

Colectar 2tubos de sangG enlera de 10 mL en

tübos vacutainer con EDfa-lQ. Rotulaf la

s¡Buiente información: CUG, fecha, sexo, CIE-

10.

2 tubos de 10mL de

sangre per¡férica

cod lticados.

Arca de foma de servic¡o de Neurog€nét¡ca

W
RECEPCION DE MUESTRA DE SANGRE

verificac¡ón de anformac¡ón rotulada con la

base de dátos 'Genot¡p¡frcociones': CUG,

fecha, sexo, Cl€-10. Almacenare4 eC.

Muestra de sángfe
per¡férica ver¡ficada

máx¡mo por 7 días a

4'C.

taboratorio de
Neurogenét¡ca

S€rv¡c¡o de Neurogenét¡cá

7 EXTRA€R ADN A PARTIR DE SANGR€

PERIF€RICA

Para cada tubo de 10 mtde sanSre perifér¡ca:

Muestre de ADN

extraída y
resusoendlda.

laboretor¡ode
NeuroSenética

serv¡cio de Neurogenéticá
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Ablañ¡€nto de linfoc¡to6
. Homogen¡rar los túbos por ¡nvers¡ón

cuidádosemente y colocár el contenido en
un tu bo cón¡co t¡po falcon €stérilde 50 mt.

. Enrá2ár hastá 50 m[ con Solución de Lrsis de
Glóbu¡os Roios (stRl.

. Ceñtrlfugare 4000 RPM por 2 minutos.

. El¡miná r el sobrenadante.

. A8regar de 10 a 25 mt de SLR y agitar
suavemeñte hesta eliminar los res¡duos de
glóbulos rojos en el precapitado {aspecto
blanquec¡no).

. Eliminar el sobrenadañte.

. SielprecipÍado ¿ún contienp glóbulos rojos

, (aspedo rojiro), resuspender el precipitado

\ poraSitac¡ón en 25 mLde sLR.

I Centrifuger a 4fl)O RPM por 1 m¡nuto.

¡t¡s¡s ccluhr y abl¡m¡ento de ADI{'. 
ASregar 5 mLdesolución de Prote¡nasa (.

. Resuspender el prec¡p¡tado porag¡tac¡ón.

. In@bara 37'C por24 hor¿s.

. Si aún se observan restos del pr€c¡pitado
(aspecto grumoso), homogen¡¿ar e incubara
37 'C por 24 horas.

. AgreSar 50 mL de ¿lcohol etílico 96' frio
(previamente almacenado a -20 "C),

. HomoSenizar suavemente h¡sla observar la

formación de un prec¡pitado.
. Recuperar el precrptado con uña pipete

Pasteur estér¡l y eliminar el alcoho¡ etfaco
96'.

. AgreSar 50 ml- de alcohol etílico 70 'C fr¡o
(preüamente almacenado a 20 'C).
Homogen¡¿al suavemente.

. RecupeÉr el precip¡t¿do con una p¡pet¿
pasteur estér¡l y colocarlo en un ¡rbo de
centrífuga de 2 mt estér¡|.

. Envolver el tubo de centrífuga en pep€l

toalla. Almacenar a temperatur¿ amb¡ente
hasta la evaporación completa de los restos
de alcohol(de 24 a ¿18 horás).

Res¡¡spens¡ón de ADll
. Resuspender el prec¡p¡tado en 80O uL de

buffer fE low.
. Mantener a 37 "C hasta la resuspensión

(

'AOL€ 
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i¿6 Craxc\lt

8 EVALUAR tA CATIDAD DEADN
Dilurr 2ul- de AON rock en 14ut de HrOd.
Hoñog€n¡rar coñ volex por5 segundos.

laborator¡ode
Neurogenética

Serv¡cio de Neurogenét¡ca

. Cuontífrcoc¡ón de ADN con
esqectofotometrío: Cal¡brar el
espectrofotómetro con C¡ü<2%. Empleando
2u[ de ñuelra d¡lu¡da s€leccionar el
proto<olo de cuantific¡ción que cons¡dere
med¡das 230. 260. 2m v 32onm.

[ácidos
nucleicosl(n&/uL)
A2úlA28o
A23O/A2ú

. Cuent¡f¡cac¡óñ de ADN con fluo.escenc¡ai
Calibrar el equ¡po Qubit con dos muestra!
control:0 ng/ul y 10O ng,ful". Empleando 2ul
de muefra d¡luida agregar 198uLde solucióñ
detrabajo(l99uLde solución Buffer{ luL de
fluoróforo). Realizar la lectura de dsDNA.

fdsDNAl(ng"/uL)

. Integridad de ADN: Agregar {Ong de ADN y
3uL de fluoróforo en un gelde agarosa 0.7%
Revelar fluoróforo con lu¿ a¿ul.

Ind¡ce de ¡ntegridad

9

\
ALMACENAMIENTO DEI, ADN €XTRAIDO

Alñacenar la muestra deADN extraída y
resusoendida a -2O'C.

ADN almaceñado
Neuroaenética

Servacio de Neurogenética

Ito REGISfRO Y REPORfE O€ PROCTDIMIENTO

. Registrar "ADN disponrble" en base de datos
"lngreso de muelras",

lnformación
regastrada en base
de datos

L¡borator¡ode
Neulogená¡ca

Serv¡c¡o de Neurogenética

F|l{



S€rvic¡o de Neurogenética

RECOMENDACIONES

. Todo estudio genét¡co debe ser real¡zado prev¡o proceso de consentim¡ento

informado que autor¡ce el procedím¡ento genético de acuerdo a la patología

corresoondiente.

ffi
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Serv¡cio de Neürogenét¡ca

ANEXOS

ANEXO 1

FTUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE EXTRACCIÓN DE ADN A PARTIR DE SANGRE PERIFÉRICA

Consent¡miento lnformado

I
Orden de procedim¡ento para extracc¡ón de ADN

I

Ventanilla sls en

consultorios

l--'.,"'__l
I

Boleta de pago

@
G. VARGAS

Trám¡te de orden

¿fene seguro 5lS?

I ?AOLI L

Registro en Base de datos



Servic¡o de NeürogerÉticá

ANEXO 2

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES PARA EL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCTÓN DE ADN A

PARTIR DE SANGRE PERIFÉRICA

Solución de Lisis de Glóbulos Rojos (SLR)

Tris 2M pH 7.5 5mL

" u¿.-.,. Mgcl 1M 5mL

N," :)o ?
NaCl 3M 3.3 mL

N Enrasar a lL con agua bidest¡lada.

Solución de Prote¡nasa K

Tr¡s HCI 2M oH 8.6 0.25 mL

\ EDTA 0.sM pH 8,0 0,5 mL

j,| SDS 10o/o lmL
/ NaCl 3M 3,33 mL

\¿€ crNc\yz Prote¡nasa K 20 mg/mL 0,25 mL

Enrasar a 50 mL con agua tr¡destilada

Buffer TE l'ow !

Tris HCI 1M pH 8.0 5mL
L ÍAOLE L

EDTA 0.5M DH 8.0 200 uL

Enrasar a 100 mL con agua bidestilada.

., -, JI-. .

, v/,

\-/

TBE lOX

Tris base 54 mL

Ácido Bórico 27,5 mL

EDTA O.5M DH 8.0 200 uL

Enrasar a 500 mL con agua tridestilada.

Agaro6a O.7olo

Agarosa o'7 g

TBE lOX 5mL

Enrasar a 50 mL con agua tr¡destilada.

G. VARGAS



Solución de reconsit¡tuc¡ón de Prcte¡nasa K

Tris lM pH 7.5 200 uL

CaClz 0.5M 800 uL

Gl¡cerol 10 mL

Enrasar a 20 mL con aoua tr¡destilada.

Servicio de Neurogenétic¿

2M pH 7.5: Prepare 100 mL de solución Tr¡s HCI 2M d¡solviendo 24.22 gdefris Base en 80
tridestilada. Ajuste la solución a un pH de 7.5 agregando HCI gota a gota con una pipeta

limpia y afore a 100 mL.

2M pH 8.6: Prepare 100 mL de solución Tr¡s HCI 2M disolviendo 24.22 gdefris Base en g0

mL de agua tr¡dest¡lada. Ajuste la solución a un pH de 8.6 agregando Hcl gota a gota con una pipeta
pasteur limpia y afore a !.00 mL.

Tr¡s lM pH 8.0: Prepare 1.00 mL de solución Tris Hcl lM d¡solv¡endo 12.11 g de Tr¡s Base en 80 mL de
tridest¡lada. Ajuste la solución a un pH de 8.0 agregando Hcl gota a gota con una pipeta pasteur

y afore a 100 mL.

NaCf 3M: Prepare 100 mL de solución NaCl 3M disolviendo 17.5 g de NaCl en 80 mL de agua
tridest¡lada. Aforar a 100 mL.

MgCL lM: Prepare 100 mL de soluc¡ón MgCl, 1M d¡solviendo 9.5 g de NaCl en 80 mL de agua
tridest¡lada. Aforar a 100 mL.

CaClz lM: Prepare 20 mL de solución CaCl¿ 1M d¡solviendo 1.1 g de NaCl en 15 mL de agua
tr¡dest¡lada. Aforar a 20 mL.

ffi
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Se.vicio de Neurogenét¡cá

2 - PRUEBA GENÉNCA PARA TA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

FINATIDAD

Apoyar el d¡agnóstico molecular de la Enfermedad de Huntington (EH), a través de una guía

técnica para la genotipificación del número repet¡c¡ones CAG del gen HrI, sustentada en la

ev¡denc¡a c¡entíf¡ca v¡gente para este procedim¡ento-

OBJETIVO

Normarel procedimiento de genot¡p¡ficación del número de repetic¡ones CAG del gen ¡,77en

apoyo al diagnóstico de la Enfermedad de Hunt¡neÍon (EH).

Án¡lsffo DE APLtcAcróN
Guía técn¡ca de aplicación obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenética del

Servicio y Centro de Investigación Básica en Neurogenética del Instituto Nacional de C¡encias

Neurológicas.

NOMBRE DEt PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

CPT: 81416. PRUEBA GENÉTICA PARA LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

CONSIDERACIONES 6ENERALES

5.1. DEFII{ICIONES OPERATIVAS

i;.. v.
,7
z.
:.

Li

Genotip¡f¡cación del gen HIT: proceso de la determinac¡ón del genot¡po

¡ndividuo con respecto al número de repet¡c¡ones CAG en el gen H77.

Consent¡m¡ento Informado: Procedimiento mediante el cual se garantiza

sujeto ha expresado voluntar¡amente su intenc¡ón de participar en una

genética.

de un

@
G. VARGAS

s.2. coNcEPTOS BASTCOS

. PCR: Reacción en cadena de la polimerasa, procedimiento mediante el cual se P'

amplif¡ca (obt¡enen muchas copias) de ADN y perm¡te cuant¡ficar repet¡c¡ones de tres

nucleótidos hasta un rango determinado.

TP-PCR: método cual¡tat¡vo el cual puede detectar mayor o menor cant¡dad de un

rango específico de repeticiones de tres nucleótidos.

Electrofores¡s capilar: Técnica util¡zada para separar las diferentes moléculas

presentes en una disolución de acuerdo con la relación masa/carga de las mismas.

Nucleótido: es una molécula que es la unidad estructural básica y el bloque de

construcción delADN y/o ARN, una de sus partes es una base nitrogenada las cuales

pueden ser adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C) o uracilo (u).

Genotipo humano: en el contexto de un estud¡o molecular, se refiere a los dos alelos

o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un ¡ndividuo.

ADN: Acido Desoxirr¡bonucleico, contiene la información de las característ¡cas

hered¡tar¡as y las secuenc¡as para la creación de am¡noácidos que generarán

proteínas para el funcionam¡ento de un organ¡smo.

r TAOIE L.
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Serv¡cio de Neurogenética

VI. REQUERIMIENTOSBÁSICOS

6.1. RECURSOS HUMANOS

. 01 b¡ólogo genet¡sta o con entrenamiento en biología molecular.

. 01 técn¡co de laborator¡o.

. 01 médico genetista.

. 01 médico neurólogo.

6.2. MATERIALES

6.2.1. lmplementos moleculares

MgCl2 50 mM.

o Marcador de peso molecular de 10 pb (lnv¡trogen)

o Genescan LIZ 500 dye Size Standard

o Hi-Di Formamide

o Seqstudio Genetic Analyzer Cartr¡dge

o Seqstud¡oTM Cathode Buffer Container

o Seqstud¡o Integrated Cap¡llary Protector

6.2.2. Reactivos quím¡cos

o Acr¡lamida

o B¡sacr¡lam¡da

o Nitrato de Plata

o TEMED

o Persulfato de amon¡o

o Tr¡s base

o Acido bórico

o EDTA 0.5M pH 8

o Xilenc¡anol

o Azul de Bromofenol

o Glicerol

o Formamida

o Etanol absoluto

o Ácido acético

o Hidróxido de sodio

o Formaldehído 37%

o dNTPs mix: A, T, G y C (2.5 mM c/u)

o DMSO 100% (Sigma-Aldrich)

o Agua ultrapura libre de nucleasa

o HD3: 5'-6-FAM-CCTTCGAGTCCCTCMGTCCTT-3'

o HD5: 5'-CGGCGGTGGCGGCTGTTG-3'

o HD-TP-F:5'-6-FAM-ATGMGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCC-3'

o HD-TP-R: 5'-CGGTGGCGGCTGTTGCTGCTGCTGCTGCTG-3'

o Long PCR Enzyme mix 5 U/FL (Thermo Sc¡ent¡fic). Incluye: Buffer PCR 10x y

MgCl2 25 mM.

o Plat¡numo Taq DNA polymerase 5 U/pL (tnvitrogen). Incluye: Buffer PCR 10x y

@
G. VARGAS
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SeNicio de Neurog€nét¡ca

6.2.3. Mater¡al de plástico

o Tips con filtro 10 FL, 20 É1, 100 F1,200 pLy 1000 pL

o Tubos de PCR de tapa plana 0.2 mL

o Tubos de PCR de tapa cónica 0.2 mL

o M¡croampru 8-Tube Stfip, O.2mL

o M¡croampTM 8-Cap Str¡p

o Tubos de centrífuga 2 mL

o Gradilla para tubos de 0.2 mL

o Gradilla para tubos de 2 mL

o Pasetas

o MicroAmpo 96-Well Tray/Retainer Set

o Estac¡ón congelada para pCR

o Placa de cult¡vo de 96 pocillos

o Soporte para microp¡petas

o Septa for 0.2 mL M¡croAmp tubes

o Cathode Buffer Container Reservo¡r Septa for SeqStudio Genetic Analyzer

6.2.4. Mater¡al de vidr¡o

o Matraz aforado de 500 mL.

o Probeta de 1000 mL.

o Vasos de precipitados de S0 mL.

o Pipeta de v¡drio de 10 mL

o P¡peta de v¡drio de 25 mL.

o Propipetas

o Baguetas

o Frasco transparente de 500 ml- 1 L y 4 L.

o Frasco color caramelo de 200 mL.

5.2.5. Otros mater¡ales

o Micropipetas 10 ¡r1,20 ¡.r! 100 |r1, 200 FLy 10OO UL.

o Papel lente para laboratorio
o Papel aluminio

o Lejía

o Paoeltoalla

o Parafilm

o Mascar¡lla descartable

o Guantes de nitrilo descartables

o Mandil descartable

o Gorro descartable

o Botas descartables

o Material de escritorio: Bolígrafo, forro de plástico, papel bond A4, Cuaderno
de laborator¡o, sobre manila, marcador indeleble, Tóner para ¡mpresora,
archivador, sello, tintero para huella d¡g¡tal.

o DNAZap PCR DNA Degradat¡on Solutions

I ?AOLC L.
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6.2.6. Equ¡pos

o Termociclador Proflex (Appl¡ed B¡osystems)

o Analizador genét¡co Seqstudio* (Applied Biosystems)

o Espectrofotómetro Epoch (B¡otek)

o Sistema de documentación de geles OmniOoc¡ (Cleaver Sc¡entif¡c)

o Cab¡na de PCR (ESCOo,

o Cámara de electrofores¡s vert¡cal profes¡onal (Cleaver)

o Fuente poder (Cleaver)

o Balanza analítica (Shimadzu)

o Ag¡tador magnético (Velp)

o Refr¡geradores a 4eC (Thermo Sc¡ent¡fic)

o Refrigeradores a 4eC (Miray)

o Congeladora a -20"C (Miray)

o P¡cocentrífuga

o Vórtex

o Cronómetro

o Computadoras de escritor¡o

o tmoresora

o Sistema de alimentación eléctrica ¡n¡nterruo¡da

o Estab¡l¡zador

6.2.7. Software

o Plate manager (Applied Biosystemsl

o GeneMapper'" Software 5 (Applied Biosystems)

o GensTM versión 2.0 (Biotek)

6.3.SERVrCtOS

. Servicios de agua

o Servicio de luz

. Serv¡c¡o de ¡nternet

. A¡re acondic¡onado

. Uso del laboratorio espec¡alizado

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

Este procedim¡ento requiere uso de un equipo de alto costo "analizador

imprescindible para la determinación del tamaño de repet¡ciones CAG del gen

estud¡o requiere que se ¡ncluya un procedim¡ento TP-PCR para descartar
homoalel¡smo en el gen H77.

Servicio de Neurog€nética

Accesorios para electroforesis: Peine de 24 poc¡llos, separadores de 1mm y

v¡drios con muesca y s¡n muesca, cables de fuente de energía.

genét¡co",

H77. Este

casos oe

v[.
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Se¡vicio de Neurogenét¡ca

VIII. DESCRIPCIóN DETATTADA DEt PROCESO O PROCEDIMIENTO

NÑ
qN

ACNV|oAO PRODUCTO R:SPOI{SAALE U¡¡IOAD ORGANICA

w
IAd.E L.

ffi

.gr il,

It{tcto
I CONSENTIMI€NTO INFORMADO PARA

ESTUDIO GENÉTICO

Oocumeñtode
Consentim¡ento
lnformado firmado

Area Clinica Serv¡cio de Neurogenética

2 EMITIR ORDEN DE PROCEOIMI€NTO Ordeñ de
pfocedimiento

Area Clínica Servicio de Neurogenética

3

I

t:/

IRAMIIÉ DÉ ORDEN DE PROCTDIMI€NTO

la preliqu¡dac¡ón del procedim¡ento

el costo del proced¡mlento

Trámite de aprobac¡ón de¡515

Sello de

Prel¡qu¡dación

Boleta de Pago

Orden con dos
sellos de SIS

Of¡cina de Prel¡quidación

Ventan¡lla CAJA

Ventan¡llá 515

contabilidad

contabal¡dad

sl5?,..@
F
a
,7-tr

2
REGISTRAR TOS DATOS DEL PACI€NTE lñformac¡ón

reg¡strada en ba5e

de datos
Sol¡c¡tud de
procedim iento

Area clínica Serv¡c¡o de Neurogenética

S c/€r.lclF: 5 TXTRACCION DE ADN
(según proced¡miento est¡iñdar del
laboratorio de Neurogenetica]

AON genómico [áborátor¡ode
Neuro8enética

Servac¡o de Neurcgenética
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6 PREPARAOON DÉ ADi¡ PARA

GENOTIPIFIC4CION

Alicuota deADN con
concentración 10

L¿borator¡ode
Neurogenética

Serv¡cio de Neurogenét¡ca

7 GENOTIPIFICACION DEI. MICROSATÉTÍTE C¡G
POR PCR

Para cada paciente seanal¡zarán 2 muestras
de ADN genóm¡co obten¡das
¡ndepend¡entemente. Además, se empleaé
una mlestra problema, un estándarde
secuenc¡a específ¡ca y una muestra blañco.

Añplifrcoc¡én del microsotél¡E CAG del gen
HÍI
Preparar 10 ut de mezcla por cade reacción

con las sigu¡entes conceñtÉc¡ones finalesi
. DMSO 7%
. Euffer de PCR para enzimá Taq

Platinum 1X
. dNTPs 0.05mM c/u
. Mgcl, lmM
. Cebador HD3 0.4uM
. Cebador HD5 0.4uM
. En¿ima Taq Plat¡num 0.04 U/ul-
. ADN lnClul"

Enrasar a 10uL con agua ultrapura, Eñplearel
sigu¡ente prognmadeamplif¡cec¡ón: 2

minutos de denaturacióñ iñ¡ciala 95"C,28
ciclos de denaturación a 95'C por 1m¡nuto,
hibr¡dac¡ón a 65'C por30 segundos, y
extensión a 75"C por45 segundos; seguido
por un pasode extens¡óñ f¡nalá 72'C por 10

Visual¡zdción de produdos de PCR por
electoforesís en qel de pol¡ocr¡lomido
P¡epárarun gel de poliacrilamidá al8% no
denaturante para la eledrofores¡sde los
produdos de PCR. Sembraren c¡da poc¡llo

2ut de producto de PCR con 2ut de buffer de
s¡embra, Además, s€ deb€ sembraren un

Genotipo para los

alelos de
microsatélites CAG

[áboÉtor¡ode
Neúrogenética

ii,:pii
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pocillo 1uL marcador de peso moleculár de
10pb con 2uL de bufferde siembra.
Administrar un voltaje de 200 V por 30
m¡nutos. Real¡rart¡nc¡ón argént¡cadel gel

usando solucióñ de fijac¡ón, soluc¡ón de
tinc¡ón y solución de revelado. Verific¿r que
las muestras hay¿n s¡do amplaficádas

Pteporcc¡ón de ploco de trogñentos usondo
Te finocicldclor S¡ m ple Amp
En tubos de PCR procedercon los sigu¡eñtes

Preparar una mezcla de 9.35 BL de

0.15 gL Márcador Genescantu
tl¿ por cada muestra, enalilada, estándar

especfficá pare HOy blañco a

9.5 Éde la melcla en cada tubode
dlaca. Añad¡r 1IL delproducto de

amplificación obteñido en las reacc¡ones de
PCR fluorescente.
Desnatural¡zar la5 muestras a 98'C por 5

Guardar lostubos de PcR a 4'c hasra
introduc¡rlos en el analazador 8enét¡co
(per¡odos menores a 24 horaslo -20eC
(per¡odos mayores e 24 hor¿s).

Eledroforcsis capildr usdndo Anol¡zador
genético Seqstudiot'
Unave¿ prepar¿dos lostubos de PCR, los
produdos de las reacciones deben ser
sometidos á electrofores¡s cap¡lar, Se

emplearán las cond¡ciones recomendedas por
elfabricante. t s¿ndo elSoftware Plate

mánagerse ingresa la información de la plácá
para que sea reconocida por el analizador
genét¡co. Par¿ programar lascondic¡ones de
€lectrofores¡s capilar se debe teneren cuenta
que los cebadores empleados están marcados

con GFAM yque elpatrón de peso molecular
e5tá marcádo con Geñescantu50O tlz.

Anál¡s¡s de ¡esultodos y esnmoc¡ón del número

Empleando el programa GeneMapperrM,

añalazar los fragmeñtos 8eñerados. El

resultado será un eledroferograma con p¡cos

de ¡ntens¡dad determ¡nada y separados de
manen proporcionala la lonSitud del
fragmento.

NOfA: tos p.odú.ros de PCR de microsátélites t¡enen
un. m¡8r¿c¡ón ñts rápida que el ADNss debido al
¿lto .ontenido de GC po.lo que reali¿a.la
efimacó ñ del núñ€ro de r€peticiones CAG

€mpl€añdo uñ marcsdorde p€so molecular
corerci¿l puede dérivar eñ ero¡6 d€ .álculo.

Para calcular el número de repeticiones de un
alelo desconoc¡do, se debe comparar el
eledoferograma obten¡do empleando el
estándarde secuenc¡a esp€€ifica para HDy los

eledroferogramas obten¡dos por cada
muestr¿ enal¡¿ada.

GENoTIPIFIGACIÓN D€L MICRoSATEUT€ cAG
PORTP.PCR

Este proced¡m¡ento se utili¿a sólo para la

resoluc¡óñ de probable homoc¡gos¡dad. El

resuhado es cual¡tativo, sólo dererm¡n¿ la

oausencia de un alelo mutado

G. VARGAS
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mayor a 2t{) repet¡c¡oñes CAG que mediant€
PCR no fue detectado.

Ampl¡f¡coc¡ón por TP-PCR usondo

termocialador Prcflex
Prepararla s¡gu¡ente me¿cla de reacción para

una ñuestra conlrol pos¡tiva para HfT, une
muestG control neSat¡vá pard HTT, una
muestra problerna y una muestra blanco.

En la cáb¡na de PCR, preparar 10 uLde mezcle

de reacc¡ón con las sigu¡entes concentrac¡ones

finales para cada muestra:
DMSO 4%

Bufferde FCR 1X para en¿¡ña Long PCR

H}IP.fO.lM
H[}'TP'R 0.1uM

long PCR DNA pol¡merasa 0.07 U/ul-
ADN 0.5n9./ut

Emplear elsiguiente progr¿ma de
¿mplificación: 5 minutosdedenaturación
¡nic¡ala 94'C, segu¡do de 10c¡clos de
denaturac¡ón por 10 segundosa 96',4 miñ,
segu¡do de 20ciclos (variac¡ón de 2 seg x c¡clo)

de 20 segundos a 94'C, hibr¡dacitn por4 min
a 68'C, y un pdsode extensión f¡nala 68"C por

10 m¡nutos.

V¡suol¡2dción de ptdudos de PCR por

electrcforcis en geles de pol¡ocrilomido

Preparar un geld€ pol¡acrilam¡da al 10% no
denaturante para la el€ctroforesis de lot
productos de PCR.

sembraren cada poc¡llo4uLde producto de

PCR con 3utde buffer de siembre. Además, se

debe colocar un O.7 uLmarcador de peso

molecular de 10pb con 2utde buffer de
siemble.
Admin¡str¿r un volta¡e de 20O V por t hora-

Real¡rar tinción ár8ént¡ca del gel usando

soluc¡ón defijación, solución det¡ñc¡ón y
soluc¡ón de revelado.
Verificarque las muestras hayan s¡do

emplifi cadas correctamente.

Preprcc¡ón de lo plocd de frcgmentos usondo
Temoc¡clodor PrcÍlex
Emplear el protocolo descr¡to para la

pr€parac¡ón de la plac¡ de íia8ñentos para

productos de PCR.

Guárdar la placá a 4'C hasta ¡ntroducirl¿ al

anali2edor.

ElectroÍores¡s capilot usando el onol¡zodor
genétdo Í'eqstud¡oN
Usando elSoftware Plate manager se ingresa

la información de la placá para que sea

reconocida por el anali¿ádor 8enét¡co.
Unavez preparada la placa,las rcecciones

deben ser somet¡das a eledrofores¡s cap¡lar.

seempleará elprotocolodesc to pera la

eleclroforesis cap¡lar de placa defregm€ntos
para productos de PCR.

anól¡sls de resultodos
Por TP-PCR s€ puede diferenci¿ r alelos de gren

tamañoque por PCR no pud¡eron detectarse
debidoa su gran tamaño. Se debe evaluarel
perfil del electroferograma generado. 5e

.';r:r:. : :r', rr j,tr,r.

lAorl L

G. VARG¡,S
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patrón de p¡cos supera lo5 165pb

8 REGISfRO Y REPORTE DE PROC€DIMIENIO
Registrar "Reporte de laboratorio a

disposición" en báse de datos
"6enot¡D¡ficaciones",

reSistrada en base

de datos y Repone
de genot¡paficación

lara EH

Neurogenética
(biólogo genetista y
med¡co genetista)

Serv¡c¡o de Neurogenética

FIN

tx. RECOMENDACIONES

Todo estud¡o genét¡co debe ser real¡zado previo proceso de consent¡miento ¡nformado
que autor¡ce el procedimiento genético.

La solicitud de la prueba genét¡ca y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse

directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluación médica y de

asesoram¡ento genét¡co que ¡ncluye evaluac¡ón pre-test, test y post-test.

@
G. VARGAS
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ANEXOS

ANEXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENÉTICA PARA

HUNTINGTON

I
Consent¡miento lnformado

Anális¡s de resultados

LA ENFERMEDAD DE

@
3. VARGAS

tNtcto

ordeo de pro<edim¡ento para €stud¡o Genét¡co de

Enfermedad de Huñtington

Trám¡te de orden

¿T¡ene seguro SIS?

Genot¡p¡ficac¡ón del microsatélite

CAG del gen H77

r ?A(¡Lt L

Fin:

REPORTE
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ANEXO 2

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENÉTICO

cÉtltRo D€ ||{vEltTEActÓx
AAAICA ET ¡EUROGEXÉIrcA

CONSENTIMIEI{IO II{FORIIADO PARA PRUEAA DE ESTüDIO GE¡{ENCO

¿(t¡é rG..ftn¡ñao .r ¡.c...rio pr¡ -¡¡zr .t 6&¡dio e.oü6?
AON .s || ÍllbrÍü q¡o .. .riarntr an tu¡6tr* có(¡¿s y cont ob i¡rtr !u tuirimrri€nb como b he'e.cá. En cl bboráio.b dé

(bl C€.|tro (b lnyel¡ajórl a&l¿a 6ñ N.r¡úg€frórtcá (C|aX) (bt Ind¡t b N¡dctat de Cbn iss |\|€urót€i¡s (tt¡CN,.
mos €r¿m.ri.¡ q: ñ6é péñÉbn .icod¡f csntio6 ér €l ADN. tbn¿.bi md&¡o.a 5. €qoi¡r. útá ñú.c,| (b rar€ro. do
ndo bcc u otc t€i¡to6 pr8 ótr.r6r d aDN. .cg¡n b 3dirr/d d€t nédro tral¡nt . Lá mGrá r.fá ñDbsr!¡ .d¡sir*t|é.¡b
!ú¡(Io g.ná¡o €láddrlrb co.r r¡ 6rÉrmsd*t. tto ms €. toiü€ ántd€.r $ múc¡ra pra oüG .rdmcti€3 c..¡rt

g¡rca, 68. l.l€ntf.r 106 .¡rÉb6 o motaddr63 €ñ €t ADN o.¡(b tsnar varb6 r¡€Éés.

¿C¡¡{- .d L. b...ñcb. i¡| .ú¡dlo gtnóLo?
El .cudó gü|aLo nc Fñiüró cdr6.rr .¡ úqn&¡co p.€cbo (b !o éd€.ln€(H y po&r (¡trb ¿3t ú. .bÍdt¡ má3 €€g€cf'.a .si
coalo tarültr t¡a o.iéílación sd.e !ú .vo¡lcitn, Fonód¡cD y po¡¡ta. t6ttn¡.nb. faflbiiln ¡e p€n¡ai¡á tdE. d.c¡toi.s dr v{dr co.t
la hbmrdón ñá3 a(bcuad3.

¿Cr¿| D.¡.i¡ ..r .l .....¡¡do d.a .r&¡1o?
El É..,!do ¡raó cq||rrÍ|¡r ¡i eñftflr¡cdd, des.artrb o abúas ffi s.. i.bbrio o 9co .tso; én éb únim c¡3o, m po&¡amc
g.€C!¡r el d€gnó.ü.o. L, or¡lrE€a (b ra€ulta 3. fs.I2! cor¡o psro d. r¡s co|rsrta 6p.cbt rk ¡da b (aútos hbryra.irli aolre
s¡, .¡rdrn€dád y loi d63g.. pe U st€d t ru fr¡¡tb. 6 pd dlo qro no hbrlmñoc ,€c¡i€dos pa. bbbno. €n €t rjd¡oo qls !e to
lüyr Íldicá.b qu. d€.r5t! .l Focésan¡tr|b ds su ñrr.st¡á, Lld. &b€ c@rl|ur (E .jb p¡r¿ afrégá .b .€sdbdo. ylb aséo.t

¿CuL !.o L mo||.!¡ y r¡¡!o. pr¡ lrd- d |t tr¡t.t.lr¡Co !.ridco?
L¡3 Í'oleáj8¡ ql,e Ud. 3€rl¡r{ .ñ b obaorrcór (|€ 3áryr€ sé.á dgo de dot€. 9or !t dnchs:o dr t¿ 6gu,5 y r¡a yG: p.drtá 9rÉs6rfár un
nq€rtr.€ñ ol l€a ddrb rá r€ hrodulo l¡ ,g¡á o tt rn ú. hbccitñ en b 2úá de F¡dür Bl 6b iñmo caso. 3..á aEñ(fro pd
füloml Ar b irdr¡flón Cn cc¡o ádi:imd. At dro.3. €¡ É3lt &. ..t ¡ñbñ*itn po.¡t. caiÍartc Feoo4¡tón y i.rñor por b!
coj|r.c¡.dfr6 Fr..¡co.. bm¡¡yé. rrbdc6 y so.bbs .b tbvs |fr .d.l|t|.<bd n r.(¡lri¡r p*á tic o¡t s. b !.tnd¡rá lpoyo y
drdri¡c¡tn g| .orrilrÉ .3p6dáléa dc rlm¡.6, tg|lltfl€rtc. r¡ otÉE !.fion€. .s€n q(l6 urÉ lbf¡a üna .rrf6fr.dád lrrodita'b, otro6
mis¡brc d6 b f¡ritA o b3 p.rsonG drtd€dd d¿ ¡¡ro pu€ó6n dlcdm¡rárlbé.

D€Cf A¡ACSII'}€L 8oLrcf TAXÍ E

H. ddo ¡nldñá(r,{a) €É¡ (b r¿ pcbr¡dad dc r€¡¡Ír¡. ún €3bdtr gd|ótbo y rr bft(kr !¡ o@núir:d (b ñ.oer hs pr€gü,iás
rac6árias ác.r€a dól gocódiñ¡€do; .doy 6at¡!r.ctro(.1 co.r t5 €¡d¡.ácbó! rGcb¡táa y doy \,ob;r¡riárrD'|tc .r¡ .on¡.rrini6b

l. Qt! s€ m€ elra¡gá una rixr€lra p6ra €6tld¡o gFl|átco de_

Gar¡ot¡ftf icación d.l g6n:
2. Qu€ !a nre iÍfome el r€s¡lbdo

3. Que !a dñ¡ac.rE mi mr€sfa de ADN €n €t BarEo d€ ÁDN (bt C|BN.

taünbrc co|npblr:

Dt¡¡:

:'%

T ?AOLÉ L.

SI at tol¡clh¡dle ng 6ü .',lgcltúo p*a att aa corr'.ardt t¿oülo
Yo coíE r€spons$ls (bl solktrtla, doy co.ts3ftt¡mi€¡to par¿ 6t clrdb g6nólco.

¡¡o.ñtc cs¡obb:

iEYOGA¡O6 oÉtCOialE¡fIEI¡tO
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ANEXO 3

FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA PRUEBA GENÉTICA DE EH

u8fnaroRÍ) E- (DflR) rr€ Dn ESrtGEófl 8ÁSCr g{ aCIROGAGuEA
PRUEAA GETÉTICA PARA E¡FERi{EOA¡' DE Ii' TT¡{GIOi! f$ -CH-

\?,l. \
Nornbres y Apdlilos:
Fed|a de nacim-r€¡to

S€r(o:

SbhJs clínko:
Tipo de nr¡est'a:
EÍado de h rlxl€sta:

Códip de h muesfa:
Método de obtenc¡ón:

Rem¡t€nte:

b|a de obtenc¡iñ:
Hra de emisón de .es¡ltado:

IndMduo es eiü.do para e{ud¡o moledlar por diagnóEt¡co dín¡@ o ñesgo de 50% de presertar
Enfemedad d€ Hurtimton.
R-SULÍAIX) ¡i(tl"ECULrn
P¡es€nda de aldo6 aorl repeticbEs dentro dd r¿ngo de ñoñta$dad.
Pres€¡cia de u,l alelo @n rep€*kjqtes e¡cina dd ranqD de normal¡dad.

Alelo 1:

Alelo 2:

r€pet¡cihes CAG.

t+et¡cbrEs CAG.

TI{IER.PRETACIót{
El d¡a9nó6tt@ mohcuhr de la enfermedad de HunttrBtü se define por el número de repéidones
CAG del ale¡o más largo:

Al{úor ñdmrls: 326 re!éüc¡ones CAG.

Al€lo. núÍ!.lcr |nutrül€¡: 27 a 35 rep€t¡ciones CAG, m pre*ñtan enferm€dad, sh €mbirgo,
podían bansmiür rügo pablodo a deseñd€ncü.
Al€lo. pen€t'¡rd. Gducil¡: 36 a 39 repea¡cjoncs CAG, podrían o no manifestar la
enfemedad.
Al€lo. de p€.r.trürd! complst , p.totóglco: A par r de 40 o már lepe¡c¡ories, |as p€rsonas
que pceen esto6 alelos r¡¿nifiestan o rbnféstariá¡ la enfermedad.

PtocEDt¡|rEt{Ío
Ef esud|o mdeorbr pa.¿ gÉÍdipificacim dd nrirnero de repettcio¡es d €,ó. I de| Een & HTT
@ns¡*e €n la anplificaúin por rcR eri tternpo final usardo oli¡oflJdeotidos mar@do6 cdl
nuoresc.ncia y dedrcforEsÉ @p¡lar en Anal¡zador gen€tico Seqsü¡d¡o* (Appl¡il EcylteÍts)
emphando p.docolo optinizado €n taboraioaio de t¡d¡rogenétjca.
t¡ prccjsiori de b éterminacón de nú¡¡ero de rcpetkbnes es de + 1, los valores obtenidos cerca
del lirnite e*aHecido @mo pablog¡co deben de ser tratado6 @¡ especial d¡dado.
cof{ct ¡rs¡ofEs

. El lesl:bdo exdwe/co¡ñrma d diagnóstco de (pordor de ¡a) Enffiad de tiunüigton.

. EstG .es¡rlbdos deben intefpreta.* €{¡ el @ntexto de hallazgG dín¡@s, antecedentes
fam¡¡{es y güos recJita&s de hboratorb,

. To& dagnóEtko gené6cD 6e ser entregtado en una @¡sr¡lta especblizada de
asesoran¡ento gerÉtico a ca¡go de un paofesional capacibdo.

Fed¡a de entrega de reporte a pac¡er¡te:

Ceiúo d€ Int€dgdóo A;rE á t{glDge¡Éüca
fEtt|¡o Xr¡(¡l de Ck{tr* ¡¡.i¡ol5Sa@s

L TACLE L.

,i;r¡hr.,, 
t'i'' ll,i':l:.':,i' r

,rr4tl'9,. rr-1 . I ^¡ 
i¡* 

,'tffi#.#;l,(2
;l: L:: ,.. yi.\ a.i,r'rtr:.,

J¡jif rj,,, ¡ .¡.'t-. ri(. :i¡.:¡ :j,, r( ¡ : I'ii--q -,..1
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ANEXO 4
PREPARACIÓN DE SOLUCIONES PARA LA PRUEBA GENETICA PARA TA ENFERMEDAD DE

HUNTINGTON

TBE 1X

TBE 10x 100 mL

Agua u¡destilada 900 mL

{iN
Poliacrilamida 21olo

Acrilamida 20g

r\ Bisacrilamida rg
,l Enrasar a 100 mL con aoua bidestilada.

.t'\\
iia)

s
<l!

#

TBE 1OX

Tr¡s base 54 mL

Acido Bórico 27,5 mL

EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL

Enrasar a 500 mL con aoua tridesh'lada.

Poliac¡ilamida 8Vo (V=!$ ¡¡1¡

Pol¡acrilam¡da 109ro (V=tg ¡¡1)

G. VARGAS
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ladder de l0pb

Ladder de 10pb 2uL

Aoua bidestilada 8uL

Soluciones de Tfnción aryéntica

Solución A: Prepare 450 mL de solución A agregando 30 mL de alcohol etíl¡co de 96e y 1 mL de

ácido acético y afore a 450 mL con agua tridest¡lada.

Solución B: Prepare 150 mL de solución B d¡solviendo 0.39 de nitrato de plata en 150 mL de agua

' itridestilada.

,, Soluc¡ón C: Prepare 450 mL de soluc¡ón c disolviendo 39 de h¡dróx¡do de sod¡o y 1 mL de
' formafdehído al37yo y afore a 450 mL con agua tridestilada.

t, tAcüE L

ffi
G. VARGAS
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Mix de cebadores HD-PICR 2OuM

ftlix de cebadores HD-TP-PCR 2OuM

HD-TP-F (100uM) 10 uL

HD-TP-R (100uM) 10 uL

Agua ultrapura 30 uL

Mix de dNTPs 10mM (2.5mltl c/u)

Adenina -A (100 mM)

T¡m¡na-T(100mM)

Guanina-G(100mM)

Citosina-C(100mM)
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t.

3 . PRUEBA GENÉNCA PARA tA DISTROFIA MIOTÓNICA TIPO 1 (DMl)

FINAIIDAD

Apoyar el diagnóst¡co molecular de la Distrofia M¡otón¡ca tipo 1 (DM1), a través de una guía

técnica para fa genotipificación del número de repeticiones cTG del gen DMPK, sustentada en

la ev¡denc¡a científ¡ca vi8ente para este proced¡miento.

OUETIVO

Normar el procedimiento de genotip¡f¡cación del número de repet¡c¡ones CTG del gen DMPK

en apoyo al diagnóstico de la Distrofia M¡otón¡ca tipo 1 (DMl).

ÁMBtro DE APucAcróN
Guía técnica de aplicación obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenét¡ca del

Serv¡cio y Centro de Invest¡gación en Neurogenética del Inst¡tuto Nacional de c¡enc¡as

Neurológicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

CPT: 81419 - PRUEBA GENÉTICA PARA LA DISTROFIA MIOTÓNICA TIPO 1 (DMU

CONSIDERACIONES GENERALES

DEFINICIONES OPERATIVAS

. D¡strof¡a M¡otónica t¡po 1 (DMl): Desorden sistém¡co autosómico dom¡nante,

ocasionado por la expansión anormal del triplete cTG (c¡tosina-T¡m¡na-Guanina) en

fa región 3' no codif¡cante del gen DMPK (!9q13.32t..

Genot¡p¡f¡cac¡ón del gen DMPK: proceso de la determinación del genotipo de

¡ndiv¡duo con respecto al número de repet¡c¡ones CTG en el gen DMP(.

Consent¡m¡ento Informado: Procedimiento med¡ante el cual se garant¡za que el

sujeto ha expresado voluntariamente su intención de partic¡par en una prueba

genét¡ca-

5.2. CONCEPTOS BASICOS

. PCR: Reacc¡ón en cadena de la oolimerasa.

TP-PCR: Reacc¡ón en cadena de la polimerasa con cebador de tr¡plete repet¡do.

Electrofores¡s cap¡lar: Técnica utilizada para separar las diferentes moléculas

presentes en una disolución de acuerdo con la relación masa/carga de las mismas-

Nucleótido: es una molécula que es la un¡dad estructural básica y el bloque de

construcción del ADN y/o ARN, una de sus partes es una base nitrogenada las cuales

pueden ser aden¡na (A), guanina (G), timina (T), c¡tosina (C) o uracilo (U).

Genot¡po humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos

o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.

ADN: Acido Desox¡rribonucle¡co, contiene la información de las caracterÍst¡cas

hered¡tarias y las secuencias para la creación de aminoácidos que generarán

proteínas para el funcionam¡ento de un organ¡smo.

lt.

t;
'Á i{,'
c!:
EdtE2
It
l2

!.'

\'fd
.rflj)
r.iY
:(.)!

?lfc
SEP

z. ia

v,

a

a

I lA6Ll L.

G- VARGAS



Servicio de ñeu rogerÉtica

VI. REQUERIMIENTOSBASICOS

RECURSOS HUMANOS

. 01 biólogo genet¡sta o con entrenam¡ento en biología molecular.

. 01técnico de laboratorio.

. 01 médico genet¡sta.

. 0L médico neurólogo.

MAT€RIAI"ES

6.2.1. lmplementos moleculares

o DMSO 100% (5igma-Aldrich)

o Agua ultrapura libre de nucleasa

o Long PCR Enzyme mix 5 U/UL (Thermo Scientific).

MgCl2 25 mM.

o Marcador de peso molecular de 10 pb (lnvitrogen)

o Genescan LIZ 500 dye Size Standard

o Hi-Di Formam¡de

o SeqStudio Genet¡c Analyzer Cartr¡dge

o SeqstudioTM Cathode Buffer Conta¡ner

o Seqstudio Integrated Cap¡llary Protector

6.2.2. Réactivos quím¡cos

6.1.

o Cebador Pl: s,-AGAMGAMTGGTTCTGTGATCCC .3,

o Cebador P2: 5,.6.FAM-GAACGGGGCTCGAAGGGTCCTTGTAGCCG -3,

o Cebador P3R: S'-TACGCATCCCAGTTTGAGACG -3'

o Cebador P4CAG-3: 5,.TACGCATCCCAGTTTGAGACGCAGCAGCAGCAGCAGCA-3,

o Amplitaq Gold 360 o DNA polymerase 5 U/trL (Appl¡ed BiosystemsTMl. Incluye:

Buffer PCR 10x, MgCl2 25 mM y 360 CG Enhancer 100%

o dNTPs mix: A, T, G y C (2.5 mM c/u)

Incluye: Buffer PCR 10x y

o Acrilamida

o Bisacrilamida

o Nitrato de Plata

o TEMED

o Persulfato de amonio

o Tris base

o Ácido bórico

o EDTA 0.5M pH8

o Xilencianol

o Azul de Bromofenol

o Gl¡cerol

o Formamida

o Etanol absoluto

o Ácido acético

o Hidróxido de sodio

,r','t!:,'r :t,' r., ¡-';ti.li-i:qi l,j, ¡i¡,-l¡i l jJ;ar )rit t,
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Serv¡c¡o de Neurogenét¡c¿

o Formaldehído 37%

5.2.3. Material de plástico

6.2.4, Mater¡al de v¡dr¡o

o Matraz aforado de 500 mL.

o Probeta de 1000 mL.

o Vasos de precip¡tados de 50 mL.

o P¡peta de v¡drio de 10 mL

o P¡peta de v¡drio de 25 mL.

o Prop¡petas

o Baguetas

o Frasco transparente de 500 mL, 1Ly4L.
o Frasco color caramelo de 200 mL.

6.2.5. Otros mater¡ales

o Papel lente para laborator¡o

o Papel alum¡nio

o Lejía

o Papel toalla

o Parafilm

o Mascarilladescartable

o Guantes de nitrilo descartables

o Mand¡l descartable

o Gorro descartable

o Botas descartables

o M¡cropipetas 10 UL, 20 É1, 100 UL, 200 pL y 1000 UL.

o T¡ps con filtro 10 UL, 20 Ut, 100 F1,200 LtLy 1000 PL

o Tubos de PCR de tapa plana 0.2 mL

o Tubos de PCR de tapa cónica 0.2 mL

o MicroampTM 8-Tube Strip, 0.2m1

o M¡croampTM 8-Cap Str¡p

o Tubos de centrífuga 2 mL

o Gradilla para tubos de 0.2 mL

o Gradilla oara tubos de 2 mL

o Pisetas

MicroAmpo 96-Well Tray/Retainer Set

Estac¡ón congelada para PCR

Placa de cultivo de 96 pocillos

Soporte para micropipetas

Septa for 0.2 mL M¡croAmp tubes

Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Genetic Analyzer

o

o

o

o

o

o
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Serv¡cio de Nel¡rogenét¡ca

o Mater¡al de escr¡torio: BolÍgrafo, forro de plást¡co, papel bond A4, Cuaderno

de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Tóner para ¡mpresora,

archivador, sello, tintero para huella dig¡tal.

o DNAZap PCR DNA Degradation Solutions

o Accesor¡os para electroforesis: Peine de 24 poc¡llos, separadores de 1mm y

vidr¡os con muesca y sin muesca, cables de fuente de energía.

5.2.6. Equipos

o Termoc¡clador Verit¡ (Appl¡ed B¡osystems)

o Analizador genét¡co SeqStud¡o* (Applied B¡osystems)

o Espectrofotómetro Epoch (Biotek)

o Sistema de documentac¡ón de geles OmniDoc¡ (cleaver Scientific)

o Cabina de PCR (ESCOo)

o Cámara de electrofores¡s vert¡cal profesional (Cleaver)

o Fuente poder (Cleaver)

o Balanza analítica (Shimadzu)

o Ag¡tador magnético (Velp)

o Refrigeradores a 4eC (Thermo Sc¡ent¡f¡c)

o Refrigeradores a 4eC (M¡ray)

o Congeladora a -20"C (M¡ray)

o Picocentrífuga

o Vórtex

o Cronómetro

o Computadoras de escritor¡o

o lmDresora

o Sistema de al¡mentación eléctrica ¡n¡nterruoida

o Estabilizador

6.2.7. Software

o Plate manager (Appl¡ed B¡osystems)

o GeneMapper'" Software 5 (Applied Biosystems)

o Gen5rM versión 2.0 (B¡otek)

6.3. SERV|C¡OS

. Sérv¡cios de agua

. Serv¡cio de luz

o Serv¡cio de ¡nternet
. A¡re acondicionado

r. tAOtE L
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Servicio de Neurogenética

CONSIDERACIONES ESPECfFICAS

Este procedimiento requ¡ere uso de un equipo de alto costo "analizador genético",

imprescindible para la determinac¡ón del tamaño de repeticiones CTG del gen DMPK- Este

estud¡o requiere que se incluya un procedim¡ento TP-PCR para descartar casos de

homoalelismo en el gen DMPK.

DESCRIPCIóN DETAI-TADA DEI PROCESO O PROCEDIMIENTOv .

^N

ffi

ACTIVIDAO PRODUCÍO RtsPof{saa1¡ U¡IIDAO ORGÁ ICA

r,E;.Y\
!í,

,t
?AO!E L

trtcto
1.. l'coNSENTtMtENTO TNFORMADO PARA ESTUDTO

TGENETICO

oocumentode
Consent¡miento

Area Clinica Servicio de Neurogenét¡ca

l2,ri J€¡¡IfIR ORD€N OE PROCEDIMIENTO Orden de
proced¡m ¡ento

Area Clín¡ca 5eru¡cio de Neurogenét¡ca

TRAMII€ DEoRDEN DE PROC€DIMIENTO

Sol¡c¡tar la prel¡quidac¡óñ del procedim¡ento

[¡quidar el costo del proced¡m¡ento

Trámite de aprobación de¡SlS

Sello de
Preliquidación

Boleta de Pago

sellos d€ SIS

of¡cina de
Preliqu¡dac¡ón

Ventan¡lla C,AIA

Veñtenilla 5lS

contabilidad

Contab¡lidad

st5

REGISfRAR TOS DAfOS DEL PACIENTT

registradá en bese

Solicitud de
proced¡m¡ento

Area clíñ¡ca Servic¡o de Neurogeñét¡ca

5 ETTRACCIÓN DE ADN
(seaún pro€edim¡ento estándar del La boratono
de NeuroRenétical

ADN genór¡¡co Laborator¡o de
Neurogenét¡ca

Servic¡o de Neurogenética

I
6 PREPARACION DEADN PARA

GENoTIPIFIcAcIÓN
Alícuota de aDN

20 ns/uL

taboratorio de
Neurogenétaca

servic¡o de Neurocenéti1

7 GENOTIPIFICACIÓÑ DEI MICROSATÉUIE CIG
POR PCR

Para cad¿ paciente se analizarán 2 muestr¿sde
AON genómico obteñ¡das
¡ndep€nd¡entemente, Además, se empleará
una muestra problema, un estandar de
secuencia específ¡cá y una muestr¿ bl¿nco,

Amplificoción del rnícrosotél¡te CTG del gen
DMPK
Preperar 10 uL de mezcla de reacción con las

s¡guientes concentrac¡ones finales:
. 360 GC Enhancer 10%
. Buffer de PCR para enzima Ampl¡taq

Gold'360 lX
. dNTPs 0.2mM c/u
. M8cl21.25mM
. Cebador P10.75uM
. Cebador P2 0.75uM
. Enr¡ma Amplitaq Gold 360 0.08 U/'rt
. ADN 4n&/ul

Enráser a lOuLcon agua ultrapur¿. Empleare
s¡guiente programa de a mpl¡ficación: 2 m¡nutos
de denaturac¡ón ¡nicialá 94'C,30 ciclos de
denetuÉcaón a 94'C por 30 segundos,
h¡bridec¡ón a 6o'C por 30 segu¡dos, y
extens¡ón a 72'C por 1 m¡nutoj seÍu¡do por un

Genot¡po para ¡os

alelos del
m¡crosatél¡¡e cT€

[aboretodo de
Neurogenét¡ce

¡.r1, ..t .: _:

Servic¡o de Neurogenét¡ca
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paso de extens¡ón f¡nala 72'C por 10 m¡nuto5.

V¡suol¡zoc¡ón de produ.tos de PCn por
electroforesis en gel de pol¡ocr¡lom¡do

Preparar un gel de pol¡acr¡lam¡da al 8% no
den¿¡rrañte pa€ Ia eledrofores¡s de los
productos de PCR. Sembrar en cada po(¡llo 1uL

de producto de PCR con lu[ de buffer de
siembra. Ademát se debe colocar un 0.85u1-

m¿rcadorde peso molecular de 10pb con lutde
bufferde s¡embra. Adm¡nistrarun volta¡e de 200
V por45 m¡nutos. Reali¿ar la tanc¡ón delgelcon
el protocolo de tanción argéntica usando
solución de nitrato de plata. Verificar la

adecuada ampl¡ficación de las muefras

.k ploca de froqmentos usondo

una placa compatible con el equapo proceder

una mezcla de 9.3S tt de Formamida
0.15 FL Marcedor G€nescanru 5m 1|2, por c¿da
muestra, controly muestra blanco a evaluarse.
Dispeñsar9.5 |lLde la mezcla en cada pocillo de
¡a placá.

Añadn I l¡L del producto de ¿mplificación
obtenido en las reacciones de PCR.

Desn¿tur¿lizar las muestras á 98'C por 5

Guardar la placa a 4"C hástá introducirla el
analizador (peÍodos menores e 24 horas) o -

2OcC (p€riodos mayores a 24 hores)-

El,ecúofores¡s cop¡lar usondo Anolizodol
genét¡co 9qstudio"
lJna vez preparada la placa, los produc-tos de
las reacciones deb€n ser sornet¡das a

electrofores¡s cap¡lar. Se empl€arán las

condic¡ones recomendadas por el fabr¡cante.
Usando el Software P¡¿te mánager te ¡nSresa la
informac¡ón de la placá para que sea
recoñoc¡da porel analizador genét¡co.
Para programer las condic¡ones de
electrofores¡s cap¡lár se debe tenereñ cuenta
que elrangode amplificac¡ón varía entre 100 a

500 pb,los cebadores empleados están
marcados con GFAM yque elpatróñ de peso
molecular está marcado con GenefañTM 500
Ltz.

Anólis¡s de rcsultodos y est¡¡t1oción del númerc

Empleendo el prcgrama GeneMapperD¡
anakzar el tam¿ño de los frágmentos
generados, €l resultado será
eledroferograma con picos de ¡ntensidad
determ¡nada y separados de maner¿
proporcioñ¿ | al tama ño del fragmento.

La estimac¡ón del ñúmero de repetic¡ones CTG

se real¡zará compár¿ndo los resu¡tados
obtenidos €n la muestra control con los
elestroferogra mas de las muestras problema. ta
muestra control consla de s alelos de
repet¡c¡ones conoc¡das: 5, 11, 13, 14 y 21 Cfc.

GENOTIPIFICACIÓN DEI. MICROSATÉL|TE CTG

POR TP PCR

Este procediñ¡ento es complementario e la
PCR convencional- Se aplica en casos que

'' 
-'. l
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Elresultado es cualitat¡vo, sólodetermina la

presencie o ausenc¡a de un alelo mutado
mayor a 50 rcpetic¡oñes CTG que la PCR no

Amplifrco.ión pot TP-.PCR usdndo tenñockbdor
Ver¡t¡:
Preparar la s¡gu¡ente mezcla de reacción para

une muestra controlpos¡tiva para DM1, una
mu€stra controlneSativa para DM1, una
muestra problema y un coñtrolde PCR.

En la cab¡na de PcR, prepar¿r 10 u[de mezcla

de reacción coñ les s¡guientes concentrac¡ones

finales para cada muestÉ:
4%
de PCR 1X para enzima taq tong PCR

O.25mM c/u
1.25mM

cebador P4C,AG o.4uM
cebador P3R 2uM
Enzima tong PCR DNA pol¡merase O.1UluL
ADN 4ng./uL

Emplear els¡gu¡ente programa de
amplific¡c¡ón: 5 minutos de denáturac¡ón
¡nic¡ala 94'C, s€guidode 10c¡clos de
den¿turación por 10 segundos a 96', un
segundo paso de h¡br¡dac¡ón-elongac¡ón por4
minutos e 68'C, segu¡do de 20ciclos de 20
segundos a 94'C, hibridación-etongac¡ón por4
minutos á 68'C. Agregandodos segundos por
cada c¡clo de ampl¡ficación, y un paso de
extensión finala 68'C por 10 minutos.

v¡suol¡zoc¡ón de prcductos de rcR por
electroforcs¡s ¿n geles de pol¡aü¡lam¡do
Preparar uñ gelde pol¡acrilam¡da al 10% no
denaturante para la electrofores¡s de los
productos de PCR. Sembraren cada pocillo 3ut
de producto de PCRcon 5uL de buff€r de

saembra. Ademát se deb€ colocár ún O.85 u[
marcádor de peso molecularde 10pb con 3uL
de bufer de siembr¿. Admin¡lrar un voltaie de
20OV por 60 m¡nutos. Real¡zar la tinc¡ón delgel
con elprotocolo de tinción argént¡ca usando

solución de n¡trato de plata. Verificarque las

ñuest€n hayan s¡do amplific¿dal

Prcporcción de lo ploco de hdgmentos usondo
Tem6¡dodor Verítí:
Emplear el protocolo descrito pará la

preparación de la placa de fragmentos paÉ
productos de PCR. Guardar la placa a 4'C hasta
introducirla al ana lizador (per¡odos menores a

24 horas) o -20oC (periodos mayores a 24

horas).

Eledrchrcs¡s cop¡lor usondo el onol¡zodor
genét¡co SeqstudioN
Usañdo elSoftware Plate managerse ingresa la

¡nformác¡ón de la placa para que sea

reconocida por el analizádor genetico. lJna vez
preparada la placa, las reacciones deben ser
sometidas e electroforesis capilá r. 5€ empleará
el protocolo descrito para la electrofores¡s
c¿pilar de place de fragmentos para prductos
de PCR.

Anólis¡s de rctultodos
Por fP-PCR se puede dife¡enc¡a r alelos de gran
tamañooue oor PCR no Dud¡eron detectarse

I. TACI.E L

:.-.1

G. VARGAS



Serv¡cio de

debido a sugrantamaño. Se debeevaluarel
perfil del eledroferograma generado. Se

deteh¡na como alelo exDand¡do cuando el
patrón de picos supera los 2O1 pb.

I REGsTNOY R€PORIE DE PROCEDIMI€NÍO
. Re8¡strar "Repone de laborator¡o a

d¡soos¡c¡ón" en base de datos
-Genot¡oif ¡caciones".

lnformác¡ón
rcgistrada en báse
de datos y Reporte
de genotip¡f¡cac¡ón

oara DM1

labor¿torio de
Neurogenétaca
(bólogo genetista y
med¡co genetista)

Serv¡cio de Neurogenét¡ca

FIN

tx. RECOMENDACIONES

Todo estudio genético debe ser realizado previo proceso de consent¡m¡ento ¡nformado
que autorice el procedim¡ento genético.

La solicitud de la prueba genét¡ca y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse
directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluación médica y de
asesoram¡ento genét¡co que incluye evaluación pre-test, test y post-test.

@
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x. ANEXOS

ANEXO 1

FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PARA LA

TIPO 1

I
Consentimiento Informado

+

Genot¡oificación del m¡crosatél¡te

CTG del gen DMP(

Análisis de resultados

DISTROFIA MIOTONICA

tNtcto

Ofden de proced¡m¡ento pafa estud¡o Genético de Distrof¡a

M¡otón¡ca t¡po I

Trám¡te de orden

¿T¡ene seguro SIS?

L fACtC L
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ANEXO 2

FORMATO OE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENÉTICO

GE¡TRO O€ |taVESTX¡ACtOfl
a^l|c^ ET ¡EuRoGE¡ÉIEA

COI{SENTI IETTO I FORTAOO PARA PRUEBA DE ÉSTUDIO GE ÉTICO

¿qt¡l pnc.r¡ñlGrio .. r¡cd¡¡lo p¡ñ É.¡:r .l .3h¡dio g.radco?

El AON 6 l¡ st n iá gue sé 6.rolrL¿ .n n!€.t'6 cót¡ás y @nrcb l¡nb 3u tuftidrr¡i..to oort|o b h€r€.84. En cl bDúalo.iode
t&ürogÉrábr dd C.rdro (b lñür¡aÁh BÉi.a ¿n tl6r¡ogcrÉr¡á (Cl8N) (bl lrtsl¡¡rb i¡.dooal (b cbr¡iás ¡bqolólic.! (INCN).
ha€nb3 éldrri6.€3 qlo noe perribn €ncoílrr critio. cr.l ADN.lbfl..bs mú*i)n€.. Sc 

'€qobé 
rÍ. rlt|l€.lrá (b.ángr€. ó.

blopsdo bcl ! olc LiidG pra obt€i6. d ADN. !€g,io b .dbiürd dél rÉd¡co tt€¡¡nio. La mllo.br sérá snpb¿da o)du.ivrn€r|b
.$:lo g.rléa¡o rd*i'|ú con er .rÉn¡.dtd. i¡o ú! .6 po.¡U. .dd€.r $ ñucdf! p¡. oüa dárEE c..s

gl¡€!.a, otc. ld€ñltl-.r lG c¿mt*r6 o m{Íadoo63 á a¡ ADN F¡6d6 loñf vrio. ni€aes.

róí 16 b..¡ftb¡ .Ll.rr¡xÍó Fradcó?
db gdél'co ñÉ péín¡trá .dro.É¡ .l dsln8b p.€cho óe .¡, €rl€driédád y po(t9| ólt6 ai ¡Ía abrdón má3 6sp€c8.¡: rl
LÍrtióo f¡ diát cih .oú.o f¡ do¡üj('n. p.üró6ti6 y poliue t€trnlrnb. Tárülln b p€.trÜrá idr'6r déciioÉs de vita con

b nbfitedh ñár a(bcuda-

¿cú¡l p.¡.rL ..r .l r6¡¡¡do .Ll .rt¡d¡o?
El Ér¡do F rdo cdl¡rnar 3r ¿:¡brÉ.E. .blcaí¡b o áhúr.s r!c.. s.. incario o poco ctso: €n 6!. ürh|o cao. m po(}iám6
F€ca¡r ¿i d¡ágnó61¡€o, La erúÉla (b .eá¡ldos 6a r.¡¡za cqno t ác d. rrÉ consrtá €.pacbl &ndo lc dfdr|os htrn¡dóo ¡ob.e
s¡ árl€.ñ.d¡ó y kts nix!É pr¿ Uslcd y .¡r r¡nil¡a. €. por €¡b q¡o no hbñ¡n6 rB3¡lÁ€.bs !d b€6.b- En cl tiaypo qi¡o !. It
háya ir|(láó q¡e d€ñoÉ .l Fo...¡nidrb d. r¡, m¡o31.¡, lJd- da!. coninar t'r¿ cjb párá ü|¡rcaá .b r€adta(b yb ¿taao.úe

¿C.L. to.r h. Ír.h.l¡a y.¡{a ?f¡ t d. d |t.fz..¡.ct¡do gñadco?

t,3 moldttr qu. Ud- 3€diá .r b oü€.rclto ó e.gr. !6rá dso d6 ddor po. él rinch.2o dé l, ¡0u¡¡ y rra v.2 p.driá F..érrr uñ
|E6tan €n él ¿foa dood. 3€ L i¡¡odúF Ir agi*t o |'.rr uná hbqtó. e. b zqE de Fntó.. Eir .Éb úai¡m cÉo. r..á ábñ(¡do po.
F'3SEI d6 lt ¡Éildür r¡¡ cGto aditorÉ. A¡ cúoc.r 6¡ |!!¡do. €sb hlr.ne¡tn podrb ocalb.|arb p.6oapdü y trnor poí b6
.ons.q¡rd5s p'sr!o.ul€6. bniir.3. l&c. y ióc¡b.' dr Evr ¡Ía €rl€rn€dad ñ€r€lÍria. pür b alal !. b ¡rlñdañl apoyo y
o.r*{eftn €n .0ñ.¡116 o69éddé. dé ¿e¡..i.. l!r¡aln€r16, si otfá¡ r€.sr¡á¡ iáb.ñ q¡s um lb6 ü. €d€rm.d¡.1 hdrdiarb, oar6
r*nb.6 d€ b f¡rfb o L6 p..!6.3 &dd dc r¡ro D{€dr d*rhúúío..

DECT.ARACÉfl f¡EL 6OLETTAIfTE

¡|é s¡do informÍo(a) sÉe .b lá pdbl¡drd de Édirür€ un 6lrÍlio g€i*üco y h6 5ñ¡dr l¡ @rtl,titrd (b i*r b. p.€gun|a!
ÉcdsÉ3 .cerc¡ dd pr6(¡Íbnloi ocot !rüdéclr6{¡) con l¡s e¡9{b¡.irné. .-óit¡3 y dot r¡ot¡ntr¡árEna. íi .o.sñlh*$b

'l- Ou€ s€ m€ €nrig6 rrla mu€6t'a par¿ 6üdb g6¡ót.o (to:

G€ícliftficáciiin d6l gÉn:

Z Ou€ s€ m€ ¡nbnn€ 6l rGdtadt

3, Or€ s€ dcrecarE m¡mt¡sl¡a de ADN ci d Berro d€ ADN &lCE .

lld¡¡¡e conpbb:

or{¡:
I. ?AGLE L.

Sl at .Ófcl|'ñta do -ú c.,,.c:h,f,o pst ¿lt t4 c:etrandr¡a¡fo
Yo cor¡ r.spoftá€ (kl lol¡il¡nt!, doy @ñB6f,limi¡xto pea €t €6t¡b g€nétc¡.

t{al|ür c..npbb:
o)¡r:

RErcCA'OEA OEL CO"SE¡IIIEIIIO

lli r':4, r. vi,s
.1,.ñ ,Ji l 1-.,1.,. ...

!-t i, ,r. I Í,;* -j
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ANEXO 3

FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA PRUEBA GENETICA DE DM1

us)RAÍxro rE- carRo DE rm,Esfreafróil B¡sA F{ fGnocE\ÉÍ(1r - ¡No{
RESULIA'O DE AI{ALISÍI TII('TECUI¡R PARA D¡S'ROFIA IOTóNICA IIPO 1 (DIII)

Nombres y Apdl¡ros:
Fedra de rEcim¡€ñto
Sqo:
Status dín¡co:
Tipo de muesta:
Estado de la muessa:

Pac¡ente es enüado para estudb
(DM1).
RESULTATX' IIOLECUI¡R

códrgo de la muefa:
Método de obb¡tcion:
Rernitente:
Fedra de ohencitn:
Fedra de emisión de res¡ltado:

moleqJlar po. d¡agnóEtico dinko de Disüof¡a Mi)tmica tipo

Pres€nc¡a de aldos con reFticiones de'ltfo del rangp de nomaldad.
Pres€nc¡a de un alelo con repel¡c¡mes encina dd rangD de nomal'rlad.

AHo 1:
A¡do 2:

repelkjones CTG.
repetidones CTG,

II{TER,PREfACIOÍI
El db$óiko moleqrhr de la dEtrofia miobnica tipo
repeticiones CTG del aldo más largo en el gen DMPK:

Al€¡o¡ nqmak : hasb 34 rep€*kbnes CTG.

1(DMl) se define por d número de

Al€lo! no]tnll€a mutaH€r: rango de 35 a ¡19 repettion€s CTG. l,lo pres€ntan eÍfemedad, sin
embargo, podrian transmtr¡r rango patolítg¡co a descend€ncia
Alslos de pqr€tflncb ompl€ta, pltológi@¡: A part¡r de 50 o más repet¡cbnes CTG. Las
persoas q.¡e poseen est6 aldos man¡ñestan o manibst¿én la enfermedad.

PROCEDIIIIEI{TO
El €studb mol€oJlar para gerptipif¡cacim dd número de rep€n¡cbnes en el gen de Dl'lPK @rlÉ,isir.
en h amdficacón por PCR en riernpo final y b d€tefmh{ióo del núrneo de tridet€s (hasta 50
repetido¡es CTG) medbrite regresbn l¡neal a partir de decüofores¡s en gd de pol¡acrtam¡da.
Disqimi.acin de la ausefrcia o p.esench del aldo rnfado mayor o igual a 50 repdijorles CTG, por
la técn¡ca de TP-rcR. Mébdo opt¡nizado e ¡mpl€rnentado ¡ntemamente 1,2.

oot{clusrottEs
. El reslbdo exduye/confirma el d¡aqnód¡co de Distrofa Mioton¡ca üpo f (DMf).
. Esc reultados deben inte.pretarse en el conteco de halhzgc clín¡@s, anteaedentes

fami¡ares y otsos resltados de labomtorb.
. Todo d¡agn&ko q€ndi@ debe ser entsegado €n una @nsulta especjal¡zada de

aseso.am¡enb gerÉti¡ a cargo de un gof€s¡orEl capacjbdo,

r. í¡la{brr¿, K (2015). Irdsnenh& de ú'a 
'n€bddqÉ 

b6ada €n l¿ c¡r¡ürEdio & 16 t€cr¡¡6 lb pcR y TFPGR r¿¡a el
d.€nidco rnl€o¡ar de lá Dbüolb l¡túórlca üpo I en el lrÉüt.to donalde o€rÉas arolósb! €n €l afo 2014.

2. r€nrst€q. E. J., Kf€ss, w', C¿blll C-. tlertz, J. t¡1.. Wlt!ó-BaurEartr€r. r,'1,, B{Aby, t,t. F., ... #er. H. (2012). 8ed
pradoe g{¡ddiÉ ard recoññ€rdat¡om on ttE rdeo-lr dagrecb of Íryotonk ó¡stophy typ6 r and 2. Éiopean Jo'¡r'd oa
hnan ge.Eli6: EJIG. 20(12). 12@-128. dol:r0,r(¡3a/er1|g.2012-loa

Feóa de €ntrega de repofte a padeite:

c€rtro de tn€dsE('(in BÁsta eo glfos€r'€üca
Irdlto aimlde o€í(|3s r¡e'¡dógi@s

¡ ¡¡odr iP 1701LiE. Ps{i 1:' '''
rd¿6.o&.do: +á¡¡{clfiDüq' r.' r3. VARGA9
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ANEXO 4
PREPARACIÓN OE SOLUCIONES PARA TA PRUEBA GENÉTICA PARA tA DISTROFIA MIOTÓNICA TIPO 1

TBE 1X

TBE 10x 100 mL

Agua tridestÍlada 900 mL

Poliacrilamida 21olo

Acrilamida 20g

Bisacrilamida rg
Enrasar a 100 mL con aoua fidestilada.

1O

N8- TBE 1OX

I Tris base 54 mL

ür y Acido Bór¡co 27,5 mL

r. EDTA 0.5M PH 8.0 200 uL

Enrasar a 500 mL con agua tridesülada.

Poliacrilamida 8olo (V= 18 mL)

w
t TACtE L

Poliacrilamida 21olo 6.9 mL

TBE 10x 1.8 mL

Agua f¡destilada 9.3 mL

APS 10o/o 150 uL

TEMED 15 uL

Pol¡acrilam¡da 10o/o (V=18 mL)

Poliacrilamida 2lolo 8.5 mL

TBE 10x 1.8 mL

Agua ü¡dest¡lada /.b mL

APS 10o/o 150 uL

TEMED 15 uL



Mix de cebadores DMI-PCR 2OuM

DMPK-P1 (100uM) 10 uL

DMPK-P2 (100uM) 10 uL

Agua ultrapura 30 uL

.i

N
üi¿L\ M¡x de dNTPs lOmM (2.smlrl c/u)

a Adenina -A (100 mM) 2.5 uL

' ." " Tm¡na - T (100 mM) 2.5 uL

,'i' Guan¡na - c (100 mM) 2.5 uL

\ Citosina - C (100 mM) 2.5 uL

Agua ulbapura 90 uL

Solucions de finción atgéntla

Solución A: Prepare 450 mL de soluc¡ón A agregando 30 mL de alcohol etíl¡co de 96e y 1 mL de

ácido acét¡co y afore a 450 mL con agua tridest¡lada.

Solución B: Prepare 150 mL de soluc¡ón B d¡solviendo O.3g de n¡trato de plata en 150 mL de agua

tridestilada.

Solución C: Prepare 450 mL de solución C disolviendo 39 de hidróxido de sod¡o y 1mL de

formaldehído al 37% y afore a 450 mL con agua tridest¡lada.

ffi
G. VARGAS

r. TACTE L.
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il,

4 - PRUEBA GENÉNCA PARA tA ATAXIA ESPINOCEREBETOSA TIPO 2

(scA2)

FINALIDAD

Apoyar el diagnóstico molecular de la atax¡a espinocerebelosa tipo 2 (SCA2), a través de una

guía técnica para la genotipificación del número de repet¡c¡ones CAG del gen ATXN2,

sustentada en la evidencia científ¡ca v¡gente para este procedim¡ento.

OBJETIVO

Normar el proced¡m¡ento de genot¡p¡f¡cac¡ón del número de repet¡c¡ones CAG del gen Alxiv2

en apoyo al diagnóst¡co de la atax¡a esp¡nocerebelosa t¡po 2 (SCAz).

Ái¡gro DE APucActóN
Guía técnica de aplicación obligatoria por el personal del laboratorio de neurogenética del

Servicio y Centro de Invest¡gación en Neurogenética del Instituto Nacional de Cienc¡as

Neurológicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESYTANDARIZAR

CPT: 81479 - PRUEBA GENÉTICA PARA tA ATAXIA ESPINOCEREBELOSA TIPO 2 (SCAz}

CONSIDERACIONES GENERALES

5.1. DEF¡NICIONES OPERATIVAS

. Consent¡m¡ento Informado: Procedimiento med¡ante el cual se garantiza que el

sujeto ha expresado voluntariamente su intenc¡ón de partic¡par en una prueba

genética.

. Genot¡p¡ficac¡ón del gen ATKN2: proceso de la determ¡nación del genotipo de un

ind¡v¡duo con respecto al número de repet¡c¡ones CAG en elgen ATXN2.

coNcEPTOS BASTCOS

. PCR: Reacción en cadena de la pol¡merasa, procedimiento mediante el cual

ampl¡fica (obtienen muchas copias) de ADN y permite cuantiflcar repetic¡ones de tres

nucleót¡dos hasta un rango determinado.

. TP-PCR: método cual¡tat¡vo el cual puede detectar mayor o menor cant¡dad de un

rango específico de repeticiones de tres nucleót¡dos.

Electrofores¡s capilar: Técnica utilizada para separar las d¡ferentes moléculas

presentes en una disolución de acuerdo con la relación masa/carga de las mismas.

Nucleótido: es una molécula que es la un¡dad estructural básica y el bloque de

construcción del ADN y/o ARN, una de sus partes es una base nitrogenada las €uales

pueden ser adenina (A), guanina (G), t¡mina (T), c¡tos¡na (C) o uracilo (U).

Genot¡po humano: en el contexto de un estud¡o molecular, se refiere a los dos alelos

o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) especifico de un individuo.

': lV.
:;

E¡:

Éi- v.
;:.
p:

,i:
a¿

I. TACIE L
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. ADN: Ácido Desoxirribonucleico, contiene la ¡nformación de las características

hereditarias y las secuencias para la creación de aminoác¡dos que generarán

proteínas para el funcionamiento de un organismo.

REQUERIMIENTOS BÁSrcOS

6.2.

RECURSOS HUMANOS

. 01 biólogo genetista o con entrenamiento en biología molecular.

. 01técnico de laboratorio.

. 0L méd¡co genetista.

. 01 médico neurólogo.

MATERIAIIS

6.2.1, lmplementos moleculares

o Cebador 24: 5'-GGGCCCCTCACCATGTCG-3'

o Cebador 2B: 5'-CGGGCTTGCGGACATTGG-3'

o Cebador R1: s,.TACGCATCCCAGTTTGAGACGCTGCTGCTGCTGCTG-3,

o Cebador R2: 5'-TACGCATCCCAGTTTGAGACG-3'

o dNTPs m¡x: A, T, G y C (2.5 mM c/u)

o DMSO 100% (Sigma-Aldrich)

o Agua ultrapura libre de nucleasa

o Long PCR Enzyme m¡x 5 U/UL (Thermo ftient¡f¡c). Incluye: Buffer PCR 10x y
MgClz 25 mM.

o Platinumo Taq DNA polymerase 5 U/pL (lnv¡trogen). Incluye: Buffer PCR lox y
MgCl¿ 50 mM.

o Marcador de peso molecular de 10 pb (lnvitrogen)

o Genescan LIZ 500 dye Size Standard

o H¡-D¡ Formamide

o SeqStudio Genet¡c Analyzer Cartr¡dge

o SeqstudiorM Cathode Buffer Container

6,2.2. Reactfuos quím¡cos
/.t..:

'1.

'!.

o Acrilamida

o Bisacr¡lamida

o Nitrato de Plata

o TEMED

o Persulfato de amonio

o Tris base

o Ácido bórico

o EDTA 0.5M pH 8

o X¡lenc¡anol

o Azul de Bromofenol

o Glicerol

o Formam¡da

I. ÍACLE L
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Etanol absoluto

Ácido acético

Hidróxido de sodio

Formaldehído 37%

6.2.3. Mater¡al de plást¡co

o Microp¡petas 10 pl- 20 gl. 100FL,200 lrt y 1000 pL.

o Tips con filtro 10 UL, 20 t¡1, 100 FL, 200 gL y 1000 FL

o Tubos de PCR de tapa plana 0.2 mL

o Tubos de PCR de taoa cón¡ca 0.2 mL

o M¡croampru 8-Tube Str¡p, 0.2m1

o MicroamprM 8-Cap Strip

o Tubos de centrífuga 2 mL

o Gradilla para tubos de 0.2 mL

o Gradilla para tubos de 2 mL

o P¡setas

o M¡croAmpo 96-Well Tray/Reta¡ner S€t

o Estación congelada para PCR

o Placa de cult¡vo de 96 pocillos

o Soporte para microp¡petas

o Septa for 0.2 mL MicroAmp tubes

o Cathode Buffer Container Reservo¡r Septa for Seqstudio Genet¡c Analyzer

6.2.4. Mater¡al de v¡drio

o Matraz aforado de 500 mL
o Probeta de 1000 mL.

o Vasos de precipitados de 50 mL.

o Pioeta de vidrio de 10 mL

o Pipeta de vidr¡o de 25 mL.

o Prop¡petas

o Baguetas

o Frasco transparente de 500 m¡- I L y 4 L.

o Frasco color caramelo de 200 mL.

6.2.5. Otros mater¡ales

o Papel lente para laborator¡o

o Papel aluminio

o Lejía

o Papeltoalla

o Parafilm

o Mascarilladescartable

o Guantes de nitr¡lo descartables

o Mandil descartable

o Gorro descartable

o

o

o

o

@
G. VARGAS
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o

o

o

o

6.2,6. Equ¡pos

o Termociclador Proflex (Appl¡ed Biosystems)

o Analizador genét¡co Seqstudio* (Applied Biosystemsl

o Espectrofotómetro Epoch (B¡otek)

o S¡stema de documentac¡ón de geles OmniDoci (Cleaver Scientific)

o Cabina de PCR (ESCOo)

o Cámara de electrofores¡s vert¡cal profesional (Cleaver)

o Fuente poder (Cleaver)

o Balanza analít¡ca (Shimadzu)

o Ag¡tador magnético (VelP)

o Refrigeradores a 4eC (Thermo Scient¡f¡c)

o Refr¡geradores a 4PC (MiraY)

o Congeladora a -20"C (MiraY)

o P¡cocentrífuga

o Vórtex

o Cronómetro

o Computadoras de escr¡torio

o lmpresora

o Sistema de al¡mentac¡ón eléctrica ¡n¡nterrup¡da

o Estabilizador

5.2.7. software

o Plate manager (Applied B¡osystems)

o GeneMapper'" Software 5 (Appl¡ed Biosystems)

o GenSTM versión 2.0 (Biotek)

SERVTCIOS

. Serv¡cios de agua

. Serv¡c¡o de luz

. Servic¡o de internet

. Aire acondic¡onado

. Uso del laboratorio especial¡zado

Botas descartables

Mater¡al de escr¡torio: Bolígrafo, forro de plást¡co, papel bond 44, Cuaderno

de laborator¡o, sobre manila, marcador indeleble, Tóner para impresora,

archivador, sello, tintero para huella d¡gital.

DNAZap PcR DNA Degradation solut¡ons

Accesorios para electrofores¡s: Pe¡ne de 24 poc¡llos, separadores de 1mm y

v¡drios con muesca y sin muesca, cables de fuente de energía.

@6.3.

'' _..., ,,.,v\s i r-.,,:r ' ,
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VII. CONSIDERACIONESESPECIFICAS

Este proced¡miento requ¡ere uso de un equipo de alto costo "analizador genét¡co",

imprescindible para la determ¡nación del tamaño de repet¡ciones CAG del gen ATXN2. Este

estud¡o requ¡ere que se incluya un procedim¡ento TP-PCR para descartar casos de

N

./'-\lr

,""x
lo =n. ,r

| ..,/

(en el gen ATXN2 existe hasta 90% de homoc¡gotos para el alelo 221.

DETATI.ADA DEt PROCESO O PROCEDIMIENTO

ACltvtoAD PROOUCTO RESPO SASU Uf{IDAD ORGAÍ{ICA

te
r. ?Aot t L.

I

ffi
s

tMdo
1 CONSENTIMI€NTO INFORMADO PARA

ESTUDIO GENEfICO
Do(umento de
Consentim¡eñto
lnformado firmado

Area cllñica Servic¡o de Neurogenét¡ca

2 EMITIR ORDEN DE PROCEDIMI€NTO Orden de
proced¡m¡ento

Area Clinica Serv¡c¡o de Neurogenét¡ca

3 TRAMITT DE ORDEN D€ PROCEDIMIENÍO

sol¡c¡tar la prel¡qu¡dac¡ón del proc€dim¡ento

t¡quidar el costo del procedimiento

Trámite d€ ap¡obac¡ón delSlS

5€llo de
Prel¡qu¡dacióñ

Boleta de Pago

Orden con dos
sellos de Sls

of¡c¡ña de Preliquidación

Ventan¡lla CA.IA

Ventanilla SIS

cont¿b¡lidad

contabllldad

srs

4 R€GISTMR LOS DATOS DEI- PACIENTT lnformación
reSistrada en base

de dato6
Solic¡tud de
proced¡m¡ento

Área Clín¡ca S€rvicio de Neurogenética

5 ÉXÍRACC¡ON DE ADN
(según procedimiento estándar del
[aborator¡o de Neurorenét¡ca)

ADN genómico Laboratorio de
Neurogenética

Servic¡o de Neurogenéticá 

I
6 PREPARACION D€ ADN PARA

6ENOftPtFtCACtON
Alícuota de ADN con
concentración 1o

l¿boratorio de
ileurogenét¡ca

Servicio de Neurogenética 
\

7 GENOTIPIFIC¡CION D€L MICROSATÉI.ÍTE CAG

POR PCR

Preparar la siguiente mezcla de reacaión para

un¿ mu€stra prcblema. una muestra controly
una muestra blanco:

Amplificdc¡ón del ñ¡crosotél¡E CAG del gen

A|XN2
En le cab¡ña de PCR, preparar 10 u[ de mezcla

de reacción con las sigu¡entes concenfeciones
finales para cada muestra:

. DMSO 5%

. Buffer de PCR para en¡¡matáq
plat¡ñum lX

. dNTPsO.05mM c/u

. MgCl,0.75mM

. Cebador SCA2-A 0.5uM

. Cebador SCA2-B O.suM

. €nr¡ma taq plat¡núm 0.O4 U/ul

. ADñ 2nslut

Efl|plear el s¡gu¡ente p@grama
ámñ|ifi.á.ión- , miñ'rf^. .1. rlén:r"

Genot¡po pera los

alelos del
microsatélite c.AG

taboratorio de
Neurogenétaca

i:r.irir'1,,

.l

Serv¡cio de Neurogenét¡ca

ffi
\

P

,.iir't::'¡1 I j i.,-.l'ir|rl. ti _.a.,j,.: I
'' -:rari.j.¡,, ail ' ( it, _r 

j1:.i).:,

ari l_ ., (, .'! 1.:. i r ..
. ¡ rt,)-i r.{; , :,'

I
\
(

rffi-Tqry
;. VAdG 4.

iniciala 94'C, 28 ciclos de denaturación a 94"C
por 30 segundos, hibndación a 64'C por 30
se8undos, yenens¡ón a 72'C por 30 segundos;
seauido oor un Daso de extensión frn¿l ¿ 72"C
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por 7 m¡nutos.

Visuol¡zoc¡ón de produdos de PCR por
elecTrolores¡s en gel de poliacrild,nido
Prepar¿r un gel de poliecrilam¡da al 6% no

denaturante par¿ la electroforesis de los
productos de PCR. Sembrar en cada pocrllo 2uL

de producto de PCR con 2ut de buffer de
siembra. Además, se debe colocar un 0.7 uL

ma.cador de peso molecular de lopb con 2uL

de bufler de siembra. Administrar unvoltáje de

150 V por 30 m¡nutos. Real¡zar la t¡nción delEe
con el protocolo de tinc¡ón afgéntica usando

solución de nitrato de plata. Verficar qu€ las

muestran h¡Yan s¡do amplific¿das

Preporac¡ón de pldcd de fragmentos usando

Termociclodor PrcÍlex
En una placa compat¡ble con el equ¡po
pfoceder con los sigu¡entes pasos: Prepáraf

una mezcla de 18 lrl de Formamrda 0.5 UL

Márcador GeñeScanTM 500 LlZ, por cada

muestra, controly muestra blanco a evalualse

Dispens¿r 18.5 UL de la mezcl¿ en cada poc¡llo

de la plac¿. Añad¡r 1l'lt delADN obtenido
en l¿s reacciones de PCR. Denaturalizar les

muestras a 98'C por S minutos. Guardar la

placa a 4'C hasta iñtroducirla alanal¡zador.

Electrofores¡s cop¡lor usondo Anol¡zoclol

genét¡co Seqstud¡on
Una vez preparadá la plac¿, los productos de

las reacciones deben ser sometidas a

electrofores¡s capilar. S€ emplearán l¿s

condiciones recomendades por el fabricante.

Usando elSoftware Plate managerse ¡ngresa

la ¡nformac¡ón de la placa par¿ que sea

reconocida porel anal¡zador genét¡co. Para

proSramar las condiciones de electroforesis
capila.5€ debeteneren cuenta qu€ elrango
de amplificacióñ varía entre 100 a 500 pb,los
€ebadores empleados están marcadoscon 6-

FAM y que elpatrón de p€so molecularestá

marcado con GenescanTM 50O Llz.

Anól¡sis de resultodos y est¡moc¡ón del número

Empleando el programa GeneMappertu,

anal¡¿ar el tamaño de lo5 fragmentos
generados. El resultado será un

electroferograma con picos de ¡ntensided

determinada Y separados de manera
proporcional al tamaño del fragmento.

NOTA: tos productosde PCR de m¡crosátélites tienen

uoa m¡gracióñ ñás .ápida que elaDNss debido al

alto contenido de GC po. lo que real¡zar l.
estims€ióñ del número d€ r¿pet¡c¡on€s C¡G

empleañdo un ha.c.dor de p€$ ml€cul¡r
conerc¡al puede derivar en efiotes de cálculo.

Para calcular elnúmero de repel¡c¡ones de un

alelo desconocido, se debe comparar e¡

eledof erograma obtenido empleando el

estáñdarde se€uenc¡a especif¡ca para SCA2 y

los electroferogramas obteñidos por cada

muestra analizadá

GTNOTIPIFICACIÓN DTL MICROSATÉ|.tIE CA6

PORÍP-PCR
€ste Droced¡m¡ento es complementario a la

r. 'i
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resultan aparentemente homoc¡gotos por

PCR. €lresultado es ctlal¡talivo. sólo
determina la presenc¡a o ¿usencie de un a¡elo

mutádo mayor a 3l repeticiones CAG que la

PCR no püdo deteclar.

Añpl¡J¡coc¡ón por fP-PcR usando

terñoe¡clodot Prcflex:
Prepararla situiente mezcla de Gacc¡ón para

une muestra controlpositiva para 5C42, una
muestr¿ control ne8átiv¿ para SCA2, una
muestra problema y una muestra blanco:

€n la cab¡na de PCR, preparar 10 ut de me¿cla

de reacc¡én con las siguientes concentraciones
linal€s para cada muestra:
DM50 4%

Buffer de PCR lX pare en¿¡me teq tong PCR

dNTPs 0.2mM c/u
MgC12 2.3mM
cebador 5cA2-40.1M
c€bádor scA2-R2 0.1uM
Cebador SCá2-R1 0.01uM
€nzima tong PCR DNA polimerasa0.0T u/uL
AON o.sns,/ul-

Emplear elsigu¡ente programa de
amplificac¡ón: 3 m¡nutos de denaturac¡ón
in¡ciela 94'C, se8u¡do de lociclosde
denaturac¡ón por20 segundosa 96'. un

seSundo paso de hibr¡dec¡ón-elongac¡ón por

45 segundosa 68'C, segu¡dode 20 clclos de 20
segundos a 96'C, hibr¡dación por 30 seSundos

a 60'Cy extens¡ón por45 segundos a 68'C, y

un paso de extensión finala 6a'c por 10

Visuolizoc¡ón de produdos de PCR por
electroÍotes¡s en geles de pol¡ocr¡lom¡do

Prepara¡ un gelde poliacr¡lamida all0% no
denaturante para la electrofores¡s de los
productos de PCR. Sembrar en cada poc¡llo
2ul,de produdo de PcR con 2ut de bufferd€
s¡embra. Además, sedebecolocir un 0.7 ut
mercadorde peso moleculárde 10pb con 2ut
de buffer de s¡embra. Adm¡n¡strár un volteje
de 150V por 45 minutos. Realizar la tinc¡ón
del gel con el protocolo de tinción ar8éntica
usendosolución de nitrato de plata. Verificer
que las muestren hayan s¡do amplit¡cadas

Preqroc¡ón de lo ploco de fuogmentos 6ondo
fermociclodor Prcfrex
tmplear el protocolo descrito para l¿

preparación de la place defragmentos pa€
productos de PCR. Guardar la placa a 4'C
hasta introdric¡rla al analizador.

Eledaofores¡s copilor usondo el onolizodor
genét¡co Seq'tud¡oÍM
Usando el Software Plate manager se ingres¿

le iñformación de la pleca pere que seá

reconocida por el anal¡¿ador genét¡co. Una vez
preparada la plac¡, les reacc¡ones deben ser

sometidas a electroforg¡s cap¡lar. Se

empleañá el protocolo descrito para Ia

eledrofores¡s (¿pilár de placa de fÉgmentos
para productos de PCR.

Ahálls¡s de resultodos
Por TP-PCR se puede diferenciar alelos de granG. VARGAS
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deb¡do a su gran tamaño.5e debe evaluar el
perfil del el€ctroterograrna generado. Se

determina como aleloexpand¡do cuando el

oatrón de Dicos supera los 148 9b

fñ
8 REGISTRO Y REPORÍE DE PROC€DIMIENTO

. R€gistr¿r "Reporte de l¿boratorio a

disoos¡ción" en base de d¿tos

"Genot¡o¡fc¿ciones".

re8¡stráde en base

de genot¡pificación
oaÉ 5CA2

Laborator¡o de
Neurogenét¡ca

{b¡ologo Senetasta y
med¡co genet¡sta)

Servic¡o de NeuroSenética

FIN

tx. RECOMENDACIONES

@
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Todo estudio genét¡co debe ser real¡zado prev¡o proceso de consentim¡ento

informado que autorice el proced¡m¡ento genético.

La solic¡tud de la prueba genét¡ca y la entrega del reporte de resultado, debe

realizarse d¡rectamente con la persona afectada en el contexto de una evaluación

médica y de asesoram¡ento genét¡co que incluye evaluac¡ón pre-test, test y post-test.
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x. ANEXOS

Serv¡c¡o de ñeu ogenét¡ca

ANEXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PARA LA ATAXIA

ESPINOCEREBELOSA TIPO 2 (SCA2}

tNtcto

orden de procedim¡ento para estudio Genético de ataxiá

esp¡nocereb€losa tipo 2 {SCAi¿}

frám¡te de orden

¿T¡ene seguro SIS?

Genot¡pif¡cación del microsatélite

CAG del gen AIXIV2

Fin:

REPORTE
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ANEXO 2

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENETICO

ct¡TRo oE I{vEltTtGACtOf¡
aA$cA Ex xEuRoGExÉTTA

CONSET{¡IIIE¡ITO INFORflADO PARA PRUEBA OE ESTUDIO GENETICO

¿Q¡a pfÚc.dmLrlo G r.caaarlo pú¡ |t¡¡rr.l .ú¡d¿ g.n6.o?
El ADN 6 la rlrboor qé s¿ cñcrÉnr.a üt n!e6¡a cÓ|ds y c(f|t ob l¡rb ru fun ¡rrrhiüto oodro b h€|€icb. En d b¡datorb de
t\bi¡og.íai:¿ dcl c.írro ó Int.db6c¡tr aaÍca €n tl€trog€náic. {clBil) cLl lr¡6rú¡b N¡dmd d. Carfla ¡|6ndóf¡¡:¿c (NcN}.
há.€íro! é(¿h6noi q!€ nos 

'3ñ¡bn 
€n¿ornr¿. ctnttud oñ d ADN. lbmldo. mrntdb.6¡ S€ €q,¡..t |n tu..l¡. <b eio.o. d.

li.ocdo brrcd u ota l6i¡dÉ pra ouáer .l  ON, ir,9ú. b 3djbi¡ld (bl .ti(¡co aá¡ÉnL. l. tu€.r'! l..á dnpbda .,6&ÁivtuE
pará .ú¡Óo 96nóirco É|*irrú con e¡ áribrr¡€trd. ¡lo oo¡ é lo¡uc dnoba. s r¡occf' pra 0ü6 ¡óñGÉ. co.m
lÉnroglobha. 9!.u3r, 6rc. t&ñ||i:f b6 camu.É o mlt dx|os .n .l a[t|{ tr¡a@ idnr vafb3 me..s.

¿C{a!.. td I'o. l¡ñ.íébr ihl.d¡¡dlo ¡.nóüco?

El .Cr¡b gsÉli{D ñ6 péíhitró .ooo.ér 6l deonóúrico Frcaú do ro éd€.|n dd y po&r d.lb -¡ m. lbdi¡tn .nó! 6€9ócÍ.¡i ái
codro t¡niÉr rra dbnla(¡óo saoro s¡ 6'o¡udtn, Fonó6t¡.o y potfu. lrdlrnhrb- Tambr¡o b pd¡a¡¿ i.¡ñár éddor:s (¡l üda cor¡
lá irtormacÍh mál Í¡ocu¿da.

¿Cll ¡¡üL..r.l rt iaL¡ro &|.$¡dlo?
B É.úiÚ F¡€Ó cüfd¡á. ¡¡ Gnb.nré.H. (bs.art¡b o ¡{üta. vGc6 s.r ifEixto o fco clúo: én 6!. úüino cGo, ,to podrbmc
r€c¡¡f 6l d4Íó3l@. tl 6dtt!É (b rÉurldG sé ro.¡¿¡ dno púrls (b .'| a cúslia 6p.cb¡ .b¡xb b ó¡sr||o3 lrbtd¡¡düt lob.s
su orl€rÍr.d* y kn ós6gp. pta Ust€d y .¡r lgnilb, 6i por €llo qu. no hb,r¡..io. .Est¡.bt p.. bgfono. E¡ €l l¡6rnpo qu. t 16

haya ¡fr¡éó q!. &fioi€ €l Fo.s.srú.nb óG su rx¡.dr¿, L¡|, .Lt. co.fi,¡ . r¡¡ dtá pft árlr€g¿ (b r6r¡la.b. yb as€ao.i¡

¿CüL ¡d r¡ |nol..!¡. t .¡.9. pr¡ uc. d F.¡z¡. .l .¡¡¡tto !.na{co?
t8 mo¡.3t¡6 qu? \.1d. !€rürá cn h orérrón d€ srrlgf. 16é dgo d6 dolor por .l dr'ch.¿o dt tt ¡$r¡¡ y ñE !.2 pd|l. Fcs€fl|r !n
r¡q.tdñ ür el ¿r ¡ dmdo 3. b htodütt l. agia o bbí rñá hbqi(tr 6¡ b td|a do F ¡tih. En 6b !i,nñc6o, lfáab lilo po.
É!ód óa lá i¡sti¡¿i(h Jr ccb d¡c¡onal, A co.rocs .t |EsUnó, a3b ¡íoíñ&i!á 9or¡i, o.agirsÉ F€oo,9¡ló.| Y t rior 0d b3
co'i3.qEfii¡¡€ F.¡d¡*. hmli¡t6, láüo.al€á y tocbbs d€ ¡byi úa érÚlrñ.d¡d ,E úttÉ. Fr. b a¡l .. b !.rid¿é ap.'yo y

dtrrt&ón €n conart6 orpodlóB doá!ódh, l¡uahrm€,3¡otrt p6.!onaÉ rr!.n q¡ um lbno {,|¡ üfén'.dad har€<ft¡l¡, olf6
mi€ftbrG d€ h f¡n¡lb o l¡¡ oañoíÉ dr€d€dd d€ úro ou€L.r d!.rlm¡nrfE.

f IÉCLARACE¡ I'€L SOLEÍ f^|. TE

Éa s¡do ntdin¡b{a) .con€ (b ta p6blirad d. rtrltsrrié m .3!ldb g.nalko y hó 5r!ó tu rtunld d€ hrcc. :! pro¡üdás
ie¡.¿Jbs ácsrc. d.¡ Pocdrrnbdo: édoy iálil€.ho(á) co.r I!3 crlllebn€! t .at¡.h. y doy \¡olrr*ri.nbñla ñ¡ co|lsntirü*rb

l- Que * ri€ .)draga tná mu€3t-¿ pdra €studio gánótao d6:
G$caifitk¡dón delgan:

2 Ou€ sa m€ ¡nbína €l r€sr¡ta(b

3, Ou€ s€ dmacsÉ ml mlÉstsa d€ roN €n 6l BerEo d6 ADN d6l clBl'|.

¡¡dtrtfe €oí|Pbt :

ot¡r:
I. TAGLE L.

Sl.l ú0ctaú. no eá c.flcttú pn d* at cd¡r*rdnLñto
Yo coío rssgon!ól€ d€l sdittante, doy coos€nl¡m¡rro pst €l 6ü.rd_n ¡Éné¡.o-

I'lorñbro cornpbb:

¡Elroc^toir^ oE! coÉ¡É¡tt¡E¡¡o

ffi
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ANEXO 3

FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA PRUEBA GENETICA DE SCA2

ltxxalrxro IE(FÍno E rwEsf¡G|a¡ó 3Ásrc Ef{ f€rEreErÉrE^- t¡ütl
RESI'LTAIX' DE TXÁU$!i 

'IOI..ECIJI¡R 
PANA ATAXIA ESPIÍ{OCEREBEU)SA IIPiO 2 (SCA2)

Stañs d.lco:

c¡rdbp de la mue*a
Mebdo de otfrr|c¡tn:
tagnlterta:

réóa de ernlstin de r€Éulbdo:

.r,
./

P*ierfe es e¡¡viado p6ra eEtud¡o molecular poa d¡agnódico dhico de ataxh esdnocerebelos¿.

RESULTATXT ¡tOl"EC¡[¡i.
Presg|cj¿ de aldoe co¡r .epeticbnes d€ritro del rango de normafidad.
Prese¡rcia de rn alelo tql rep€t¡c¡mes enc¡rrE del rango de normJ¡d.d.

Aeb 1: rcoedicbres CAG.
Aleb 2: reDetabnes CAG.

tT{TERPREÍAC¡fi{
El dagxídico rmlectlar de la atada e9¡nocerebelo6a tipo 2 (SCA2) se deÍhe por el rúmero de
repetido.le6 CAG del aleb más largo erl el gen ,41Xi1¿

A¡élo. r|of|rEb: hasta 31 reoetkihes CAG,
A¡eb. ¡n iqtoa: rañgo de 32 repetkbrs CAG.
¡lsloo pqrcf.mi¡ inompleta: rargo de 33-34 repeti.b¡es CAG.
Aleloo de pg|st-.tt(j. complst , pótód@r: A parti de 35 o rÉs .€p€*icitr€s CAG.

La preidcr de la determhación de nú¡rero de repetidones €s de t 1, 106 \¡alses obten¡d6 cer€a del
limite establecido co.no patológko deben de ser tratados con especÉl cuidado.

PROCED¡I'IgfiO
Ar¡pf¡ftacón ód gür AlxM prc PCR en ti€rnpo final usando oli¡cudeótidG rE|rt¿dos con

fluorescdcia, d€am_rración dd rumero de rep*icbnes CAG por dedroforesis capihr con marcadoa de
peso nroleo¡lar. )eteffin¿ciorl de horno¡lelis¡no por dis.timhadón de la asencidpreseocia dd alelo
o<pandido po¡ TP*CR pra el geo ATXIP. Pa¡a reeliar este preedmienb se ha ud'rzado un ÍÉú
optiñizado € irpbñertado htemaíiente 12

cot{cLU$o Es
r El resuhado o<duye/cor¡fi¡ma el diagnócico de Ataxia E+¡nocerebel6a tipo 2.
¡ E*s res¡*ados deber¡ ¡.terpretarse en d codtexto de hallazgc dínicoe, artecedeites famliar€s

v otos re$ltadc de labo.atorio.
o Todo dagoódico geneico debe ger enbegado en tna co¡rsrib especidizada de asesor¿miento

genéico a cago de un profrsiorul c4acitado,

r. Fq¡*lxrqÉ (zo3). tn tmooo¡¡G ñd.ú!E l¡-l-écri-PcRvD{pal¡ Fúpaadúl
da dac¡térb a.G dd s6 

^m2 
e¡* 6 ¡ú.*.Etüaú!F 2 6 d c!ü.d. l'r'¡tdS.d. 3¡a? 6 ¡a'os6.dR

z s4ar¡4 r, sg<. s- ¡ É'd.l¡L, r. C([o). cúú ¡!d dnoür6 h bd pr¡d(. f4.¡¡.ul¡.güaa Edt'E d
rrr6ód¡ a.¿ É,!e6. ¡¡c d l¡M 6!rrq qrr), llt.ueJ.

Fedla de erü€g¿ de a€9orte a pacieote:

@
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Céitro & lm¿dq.dcn Aírta €o r¡€üro€€r'€{.,
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ANEXO 4

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES PARA LA PRUEBA GENÉTICA PARA SCAz

TBE 1X

TBE lox 100 mL

Agua tr¡destilada 900 mL

Pol¡acrilam¡da 21qlo

Acr¡lam¡da 209

Bisacrilamida 1g

Enrasar a 100 mL con agua tridestilada.

éEGs

W#

TBE 1OX

Tris base 54 mL

Ac¡do Bórico 27,5 mL

EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL

Enrasar a 500 mL con agua tridestilada.

Poliacrilamida 60lo (V=18 mL)

Poliacril¡¡mida 109iro (V=18 mL)

Poliacrilamida 21olo 8.6 mL

TBE 10x 1.8 mL

Agua tr¡desu-lada 7.6 mL ry
P |.A2¿Eü sAPS 10% 150 uL

TEMED 15 uL

c v^rñ cÁs
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l¡dder de lopb
Ladder de 10pb 2uL

Agua Íidestilada 8uL

Mix de cebadores SCA2-PCR 20uM

2A (100uM) 10 uL

2B (100uM) 10 uL

Agua ulfapura 30 uL

Mix de dNTPs 10mM (2.smftl c/u)

Adenina -A (100 mM) 2.5 uL

Timina-T(100mM) 2.5 uL

Guanina -G (100 mM) 2.5 uL

C¡tos¡na-C(100mM) 2.5 uL

Agua ultapura 90 uL

tulucion$ de Tlnción aryéntíca

Soluc¡ón A3 Prepare 450 mL de soluc¡ón A agregando 30 mL de alcohol etílico de 96e y 1 mL de

ác¡do acético y afore a 450 mL con agua tr¡dest¡lada.

Soluc¡ón B: Prepare 150 mL de solu€¡ón B disolviendo 0.3g de n¡trato de plata en 150 mL de

tr¡dest¡lada.

Soluc¡ón C: Prepare 450 mL de solución C d¡solviendo 3g de hidróx¡do de sod¡o y 1 mL de

formaldehído al 37% y afore a 450 mL con agua tr¡dest¡lada.

@
G. VARGAS

I TAOLE !.



Servic¡o de Neurogenética

XI. BIEIIOGRAFIA

Figueroa-lldefonso, E. (2018). lmplementac¡ón de una metodología basada en las

técn¡cas PCR y TP-PCR para la genot¡p¡f¡cación del microsatélite CAG del gen ATXN2

asociado con atax¡a esp¡nocerebelosa t¡po 2 en el Centro de Invest¡gac¡ón Básica en

Neurogenét¡ca

Pulst, S. M. (1993). Spinocerebellar Ataxia Type 2. En M. P. Adam, H. H. Ard¡nger, R. A.

Pagon, S. E. Wallace, L. J. Bean, K. Stephens, & A. Amemiya (Eds.), GeneReviewso. Seattle

(WA): Un¡versity of Wash¡ngton, Seattle. Recuperado a

htto://www.ncbi.nlm.nih.sov/books/N8K1275/

part¡r de

Pulst, S. M., Nechiporuk, A., Nechiporuk, T., G¡spert, S., Chen, X. N., Lopes Cendes, 1.,

Sahba, 5. (L996). Moderate expansion of a normally b¡allelic tr¡nucleotide repeat ¡n

sp¡nocerebellar atax¡a type 2. Nature Genet¡cs, 14(3), 269-276.

https://do¡.orql10.1038/np1196-269

Sequeiros, J., Martindale, J., & Seneca, S. (20101. EMQN Best Practice Guidelines for
molecular genetic testing of sCAs. European Journal of Human Genet¡cs, 18(11), f173-
L176. https://doi.orsl10.1038/eihs.2010.8

Seque¡ros, J., Seneca, S., & Mart¡ndale, t. (20101. Consensus and controversies ¡n best
pract¡ces for molecular genet¡c test¡ng of spinocerebellar atax¡as. European Journal of
Human Genet¡cs, 18(1.1), 1.188-1195. httos://do¡.orslL0.1038/e¡hq.2010.10

Vinther-Jensen, T., Ek, J., Duno, M., Skovby, F., Hjermind, L. E., Nielsen, J. E., & Nielsen,

T. T. (2013). Germ-l¡ne CAG repeat ¡nstab¡lity causes extreme CAG repeat expans¡on

infantile-onset spinocerebellar ataxia type 2. European Journal of Human Genetics:

EJHG, 21(6), 626-629. httpst / / doi.orgl10.1038/ejh s.20I2.237

Sun Y-M, Lu C, Wu Z-Y. Spinocerebellar ataxia: relationsh¡p between phenotype and
genotype - a review. cl¡n Genet.2016 oct;90(41:305-14. doi: 10.uulc9e.12808. Epub

N

7,

2o16run3o. 
ffim^w



Servicio de Neurogenét¡ca

il.

5 - PRUEBA GENÉflCA PANET DE ATAX¡AS HEREDITARIAS (SCAS)

FINAL¡DAD

Apoyar el diagnóst¡co molecular de las atax¡as hereditarias (SCAI, SCAz,5CA3, SCA6,5CA7,

DRPLA, 5CA12, SCA17) a través de una guía técnica para la genotipificación del número de

repet¡c¡ones CAG en los respect¡vos genes afectados, sustentada en la evidenc¡a c¡entíf¡ca

vigente para este procedim¡ento.

OBJETIVO

Normar el procedimiento de genotipif¡cac¡ón de un panel de ataxias hereditarias dom¡nantes

(SCAI, SCAz,5CA3, SCA6, SCA7, DRPLA, 5CA12, 5CA17) en apoyo al diagnóstico de las ataxias

hered¡tar¡as.

ÁMsrro DEAPucAcóN
Guía técnica de aplicación obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenética del

Serv¡c¡o y Centro de Invest¡gac¡ón en Neurogenética del Instituto Nacional de C¡enc¡as

Neurológ¡cas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

CPT: 81479 - PRUEBA GENÉTICA PANET DE ATAXIAS HEREDITARIAS (SCAS}.

V. CONSIDERACIONESGENERATES

DEFINICION ES OPERATIVAS

o Atax¡a espinocerebelosa tipo 1 (SCA1): enfermedad neurodegenerat¡va causada por

microsatélite CAG anormalmente expandido en elgen ATXNl.

. Atax¡a espinocerebelosa t¡po 2 (SCA2): enfermedad neurodegenerativa causada por

m¡crosatélite CAG anormalmente expandido en el gen ATXN2.

. Atax¡a espinocerebelosa t¡po 3 (MJD/5CA3): enfermedad neurodegenerat¡va causada

por microsatél¡te CAG anormalmente expand¡do en el gen ATXN3.

. Ataxia espinocerebelosa tipo 6 (SCA6): enfermedad neurodegenerativa causada por

m¡crosatél¡te CAG anormalmente expand¡do en el gen CACNAIA

. Atax¡a espinocerebelosa tlpo 7 (SCA7): enfermedad neurodegenerativa causada por

microsatélite CAG anormalmente expandido en el gen ATXNT

. Atax¡a detorubropalidolu¡siana (DRPLA): enfermedad neurodegenerativa causada

por m¡crosatélite CAG anormalmente expandido en el gen ATNl

. Atax¡a espinocerebelosa tipo 12 (SCA12): enfermedad neurodegenerat¡va causada

por m¡crosatélite CAG anormalmente expandido en el gen PPP2R2B

. Ataxia espinocerebelosa tipo 17 (5CA17): enfermedad neurodegenerat¡va causada

por microsatélite CAG anormalmente expandido en el gen TBP

:¡;
¡ s;..qrzgdr
lLz'
?t,
t t:;
=^
,ii
-!

f

-,1,

fala
| ,!,

it:

tv.

. Genot¡pif¡ciac¡ón: proceso de la determ¡nac¡ón del

ADN de un ind¡v¡duo
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. Consent¡m¡ento Informado: Procedimiento med¡ante el cual se garantiza que el

sujeto ha expresado voluntariamente su ¡ntenc¡ón de part¡cipar en una prueba

senética.

5.2. CONCEPTOS 8ÁSTCOS

. Gen ATXNI. gen ub¡cado en la región autosómica 6p22.3

o Gen ATXN2. gen ub¡cado en la región autosómica 12q24.12

. Gen ATXN3. gen ubicado en la región autosómica 14q32.t2
o Gen CACNA1A gen ubicado en la reg¡ón autosómica 19p13.13

. Gen ATXN7. gen ubicado en la región autosóm¡ca 3p14.1

o Gen ATN1 gen ubicado en la reg¡ón autosómica t2p73.37
¡ Gen PPP2R2B. gen ubicado en la región autosóm¡ca 5q31-5q32

o Gen TBP. gen ub¡cado en la región autosóm¡ca 6q27.

. Electroforesis capilar: Técnica utilizada para separar las d¡ferentes moléculas
presentes en una d¡solución de acuerdo con la relación masalcarga de las mismas.

. PCR: Reacción en cadena de la oolimerasa.

o TP-PCR: Reacc¡ón en cadena de la polimerasa con cebador de tr¡plete repetido.

. Genot¡po humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos

o formas heredadas de un gen (o una var¡ante de un gen) especifico de un ¡ndividuo.

. ADN: ác¡do Desoxirr¡bonucle¡co.

REQUERIM¡ENTOS BASICOS

6.1. RECURSOS HUMANOS

. 01 b¡ólogo genetista o con entrenam¡ento en b¡ología molecular.

. 01técn¡co de laboratorio.

. 01 méd¡co genetista.

o 01 médico neurólogo.

6.2. MATERIALES

6,2.1. lmplementos moleculares

o Kit IMEGEN SCAs (REF: IMG-152), que ¡ncluye Master-M¡x General-AD, Master-

M¡x General-EG, Taq-AD, Taq-EG, Tira Master-Mix de SCAS.

o Agua ultrapura libre de nucleasa

o Genescan LIZ 500 dye Size Standard

o H¡-D¡ Formamide

o Seqstud¡o Genetic Analyzer Cartr¡dge

o Seqstudioru cathode Buffer container

o Seqstud¡o Integrated Cap¡llary Protector
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6.2.2, Material de plást¡co

o M¡crop¡petas 10 É1, 20 UL, 100 UL y 200 FL.

o T¡ps con f¡ltro 10 ¡r1,20 ¡rL, 100 lrL y 200 pL.

o Tubos de PcR de tapa plana 0.2 mL

o Tubos de PCR de tapa cónica 0.2 mL

o MicroamprM 8-Tube str¡p, 0.2m1

o MicroamprM 8-cap strip
o Tubos de centrífuga 2 mL

o Gradilla para tubos de 0.2 mL

o Gradilla para tubos de 2 mL

o Pisetas

M¡croAmp' 96-Well TraylRetainer set

Estac¡ón congelada para PCR

Soporte para m¡crop¡petas

Septa for 0.2 mL MicroAmp tubes

Cathode Buffer Conta¡ner Reservoir Septa for Seqstudio Genet¡c Analyzer

6,2.3. Otros materiales

o Papel lente para laborator¡o

o Lejía

Papeltoalla

Mascar¡lla descartable

Guantes de n¡trilo descartables

Mand¡l descartable

Gorro descartable

Botas descartables

Mater¡al de escritor¡o: Bolígrafo, forro de plástico, papel bond A4, Cuaderno

de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Tóner para ¡mpresora,

arch¡vador, sello, tintero para huella digital.

6.2.4, Equipos

o Termociclador Proflex (Appl¡ed Biosystems)

o Analizador genét¡co Seqstud¡on (Appl¡ed B¡osystems)

o Espectrofotómetro Epoch (Biotek)

o Cabina de PCR (ESCOo)

o Refrigeradores a 4eC (Thermo Scientific)

o Refrigeradores a 4eC (M¡ray)

o Congeladora a -20'C (Miray)

o Picocentrífuga

o Vórtex

o Computadoras de escritorio

o tmpresora

o

o

o
o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

Sistema de al¡mentac¡ón eléctrica ¡ninterruoidá : '
t. ,lt ,.. ...,, . , ,.. -,

Estab¡lizador .jr),| .,.rr rr:,,_ r:Lj ,,.1r .l

4tr\.\./ r4"'tli \.

L TAGI€ L.
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6.2.5. Software

Plate manager (Appl¡ed Biosystems)

GeneMapper* Sofnrvare 5 (Applied B¡osystems)

GensTM vers¡ón 2.0 (B¡otek)

6.3. SERVTCTOS

Servicios de agua

Serv¡c¡o de luz

Serv¡c¡o de internet

A¡re acondic¡onado

Uso del laboratorio especial¡zado

CONSIDERACIONES ESPECíFICAS

Este proced¡m¡ento requ¡ere uso de un equipo de alto costo "analizador genético,,,
imprescind¡ble para la determinación del tamaño de repetic¡ones CAG de los genes

menc¡onados. Este estudio requ¡ere que se incluya un procedimiento Tp-pCR para descartar
casos de homoalel¡smo en el gen ATXN2 y ATXN7.

DESCRIPCIóN DETATI.ADA DEI PROCESO O PROCEDIMIENTO

o
o

o

vilr.

. ACnVtDAO Pnofxjclo Rt90 sABrÉ Uf{IDAD ORGAÍ{ICA

ffi
].IAOLC L.

ffi
s

tf{too
1 CONSENTIMIENfO INf ORMADO PARA

ESIUDIO GENETICO Consent¡miento
Informadofirmado

Area Clínica Servic¡o de Neurogenética

2 EMTTIR OROEN D€ PROCEOIMIENTO Orden de
proced¡m¡ento

Area Clíñ¡ce Servac¡o de Neurogenét¡ca

3 TMMITE DE ORD€N D€ PiOCIDIMIENTO

Sol¡c¡tar la pr€l¡qu¡dación del procedim¡ento

L¡quidar el costo del proced¡m¡€nto

Trámite de aprobac¡ón del SIS

sello de
Preliqu¡dác¡ón

Eoleta de Pago

Orden con dos

sellos de 515

Ofi cina de Prel¡quidación

Ventan¡lla CAJA

Ventan¡llá SIS

(i
Cont¿b¡lided

Cont¿bilid¿d

R€GISTRAR I.OS DATOS DEL PACIET{TE Informec¡ón
reg¡stradá en base
cle datos
5ol¡cltud de

Aree Clínica Servic¡o de Neurogenét¡ca

t
t:
\

€XTRACCION DE ADN
(según proced¡miento estándar del
táboratorio de Neurogenética)

ADN genómico Laborator¡o de
Neurogenética

Serv¡cio de Neurogenáica

PR€PARACIÓN DE ADN PARA

G€NorPrFtcActóN
Alfcuotá de AD con
concent€ción 10

Laboratorio de
Neurogenét¡ca

Serv¡c¡o de Neurogenética

7 PROIOCOLO DE GTNOTIPIFICACIÓN DEL
MrcRosAfÉLnE cAG paRA scA1, scA2, sca3,
5C46, SCA7, SCA12, SCA17 Y DRPIA
Descongel¿ r todos los react¡vos delkit
lmegen-ScAs, A€itar en vórt€x cada reect¡vo y

Genotipo par¿ los

alelos de
m¡crcsatél¡tes CAG

tabo¡atorio de
Neurogenét¡ca 

!):'{1':,1" I :iryil: l*
/
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':,¡.] ':' r"r.. :, i



@
Servic¡o de

ffi

I
l¡

--,/

trr
&)

?_\ 1

_v3
ia!)v
,^s

Prepo.octón de ñix de PCR y de TP-PCR:

€n uñ tubo de 1.5 m[, preparar elM¡x Ade
PCR de SCA1, SCA2, SCA3, 5C46, SCA12, SCA17

y DRPIA, añadiendo 60 Ut delAtaxia a Master
M¡x y 30 pl- del General Master M¡x lll por
c¿da uña de las muestras o controles. Agitar
en vortex y dar sp¡n. En un tubo de 1,5 ml-,

prepararelMix I de PCR yTP-PCR de SCA2 y

SCA7, añád¡endo 59.2 qt delAtaía B Master
M¡r v 0.8 Bt del Geñeral Master M¡x lV por

cada una de las muestras o controles. agitar
en vortex y dar spin. En una placa de 96
poc¡llos, d¡sp€niar 15 gtdelMix Aa los
poc¡llos correspond¡entes a lasfilasA" 8, C, D,

E, y f de la placa. 0e iSual manera, d¡spensar

15 t¡[ delMix B a los pocillos correspondientes
a las f¡las G y H para las reacc¡onesde PcR

para SCA2 y SCA7. Una vez d¡spensado los

mixes par¿ re¿cciones de PCR, dispensar l5 t-
del Mix B a los poaillos en los que se desee

llevar a cabo las reacc¡ones deTP-PCR de los

SCA2 v 5C,47. Añad¡r 5 ut de los Master-M¡x

específicos, que contiene los cebadoresde
PcR de cáda ScA. Añad¡r 5 gl de los Master
Mix específicosde cada TP-PCR (TP scA2
Master MixyTP SCAT Master Mix) a los
pocillos correspond ientes. Añadir 5 uL de
muestras de A0¡l a 10 ng/Ul- a cada poc¡llo, o

5 g[ de agua s¡se tratase de uñ coñtrol
negat¡vo o S É de control pos¡tivo.

Colocar en eltermoc¡clador y ejecutar el
progÉm¿ siguiente: Denaturación iniciala
94'C por 5 minutos, 30 crclos de denaturación
a 94'C por m¡nuto, hibridación e 6O'C por 1

minuto, extensión a 72'C por 2 m¡nutos,
segú¡do por un paso de extens¡ón finala 72'C
por 10 miñutos,

NOfA: Lo qenot¡piltcociÓn po. úP-PCR e.4I¡¿o
cuondo N. PCR se dea..to tóto uñ oEto dent o .kl

Preparcc¡ón de ploca de fragñentos:
€n una placa compátible coñ el€quipo
proceder con lo5s¡gu¡entes pasos: Prepar¿r

una mezcla de 18 g[ de Formamida 0.5 gL

Marcador GenescanTM 50o Llz, por cada

muestra a evaluarse. Dispensar 18,5 uLde la

mezcla en cada po€illo de la pl¿ca. Añadi¡ 1ÉL

delADN obtenido en las reacciones de PCRy

TP-PCR. Denaturalizar las muestras a 98'C por

5 m¡nutos. Guardar la placa a 4'C hasta

¡ntrodúcirla al anal¡¿ador.

Ele.troforcsis cdq¡ldr
Une ve¡ preparada la placa,lás r€acc¡ones

deben s€rsomet¡das a eledroforesis cap¡lar'

Se empleaén las cond¡c¡ones recomendades
por elfabícante. Para programar las

cond¡c¡ones de elec-troforesis cap¡lar se debe
tener en cuenta que el rango de ampl¡ficación
varía entre 1m a 50o pb, lot marcádores
emDleados estáñ marcados con 6-FAM y que

el patróñ de peso molecular está marcado con

Gen€ScanfM 5OO l-lz.

Anólisis de rcsultodos
Resultados de PcR

Empleando el programa Genemapper, ánalizar

eltamaño de los fraSmentos geñeádos. El

resuhado será un eleclrofercSrama con picos

de ¡ñtens¡dad determinada y separado! de
manere Drooorcionál al ta maño del

(
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Serv¡cio de
fragmento.
Pera calcular el número de repeticiones de un
alelo desconoc¡do se puede emplear la

s¡gu¡ente fórmula:
N'de repeticiones = (Tam¿ño delalelo en pb -

xpb)/3
Donde X es:

SCAI = 139

SCA2 = 97

SCA3 = 160
scA6 = 96
SCAT = 248

scA12 = 123
5CA17 = 127
DRPTA = 112

Sesc&r&Éid¡ieg8
Por TP-PCR se puede dferenciar alelos degran
tamaño que por PCR no pudieron detectarse
deb¡do a su gran tamaño. S€ debeeváluar el
perf¡l del electroferograma generedo. Ver

ñ

8 REGSTRO Y REPORÍE DE PROCEOIMIENTO

Rea¡lrar "Reporte de láborator¡o ¡
d¡soosic¡ón" en base de detos
"Genotipiffcaciones".

Informac¡ón
rc8¡lráde €n base

de datos y Repone
de genotipif¡cac¡ón

Dara sc¡s

Laborator¡o
Neurogenetica
(b¡ólogo genetisra y
med¡co genetista)

Servic¡o de Neuro8enét¡ca

FIN

tx. RECOMENDACIONES

Todo estud¡o genético debe ser realizado previo proceso de consentim¡ento ¡nformado
que autorice el proced¡m¡ento genético.

La solicitud de la prueba genét¡ca y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse

d¡rectamente con la persona afectada en el contexto de una evaluación médica y de

asesoram¡ento genético que incluye evaluación pre-test, test y post-test.

@
G. VARGAS

l. ?AotE L.
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x. ANEXOS

ANEXO 1

FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENETICA PANEL DE ATAXIAS HEREDITARIAS

rNtcto

I
Consent¡m¡ento lnformado

Orden de proced¡miento para estud¡o genét¡co p¿nel de

ataÍas heredita.ias

Trámite de orden

¿T¡ene seguro SIS?

Genotipificación del panel de

atax¡as hereditarias

Anál¡s¡s de resultados

Fin:

REPORTE

I. fAGLÉ L.

G. VARGAS
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ANEXO 2

FORMATO DE CONSENTIMIENfO INFORMADO PARA ESTUDIO GENÉTICO

CEI{TRO DE INVE]ATEACIOII
aÁarcA E|I üEI,RoGE¡ÉTEA

IIIFORI'AOO PARA PRUEBA DE ESTUDK) GENÉNCO

¿C¡ó tr¡c.dÍd.rlo .. r¡c.ra..¡o !ú. |t&ú .l ad!.¡o g.nadco?

El ADN o¡ Ir s¡rslrffia qrr. !. sro.Frü¿ .n nu€.!a¡ c¿ld€6 y cmüDh tr¡b !u fuBim-ri..rto ótr¡o b ha€ñcb. En €l b¡sato.b de
ibülo!ü!óriá .h¡ cGolro de lñ¡Gdbdtón Bálc¿ en tl€|¡.ogéná¡cá (qaN) (bl ld¡r'r,b Náddrál ¡t6 cbn¿$s ibúoltlaca! fNcN).
há.Éry¡o. €¡.á.8 .r ql6 n66 g€n¡¡bn €ftool¡¡. mtio. oo 6l ADN, lhñádca múaooi... 5€ r.qftro útl nqéslr¿ d. sar|gre, ds
ti$pdo l(,crl u oto6l6jir6 pra obr.ñr.¡ ADa{. 3€!iin b ¡olai¡d (bl trÉd.o lr¿¡¡nL la ñu.3t. r.rá €f¡pb*li o¡d¡ltrYrori€
prÉ .iü.¡o gFiétko !€l&ionaó csi i¡¡ .rlbm€(h. No ms c. por*'i€ €rÍdÉr !ü müd¡.á Prt 0Í6 .*árlrr.. corlro
lElflogbohá. gl¡co6a. €b ld.nlfrr 106 c¡m!¡G o rwEoorEs d¡ €l A¡)N olodo lornr vrbs Í!€64.-

¿Cut . ..ñ lq b...1k5. l¡l.d¡igo g.naüco?

Ei €c¡ldb gEíét@ ñ6 Ffmitr¡ .ono.é. .l d¡Enó6tao prtcbo d. !¡/ dc.!r.dd y podér dá|b 6¡ ¡r¡ .bE¡ltn .flis .?€cll!.i a.¡
corno bmt¡éo ¡¡¡ di.ñraci&r 3ó&6 $ dot¡rtón, Foió.tÉo y polr¡bL tratri¡..|b. T¿db¡á. b pqma¡rá lqBr ddr.b.E! <b vida coit
h nbrm¡ciür rná3 l(bcuáda.

¿C¡¡l ps.d. ..r .l r6r¡¡¡do ¡Ll .d¡¡d¡o?

El G'/tsto Fr€d. corfdtar i¡ .nbnn (H. ós.an¡b o algut¡! !¡Éés 5¿r nEarlo o pco dtq en c6t úni¡o ce. ó pdt¡¡drc
F€cilJ .¡ ¡f¡el|ó.1¡- l-r €nt¡We (b ¡eaot¡ds sa raa¡¿¡ c.nb poñ. (b |.¡ cd|3¡l¿t ..p.cbi (b¡(b l€ d¡.érlto¡ hbrmcih !ob.é
au e.f6nñ.d¡d y lot ri63gp6 f¡trs Ulasd y !o l¡¡n¡¡t. 6! po. Gllo qu. rto irbrÍrmos Genss por agbno. €n d lidn9o qtp l. L
heys ¡ñdédo qu. (bñoc 6l Foc.6*r*mb ó€ s¡, ¡i¡t¡tr¿. tjd. d.b. cóol¡nar úr ot! p3! drrlg. (b r.$¡L<b. vb a8€.orb

¿Cu¡.. rd| l- moLri¡a t r¡.!tr p-¡ Ud. - rxt¡..i.út¡do gia¡co?
l¡s rYloLsrá3 qu6 t ó. sc.r'á 6n b oHéñcllí dé sañgr. t.É ál9o d€ ddo. po. 6l drcno¡o do la 4o¡r y .ta l.oz podda pr6.ñ1¿ uñ

nüstón ¡l 6lf3¡ ddtd..6 b itüoúr¡)la ¡!|&r o ti¡rn 
'¡a 

¡b.dür an b z.na de F¡dür En €6b üümo c5o s.rá abtxló po.

eÉd¡.t da ¡a hli¡¡.ih d|l cdo ád¡c'bnal. al ..nÉ€r .l rcs{É, .s¡¡ ¡rld|rl*ón Fd.l¡ o.addi¡rL pf€oolpdión y r€rúr pór b3
co¡Eo¡ftü3 Fr!rJ6, 6.nl¡Yt , Itta.&É y ¡ocbl.s .b lbvr ürá édl€ínodd hqtdltii.. PÚ! b artl ¡. b b.iñd¡á apoto y
orient&bn €rr con¡¡l¡3 €rp.drlr3 l€ áraac¡¡. lluálh€|lté, 3¡ otrÉ p€rso.s3 a6boñ qu€ uno lbi. ma rl€.ñ..lad hor€r¡L.b, 0l¡06
fúGrnb.o6 d€ b Irrü|e o 16 pdr.ía drcd€dü ds ub p!€d€n Ó¡cririr¡tíG.

fr€claR^cFll IEL 50LtÍ ¡tE
¡16 r¡do irrdm¡dr{á) ar€á .b lá p6blidd de Étl¿¿í¡e m o.ü¡dkt 96ót¡co v h€ bn ¡lo la o0onunlad (b he. bs pr€luñlás

.Éc€.rhs aérc. él pro..dmi.nlo; é¡or |áüd€ct|ó(á) co(r1!3 ordac&br.¡ l6crlitt v dov \¡or¡ds|¡|ttnll m¡coÉ6nl¡n¡lrib

l- OrÉ 3€ rn€ €nrdge ma mu€slr'¡ para eatudb lBnétao d6:

G€noaifif cadón d€l g€ñ:

z Q{E Ee rna infuflnc el r6*a(b

3. O|¡ s€ driraceñ€ mi muesüe d€ ADN €o €l Barro dc ADN dol CIBN.

¡bn¡.. .dnpbb:
oNl

I TAOLE L.

Sr., ¡olbrt¡ar. ¿o aall c.F&ú pt. dt tu €d¡sdldnf.rfo
Yo corm .ospom$|| &l sol¡iia¡ts. doy aoo3€ílm¡€rlo p¿ra €l 6t.db gÉnátco.

¡¡.rtb.o .úñpbb:
oí:

¡€Yloca¡otüaoa- corasE¡frtErto
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ANEXO 3
TNTERPRETACIÓN DE RESULTADOS DE ELECTROFEROGRAMA DE TP.PCR

TP-PCR PARA 5CA2

Alelo no expandido procedente del contr0l positivo

TP-PCR PARA SCAT

w
G. VARGAS

Alelo no expandido procedente del control positivo



Servicio de Neurooenét¡cá

ANEXO 4
FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA PRUEBA GENÉTICA DE PANEL DE ATMIAS

HEREDITARIAS

l',lor¡bre6 y Ap€¡idos:
FedE de ndmierto
Ser@:

Stab¡s c-lhico:

I rpo de anueafa:
Estado de la nu€cra:

Aeb 1:
A€b 2:

@igo de h nue*'¿:
tlctodo de ohterrií¡:
Rernitent¡x

Fedra de obErrón:
Fe<ha de €rrisii$ de r€sltado:

Prier¡te €s eñ/i¡do p-a €sh¡db mdccdr por dagnósttco dhko de atdÉ esphcerebelosa.

REISI'LTADO ¡'€ AI{A¡S¡S I,IOI.FC¡'LAR PARA ATAXIA TrFO I (SC 1)

RESULTADO ]iIOLEq'LAR
Preser¡cÉ de alelc con repdiciones der¡tro dd r¿ngo de ncrralSed.
pr€s€ncie de trt aldo @n r€pett¡oes €nc¡ma del nngo de nornraiiiad.

Aeb 1: r9ettbnes C¡G.
Aeb 2: r€D€ticbriesc G.

I{TERPREÍ C¡óf{
El dia€ftt*i€o rble<r¡ar d€ la ataia e.p¡no.erebdc¿ üp I (SCAI) se defrr por el rúm€ro de
repeti<ihes CAG dd aleb más largo:

ALloa Íoínat€: ha$¿ 38 rc9dkifi€s CAG. A*mifio, alds co¡ 39 ¿ ¡t4 .€9et¡cb.E cdl
pr€senda de internpcion€s CAT.
Alelo. co|| Fñeitardr 6mC.a+ pülófho: A pa¡tir de 39 a ,t4 Ep€ticbrE CAG dn
¡nteÍupcion€s CAT o alebs cq| 45 e má r€p€ttbrEs C¡G s¡n hterrupciorÉs.

PROCEDt'{tOfiO:
El estudio nnleorlar pra g€ñdiftfración del número de .€fetkiones CAG dd gen AIXM cdts&te en la
amy'ifi<im por PCR en ti€npo final us¿rdo o¡igmudeótidc matt os 6r fuor6cenda, dd€am¡nadóñ
del número de repeticion€s CAG por dedrofores¡s cap¡hr co|l m¿cador de p€so dDlecular. üilizando d
kt Imeg€r|@SCAs.
La precidon de la determhación de nrirnero de ¡epeticirxps €s d€ a 1, 16 valor€s obtenidc cerca dd
lím¡te estableddo corno petologico deben de ser t-atadc con esFecial o¡ilado,

ooftcLUs¡of{Es
. El r€1hado exduye/co.ñíD el d¡bOnóÉtko de Ataria Esfirb@rEbelon tipo 1
. EstG r€suttados deben ¡nterprEtarse t'r d coite)úo de halhzgos dírúcos, antecedentes

fami¡ar€s y rü06 r€slltaós de labor¿tofb.
. Todo d¡¡Unó6tko getÉtico debe ser e¡tsegEdo en una q'l!¡¡lb especialirada de

asesordnirlb gerÉtko a cargo de t'l p¡ofes¡onal capacitado,

RE9t LTAm D€ AI|AI¡SI5 t{Ot¡CUl¡n P nA ATAXIA €Sp!Í{OC!REBEU}SA flPO 2 (SCA2)

RESULTA¡'O ¡iIOECULAR
Presencia de ¿ldos con re*etic¡orEs dertro dd r¿¡go de nannliiad.
Presench de un aldo con r€oetk¡oñes enc¡na del ran@ de norrnalilad.

rep€r-irÉs CAG.
repd-irEs CAG.

@
G. VARGAS

t rEnpREr cróal
El di4nó*ico rmlecriar de l¡ etaú €sp'n@rebe¡É
repeticiones CIG dei alelo m:ás hrgo en d gen /4tlM

ALloa nonnaba: ha¡aa 31 reDeticiones CAG.
ALlo. hc¡qb6: rango de 32 a 3,{ repeicides CAG.

Ceitro .h ln'¡€t|sódád aá6t¡ q No¡ogad<a
trEftlo rb|d de O€idas l&ud,ág|@s

üpo 2 (SCA2) s€ defne por el nlmero de

.tl

i,.:l:,i.,'.- i.,..,
.,', 1¡ ri,,t , (.. r:i: l!r,,

. ,, j,j,. ]l 
.:-

t%h6, {
LA N,AR)RÍ):E CB{IXÍ' DE I!'I/EfGA'TÓ BASAE{ AH¡GBETICA. t¡{(

PANEL ¡'C ATAXIAS HERS)fÍARIA!;

I,IAOLE L
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Alolor d9 po.r€F¡ndr compl€ta, pltológirr: A parti. de 35 o rÉs r€p€tabnes C-AG.

PROCEDIHIE¡Ifl':
Ef esudb mofecufar p-a geiotipificacjón del nünero de r€peticiones CAG d€l geri A7XN2 @1á9¿ al
amdificaciúr po. PCR en t¡eípo fina¡ usaaüo d¡gq|ucleót¡rc mercadG con fluor€sceñde, &term¡redrn
del nú.rEro de repeticidr€s cAG po. decrofores¡s @pihr @ñ mr(ador & p€so rbleqld. ü¡izardo d
ktr lnÉgen@$Ás.
La pr€Éisión de la determhadón de númerD de repet-ioaEs €s d€ a t, 106 valo.es obtenidos cerc¿ del
limite estable<ido como padogico deben de ser tratados cDn espec¡elcuil¿do.

cof{orr$ot{Es
. El reejlt¿do exduye/coifir¡a el d¡aqnó6tko de Atada Espinoarebelo5 üpo 2.
¡ Estc rcsulbdos deb€n i¡terprebrse en d @nb)do & hall@gos dínkos, anteced€ntes

fami¡¿res y otos resuh?dos de laboratorb.
. Todo dagnóEt¡@ genáico debe ser €nFeg¡do en una @n$rlta especialaada de

asesoram¡qto OErÉtico a (arg|o de |'l profes¡onal (apacibó.

REgTLTAtXt It€ AÍ{ALI;!S ltOt¡ClnAR p ¡A lrrxrA ESpr{OCEREBEU)!¡A trao 3 (SCrüt)

RESULIADO f{('I¡O'I¡R
Pres€ncb de aleloG c'l r€pticb.Es ded¡o d r&go d€ nofmalüad.
Prese¡rcia de r,lr aldo qr repetic¡dr€s €ñclna del r¿rqo de nocmliiad.

Aeb 1: lep€t-b¡|es CiG.
Ado 2: r€petkixes CAG,

rdfERPaEf ÍxÓf{

El dagnódico nnleo.lar de le ah¡¿ e+ino<ErebelÉ tipo 3 (scñ) se defr|e por el nime¡o de
repetidmes C¡G del alelo más largo en el gen /z/illi

Aleloa .ro¡malca: hásta.+4 reeticiones CA6.
Ahb p.Fü-.nd. htd|n€dr: rangD de,l5 a 59 r€p€ticidte C.AG
Al€lo. ds poetr¿ic¡. co.Íplet , p¡tológ¡lo: A p¡rtir de $ o m¡ás repetkid€s CAG.

PROCEDI'{IEÍR'
El e.t¡db mo¡ecd¿r pde gerpüpafica¡rin del nrftnero de r+etkixes CÁG del gen Á7¡7y, <ooise en
ampl¡fi(ecio.r po¡ PCR en tieÍpo fina: usando o¡gorude¡itiic martados co¡ f,|.|'re6c€ncia, deteminaciÍl
del núñEro de r€p€tidor¡€ CAG po. dedor€s¡s cap¡br con mü€dú de p€so rbled¡ar. Ut¡i¿añdo d
kjt ImegerOSCA6.
La pr€cisióñ de la determhedón de nrrnero de repaii¡nes s de t 1, 106 y¿lo.e5 obtef|idG cerce del
lím¡te esÉle.ido corno patol¡igico d€bei de ser U-¡tados con e+ec¡al cudado.

co cl-r¡rslode¡:
. El regrltado exduye/oonfirÍ¡a el d¡agnód¡co de Atax¡a Esp¡nocereüelosa Upo 3.
. E{6 resJlbdos deb€n Interf(dalse en el contofto de hall.zgE dhi@, ateced€ntes

fam¡¡ares y otsos a€$lllado6 de labor¿torb.
. Todo dhgnostico gE¡ético debe s€r ertregado en una consuha €spechlizad! de

asesorarniento gE.Éüco ¡ cargo de un prof€s¡on¿l capacitado.

RESTTLTAm DC At{AI¡lil!¡ NO¡..CCU|-AR PARA ATAX¡A ESP!Í{OC:REBEU)64 r¡9O 6 (SCA6)

RESULÍA¡X' Ií)I.¡C¡¡L¡R
Presencia de .ldc cdl rep€ticbrÉs dertrro dC rügD de ñormalirad.
P¡ese¡rcia de t¡n aldo con aeDettiooes encina del r @ de norrnelUad.

A€b 1:
Aleb 2:

r€pettimes CAG.
repettcbn6 CAG.

Cerüo de ¡nw$t¿dí eí*. o N@Dgdd<ó
I.Etlrto ildord rb oñds ¡kudjdG lr. A16+ lP lzl tn, Éú |Te¡ghrb.Laa+51lallZ¡t9 |

Cd@ d.drú@: ilo.ciebg.núe-!€ |

;:!r'- 1' ''
: ,lir:,. !. ¡ :ir:,,r : ,,.; _;-':. '

")'.1- .ri]ll. l. (1. ri, . r :
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¡Í{ÍERPRET CtOf{
El d¿9nó6tico npl€cdar de l¿ atada eginocerebdGa tipo 6 (SCAó) se detre por d rúm€ro de
repeticimes CAG def aleb má.,ergo en d gÉ,i 40'¿4L&,

Alslo..ofmaL: h¿le 18 ¡epeticir¡e. CAG.
Alolc pofttr.||C¡¿ ¡¡tÜln€dr: 19 repe{icimes CAG.
Als¡oó d. pc.r€ürn ¡. comCsb: A p.rtir de 20 o m¡is r€p€ti(irE CAG.

PROCEDI!,I¡E¡ÍIO
Ef e$db mof€r¡¡br p*a gendipificacón del rumero de rEpd¡cbrE CrG U ga\ rc¡úAlA s\á*e e\
amf,ificacict por PCR en üeapo final usando digoru&itidc rn¡nados con f,rsescanc4 detemhadm
dd número de rqeticicr€s CAG por deóofor€6¡s capilar or mlcador de p€so nEleq¡lar. üilizando d
kt Im€gen@scrqs.
l.¡ precisio.r de la dete.mh¿don de ¡úmero de repdÍaion€s €6 de t 1, loe r¡alores obe¡idc cerca dd
lím¡te esableddo cor¡o patdog¡co debe¡ de ser tratados @n espec¡al c'lüado.

CO (I.US¡ONESI
. El resultado exduye/@nf¡nna el diagnó*¡co de Atax¡a Esp¡¡ocerebelosa 6po 6.
. Est.ts resuhados deben ¡nbrpreta,se eri el @ñtexto de halhzgos dí¡¡i:D6, a¡tec€dert€s

fam¡¡ares y otros resulf?ós de labor¿torb.
. Todo dagnóetico grerÉüco debe s€r eotsegEdo en un¿ consulb esped.l¡zada de

asesoram¡ento gErÉtko a cargo de in profes¡ona, capactbdo,

REST LTADO t C At{A¡¡SlS rOttClI¡R PARA A¡AXIA ESPT OCEREECLOS TtpO 7 (SCA7)

RESULTAIXI IOI¡O'I.AR
Pr€síc¡a de ¿lelo6 con r€peücbr*s deñü! dd .¿ngp de normalüad.
Presencia de rn ¿ldo ql .ep€ttihes eicina del r¡¡gp de noñ¡düad,

Ado 1: repettiones CAG.
Aeb 2: r€petab¡es C¡C.

tI{TERPNETAdóN
El daonó6t¡co ¡plec¡Ia de la rtdia €.ph@,ehC€ tipo 7 (SCA7) se deñre por d nlme¡o de
.epetidone. CAG del afeb máslargo * d gan AlXltlT

Al€loa mrmal¡: haga 19 ¡erticbrEs CAG.
ALbt hdstoa! rdlgo de 28 ¿ 3 repet_cior¡es CAG
Al,.b ds p€.rüaEi¡r ¡nbnn€d¡a: r¿rEo de 34 a 35 t€p{iicbrPs CAG.
lhlo. d. pc.Fúlnci¡ cDmC€b: A parti¡ de 36 a más repetiddle6 CAG.

PROCED¡XIAüO
El e.üdb moled¡l¡r pa'a ge.Etiifi€adón dd núnsb de r€petkidr€s CAG dd qpn ¡f¡ry7cons¡ste €f!
amdificaciúr por PCR en üer¡po ñnal usando d¡garuderátidc macadcc on ft¡oreerrie, determinxion
d€l núÍso de .€pe{idori€É CAG po. d€.bgbr€s¡s catibr dr mdEador de peso rmleo¡lar.
Daerninxion de honnale¡sfno por dÉoininacion de la aE€ncwpr€sgcia dd alelo e¡oandilo pa TP-
PCR pa|a é gen AIXNZ Uti[zardo el kit Imeger@CÁs.
la precisirio de la deter¡nhadón de n'.:mero de repetkiacs e¡ de + 1. 16 \¡¿lo¡es obten¡doo cerca dd
límite ealab{eddo corrlo Frtoll¡to deben de ser trüdos co¡r especial o¡ilado.

co (LUs¡OfieS:
. El resrltado exdúye/@nfirnu el dragnóS'ro de Atax¡a Esftrpcer€bel@ üpo 7.
. Estc r€s{¡lt¿dos deben ¡nterpretarse e'| d (Dnte)do de hall¿gos dín¡cos, a¡tecedentes

fami¡des y oüos reí¡bós de labor¿torb.
r Todo diagnóstico g€rÉüco debe s€r eabegEdo en un. con$lta especializada de

as€soa¿rn¡ento gerÉtico a cargo de un profes¡onal capacib&.

C¿.r.o de Inwdlgad¡jñ 8¡í6t¡ en Nsrog€rÉG
¡rÉür¡o r'¡?rld|¡l .le C¡€nda6 ¡¡€uoláglG

@
G. VARGAS

t, A16$ l|. lZl Lin, Pqú-r.|éhno.¡..dor +51 1,t11 7t79
CrE C¿d!.i@: hfúcerdlerdO+.
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RESULfADO D€ AÍü¡.¡S¡S !{OIECU|¡R PARA ATAX¡A EjSPIMTCEREBELGA n¡O ür (SCA!2)

RESUITADO 
'{OLEq'I¡RPrese¡rcÉ de ¿leloo con répeticbnes deñtro dd ranqo de rÉiirb:ilad.

PEs€ncá de un ¡ldo co.r repetaiones eic¡¡a del rangp de noimalü¡d.

A€b 1: tepetai,nes CAG.
Aeb 2: rep€ttuÉs CAG.

rxr*PRE¡ ctóf{
El d:¿rgrp*ico mdecular de la etaxia €Ép;roer€beb6e 6po 12 (SCA12) re défrE p6 d número de
repetkiones CAG del afeb máslargo en el g€'\ PmR2E

Al€lo. noín 16: ha.ta 32 @kix|es CAG.
Al€16 hcieto: rengo d€.O e 45 ¡ep€t¡cbn€s CAG.

Al€loa ds pgtctanc¡a compl€tr: A partir de 51 o más rep€t¡cides C.qG.

PROCED¡'¡|¡Eif¡O
Ef esh¡d¡o rde<¡¡far pa|a oe.rotaiFcrion dd núneo de ¡epetiqres CAG dd 96 PPP2R28 @rÉigc el
amdifidiin por PCR en üerpo final usddo d¡9dude¿6d6 marcadog co.r lr¡oa€scerrc¡4 debminaciír¡
dd nú.rEro & .ep€tidoo€s cAG por d€dc'6ore9¡s .api¡ar dr mrEadú de p€so rDlecdü. Ut¡izando d
ki lÍteget|@gA.
La p¡ecisiín de la detemhacion de nrjmero de rcpaicidEs €s de f 1, lc rralores oburidos cerr: del
límite esdeddo corño padogto d€ben de s€r o-atedos con esp€.lrl cuil¡do.

co (tt stoflEs:
. El resrltado excluye/corifrma el diagnó6t¡co de Atar¡a Espiriocerebelosa tipo 12.
. Estc resulbdos deben iite¡pEtarse en d aot|texto de hallazgos dínicos, arteoedentes

fam¡¡aes v obos r€sultaós de laboratorio.
. Todo diaoóGt¡co g€rÉüco debe ser entsegEdo eñ una @nsulta espedalizada &

asesoram¡€nto gErÉtico a cargo de un profes¡on¿l capad:fado.

RESULTADO DE At{At¡S¡S t{Ot-:Cl,|¡R ¡ARA ATATTA ES9!¡{OCEREIETG TIFO 17 (SC 17)

RESULTA¡X' ||OLEq'LAR
Presencb de ¿leh6 coñ rep€licirn€s ddtro dd rügo de noiÍtalüad.
Pr€s€ncb de |Jfl aldo coñ r€pett¡o.les eñcina del rafigo de noñrdlad.

¡leb 1: r€p€ticbrÉs C¡G.
Aeb 2: r€pettbrÉs CrqG.

ffTAPiEf CtÓf{
El da{ñádko mdec¡¡ar de la abxia esfibcerEü€bse tipo 17 (SCAI, se d€firE por d número de
rep€tio_o€s CAG d aleb más leEo en el geñ ¡Ae

A¡.h. nor|nab: ha#,+0 relaic¡ones CAG.
Al€hú ds 9q|€üanda l¡túm€d¡.: r¿ñgo de 41 ¡ 48 rcpdk¡r¡€s CAG.
Aleh. da p{sFand. cd||pleb: A part¡r de ,19 o m¡ás ¡epetti¡es C,AG.

PROCTOII,|¡EI{TO
El esrdo molecdar pd-a genotiÍifEadon del nimero de repeticiors CAG dd gen I8P cdlsiste €n
amy'ifiecim por PCR en tienpo frral us*rdo olgonudeótilc m.rEedos on fl@rE5.enc¡4 d€term¡nacúl
del núncro de reeticiones CAG por decroforeds cap¡br c!.r m¡edcr de peso nplec¡,Jr. üilbndo d
kt Inegen@S¡6.
La pr€aidft de l¡ deteñihadón de ñúmero de rEpáicixtes es de + 1, h6 válo.aÉ ohteridc6 certa dd
lírnite €stóle<ido corno p.to¡ogto dó€n de s€r ffidos coo especial cuilado.

co (LUstoüEs:
. El EaJltado exduye/confrrna el diagnódico de Abx¡a EspirEcerebeloÉa tipo f7.

centro .h triédllEdiñ Bás¡ca ei Naoss.€d@
rñtü¡o Núrd & Cl€r'd¿s ¡k-,rrdosa6s

@
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T.ébbtur+5t 1,r¡¡ 7¡9
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. E*c regrtbdoE deben ¡nterpr€tarse en el contexto de halla¿gos dh¡c6. antecedentEs
fam¡¡¿es y oüos resultaós de labot"¿torb.

. Iodo d¡agno*ico genetko debe s€r €nt.€0¡do en una @nsulta espocbliz¿da de
as€so.am¡qrb gErÉb a caago de un frofesixE¡ c¿pacibdo.

REqTLT Do DE a al¡sts rot Eqrt ai paRA arRoFra DErraro-Ru¡no+frDclurs¡at{
(DRF|¡)

RESULTATX) IIOLEq'LAR
Pres€ncia de aHc con repet-c¡ors d€¡üo dC rrñ90 de no.rEliiad.
Prese¡¡cb de r¡r ¡Ho cor¡ r€p€diciq¡es encinr dd r.ngo de ncnralilad.

Aeb 1: r€oetibr€s CáG.
Aeb2: reoettb.Es CÁG.

¡lff4PREtactóf{
El dbrJnóstico molec1lhr de Aüo6a der¡tato-rubro.pálilo-tris¡ara (oRPLA) se defiE por d núñero de
repeticlones CAG dd ¿lelo más largo g| d gert ///yI:

Alsbe ¡|o¡mal€.t hasa 35 r€pdtbnes CAG.
A¡elo. ir<¡qto.: r¡ngo de 36 a 47 repetid66 CAG
l¡eb tls psEüa|rda ompleta: A partir de ,E o más rcp.ttirs CAG.

PROCEDnt¡AnO
El e.tudo Íd€orld para geoai¡iñcaiín dd nrímero de repe*idorEs CAG dd q€n ,{IrVt csüste en
amy'ifiaion por PCR en tienpo final usardo di¡onudeótidG marc¿do6 dt fi.¡qescencb, detemh*irja
dd núriero de reetidonea CAG po. dedoforeds cap¡la. con mdcado. de peso Íiolecdar. llf_Eando d
kit IÍt€gen@SCAs.
La precisión de la dateamin¡dón de núÍ€¡o de repet¡ciooes es de + 1,106 \¡¿lores obten¡dG cerca d€l
límite estáleddo corno pablogto d€n de sar tratados con especi¿l cr¡idado.

oo ctl,s¡ofiErs¡
. El re$ltado exduy€/confifrna el diagnódico de A¡rofia Dentato{.ubro-Pálido-tr¡isbna.
. Est6 resültaós deben inter¡rEt¿rse en el @ntedo & h.lb¿go6 díniG, rntecedcnEs

fami¡a'es y otos res!¡lta&s de laMorb.
. Todo d¡agnógtlco genéüco debe s€r enfegado gr una @nsulb especblizada <le

as€sor¿mie¡to qenéti6 a c¡roo de un p.of€s¡onal capajtado.

Cdlbo de lñcatlq¡dtn &i.b¡ d t¡&ro9g d@
IrÉatu¡o N¡.b.El .b ckxL. i¡arll¡¡G .t. &odr ¡,P lzt lñ, ¡úú |

TdébEdÉb: r5¡ trll z/r9 |
cdrÉ ¿.d¿rE: rlm'éGrE{. dC.F|

r. TAOtt L.
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v.

6 - pRUEBA GENÉncA pARA DrsroNhrrpo owr

FINALIDAD

Apoyar el d¡agnóst¡co molecular de la D¡stonía t¡po DYTI, a través de una Buía técnica para la
genotipificación del gen IORSr,VAIA, sustentada en la evidencia científica v¡gente para este
procedimiento.

OBJETIVO

Establecer el proced¡m¡ento de la prueba genética para la mutación 904-906delGAG/907-

909deIGAG del gen ToRslNATA, prueba diagnóstica para la Distonía DYTl

Ái¡sro DE APLtcActóN

Guía técn¡ca de aplicación obl¡gator¡a por el personal del Laboratorio de Neurogenét¡ca del

Serv¡c¡o y Centro de Investi8ac¡ón en Neurogenética del Inst¡tuto Nacional de c¡encias

Neurológicas.

NOMBRE DEt PRO€EDIMIENTO A ESTANDARIZAR

CPT: 81418 - PRUEBA GENETICA PARA DISTONÍA TIPO DYT1

CONSIDERACIONES GENERALES

5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

. RFLP: Polimorfismos de los fragmentos de restr¡cc¡ón

. Distonía pr¡maria DYTI: enfermedad neurodegenerat¡va causada por una deleción

de nucleótidos GAG en la posic¡ón 904-906 del gen TORSINlA.

. Gen TORSIN1A gen ubicado en la reg¡ón autosómlca 9q34.11.

5.2. CONCEPTOS BASTCOS

. PCR: Reacc¡ón en cadena de la pol¡merasa, procedim¡ento mediante el cual se

amplifica (obtienen muchas copias) de ADN

Nucleótido: es una molécula que es la unidad estructural básica y el bloque de

construcc¡ón del ADN y/o ARN, una de sus partes es una base n¡trogenada las cuales

pueden ser adenina (A), guanina (G), timina (T), citos¡na (c) o urac¡lo (U).

Genotipo humano: en el contexto de un estud¡o molecular, se refiere a los dos alelos

o formas heredadas de un gen (o una var¡ante de un gen) específico de un individuo.

ADN: ácldo Desoxirr¡bonucleico, cont¡ene la información de las característ¡cas

hered¡tar¡as y las secuencias para la creac¡ón de aminoácidos que generarán

proteínas para el funcionamiento de un organismo.

Consent¡m¡ento Informado: Procedlm¡ento med¡ante el cual se garantiza que el

sujeto ha expresado voluntar¡amente su ¡ntención de part¡cipar en una prueba

Benética.

REQUERIM I ENTOS BASICOS

5.1. RECURSOS HUMANOS
. 01 biólogo genetista o con entrenam¡ento en biología molecular

. 01técnico de laborator¡o.

: r;.

I i o'¡.iq:¿
iE ÚOIL¿ .

3*.
!:
!:

ir- i-t

:1ü!.!
;+

2.

vt.

@
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. 01 méd¡co neurólogo.

CUIAS DE PROCED¡MIENTOS t tA(tla L,
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. 01 méd¡co genet¡sta.

6.2. MATERIATES

6.2.1. lmplementos moleculares

o dNTPs mix: A, T, G y C (2.5 mM c/u)

o Agua ultrapura libre de nucleasa

o DYTI-F: SICAGTCCCGAGGCTATGAAATTG-3

o DYTI-R: SIATGGAAGGACTGAGTGTTG-3'

o Platinumo Taq DNA polymerase 5 U/pL (lnvitrogen).

MgCl2 50 mM.

o Marcador de peso molecular de 10 pb (lnv¡trogen)

o Enz¡ma de restr¡cción BseRl (10U/uL)

6.2.2. Reactivos quím¡cos

o Acrilamida

o B¡sacr¡lam¡da

o N¡trato de Plata

o TEMED

o Persulfato de amon¡o

o Tr¡s base

o Acido bórico

o EDTA 0.5M pH8

o Ácido Clorhídrico

o x¡lencianol

o Azul de Bromofenol

o Glicerol

o Etanol absoluto

o Ác¡do acético

o Hidróx¡do de sodio

o Formaldehído 37%

6.2.3. Mater¡al de plástico

M¡cfopipetas 10 uL, 20 pL, 100 pL

Tips con filtro 10 FL, 20 LrL, 100 FL,

Tubos de PCR 0.2 mL

Grad¡llas para tubos de 0.2 mL

P¡setas

Estac¡ón congelada para PCR

Placa de siembra

Soporte para micropipetas

Incluye: Buffer PCR 10x y

o

o

o
o

o

o
o

o
l''ii¡;:'''': " .:' -

I'ltit¡' r,., i.,A.rrat; l. ,],;,c,1r., ":):¡r.,;.e!r:-.r'. 1i .',;:.,r i
6.2,4. Material de vidr¡o

o Matraz aforado de 1000 mL

o Probetas de 250 mL y 1000 mL

o Vasos de prec¡pitado de 50mL

r. ?AoLa t.
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o Pipetas de 2mL y 10 mL.

o Prop¡petas

o Frascos para soluciones

6,2.5. Otros materiales

o Papel lente para laborator¡o

o Papel alum¡nio

o Lejía

o Papeltoalla

o Parafilm

o Mascarilla descartable

o Guantes de nitr¡lo descartables

o Mandil descartable

o Gorro descartable

o Botas descartables

o Material de escritor¡o: Bolígrafo, forro de plást¡co, papel bond A4, Cuaderno

de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Tóner para impresora.

6.2.6. Equipos

o TermocicladorS¡mpleAmp

o Espectrofotómetro Epoch (B¡otek)

o Cab¡na de PCR (ESCOo)

o Cámara de electrofores¡s vert¡cal profes¡onal (Cleaver)

o Incubadora

o Fotodocumentador

o Fuente poder (B¡orad)

o Balanza analítica (Sh¡madzu)

o Agitador magnético (Velp)

o Congeladora a -8'C/-20oC (Frig¡da¡re)

o Picocentrífuga

o Vórtex

o Cronómetro

o Computadoras de escritorio

o lmpresora

o Sistema de alimentación eléctrica ¡ninterrumpida

o Estab¡lizador

5.2.7, Software

o Plate manager (Appl¡ed B¡osystems)

o GeneMapper* Software 5 (Applied Biosystemsl

o GensTM vers¡ón 2.0 (Biotek) .,,r:i...:.,., .: . .. !.
i:l ll,'.1! ¡i;i,.rr:ti. ':i. :l,.r.r:rir:,

6.3. sERvrcros 'rr.Lr: 
i^r,'( i:L' r:r i 1r: ;'!:l

Serv¡c¡os de agua

Serv¡c¡o de luz

jr
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. Serv¡c¡o de ¡nternet

. Aire acondic¡onado

. Uso del laboratorio espec¡alizado

CONSIDERACIONES ESPECIFICAS

N¡nguna.

VIII. DESCRIPCION DETAI.IADA DEt PROCESO O PROCEDIMIENTO

vlt.

it' acTtv¡oAo PRODUCfO RESPO'{5ABIf UÍ{IDAO ORGAI{ICA

w)
t tAotÉ L

w

t tcto
1 CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA

EsTUDIO GENETICO

Documento de
Consent¡m¡ento

Area Clín¡ca Serv¡cio de
Neurogenética

5
t]

EMIfIR ORD€N O€ PROCEDIMIENTO Orden de Area clín¡c¿ S€rv¡c¡o de
Neurogenét¡ca

/3 TRAMI]E DE ORDEN DE PROCEDIMI€NTO

Solic¡tar la prel¡qu¡dac¡ón del proc€dimiento

tiqu idar €l costo del procedim iento
o
Trámite de aprobac¡ón del SIS

5€llo de
Prel¡quidación

Boleta de Pago

Orden con dos
sellos de 515

Of¡clná de Preliquidac¡ón

Ventan¡lla CAJA

Ventan¡lla SIS

contab¡l¡d¿d

Contab¡l¡dad

srs

ffi

4 REGISIRAR LOS OATOS DEL PACIEN]I lnformac¡ón
registráde en base

Solicitud de
proced¡m¡eñto

Area Clíñ¡ca Serv¡cio de
Neurogenética

5 EXTRACCION DE AD
(según proced¡m¡ento estándar del Labordtor¡o
de Neurogenética)

ADN 8enóm¡co t¡bor¿torio de
Neurogenét¡ca

S€rvicio de
Neurogenét¡ca

6 PREPARACION D€ AON PARA

GENOTIPIFICACIóN
Alfcuota de ADN con
concenlrac¡ón 10

Laboratorio de
Neurogeñét¡ca

servicio de lt
Neuro8enét¡ca \

7 GENOTIPIFICACION DET GEN fORIA POR PCR,

RFLP

AmpliJ¡coc¡ón por PCR

Preparar la s¡guiente mezcla de reacclóñ para 1

muestrá. Volumen de reacción:10 u[ agregar:

1ut dé Buffer de PCR par¿ ent¡ma taq
plat¡ñum 10X,O,5 utde ñixdNT?s 2,5mM,
0,S utdeMgCl¿ sOmM,0,2uL de Cebador
DYTI- 10uM, 0,2ut de Cebador DYT2-

10uM, 0,1 uL Enrimá taq plat¡num su/ul.
1 ut de ADN 10 n&/ut

Emplear els¡gu¡ente prográma de
amplmcac¡ón: 2 minutos de denaturac¡ón
in¡ciala 94'C, 29 c¡clos de denaturac¡ón a 94'C
por 30 seg., hibridac¡ón a 60"C por 30 seg. y
extens¡ón a 72'C por 30seg.; seguido por un
paso de extensión finala 72'C por 10 min.

Cone con EE¡mo EseRl

8uff€r1ox lul" Enzima BseRlSU/ul. O,16 ul,
Agua ddd 2,84 uL

lncubara3T'Cx2horas

Genotipo para los

alelos delgen DYT1

Láborátor¡o de
Neurogenét¡ca

..,jrjr..:.,.r"
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visuol¡zoc¡ón de prcdudos de ompl¡licac¡ón:
PrepáÉr uñgelde pol¡acr¡lamida al8% ño
denatu€nte oara la eledrofores¡s de los
prodúdos de PCR. Sembrar en c¡da poc¡¡lo

2ut de productode PCR con 2utde buffer de
s¡embra. Además, se debe colocar un 0.7 ut
mercador de Deso molecularde 10ob con 2ut
de búffer de s¡embra. Adm¡n¡strar !n voltaie
de 15OV por t hora. Real¡zar la tincaón delBel
con elprotocolo de t¡nc¡ón ar8ént¡ca.

A,t¿l¡s¡s del ohlo polítñó,¡fico

Presenc¡á de un fragmento con una delec¡ón

de 3 paresde base,lo que se ev¡denc¡a con la
presencia de álmenos 3 bandas en elrango de

REGISTRO Y REPORTE DE PROCEDIMIENTO

Re8istrar "Repo(e de laboratorio a d¡sposición"

eñ base de datos "Genotip¡ficac¡ones".

ffi

Servic¡o de

tx. RECOMENDACIONES

Todo estudio genético debe ser realizado previo proceso de consent¡miento ¡nformado
que autorice el procedim¡ento genético.

La solicitud de la prueba genét¡ca y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse

d¡rectamente con la persona afectada en el contexto de una evaluación médica y de

asesoram¡ento genético que ¡ncluye evaluación pre-test, test y post-test.

tA cio)'t

/.".
/1. t,/v. .

Y/

.,iri)ii:r :r,'i:;l;¡tl. tc Jt;i.ti | ::.

-,,., :ar ri:?,_. i L. -¡..,.t.: a,r! : ., r.,-.L,_., .
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ANEXOS

AI{EXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEEA GENÉTICA PARA DISTONIA DYT1

I@
I

@
G. VARGAS

rNrcto

Orde¡ de p.oced¡m¡ento para estud¡o genét¡co de D¡ston¡a

tipo DYT1

frám¡te de orden

¿Tiene seSuro SIS?

Genotipifi cación del gen

TORSINATA

4#e'xffi

]. ?ACLE L

Análisis de resultados

F¡n:

REPORTE
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ANEXO 2

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENÉTICO

COTISET{NMIENTO h¡FORI'ADO PARA

cExrRo o€ $t\rÉsfl G^ctox
a^gca El xanoce¡É¡r¡

l-:

PRUEBA DE ESTUDIO GE ÉNCO

¿Qua proc6dim¡..no .r n.c..¡rlo p¡.. |l¡¡zr .¡ ..tq.fo Fradco?
El ADN eá lá $sbr|¿ú q¡. !G e¡oredra.n n|l..ta cóldár y cdrtrcb ld|b !u ¡ici()rir||€oto como b h.rmcb. En el ¡bora¡tiod6
tLo|lgÉná¡¡ d.l O.rrro d. lñ.€cjgácih Bt¡ca.ñ l.l€lroo€íét¡c¡ (ClBf{) (bl|nrti¡}b N¡dt|al de cb i!' ¡Lttdq¡i:as (NCN).
h¡cÉlr|oi €rdr|Erbr o€ ñ.6 Dertb. doolrr c¡¡tb6 .n €l AI)N, lbn&3 mrtácilr6. $ ¡€qr€ro u€ ñudta & 3¡ñ0r., d.
lilopdo b-á¡ o ot6 Ll¡(b. pr¿ oüc.Er.l ADN, sgún b rdliü¡d d.{ úó<¡rD r' t¡nt6. Lt muéstá s.rá Í¡Pbda o.d6is .¡b
Fr. !¡uüo sÉñábo r€l*idrdb con s¡ enbín dsd. tlo rbi c6 podbb €rnC€6r.ü müldn pt¿ 0ú6 €dm.n.s cd¡o
lFmolroOh., gr¡c6!, ob. l&nÍ.r loá c¡rñtt6 o mutaddlo3 €n ál ADN puerb lqnt vtbr hééi

¿CuL..on lo. b.Í.tlcb. d.l.dud¡o t iódc6?

El 6t¡¡dó g€itüco nc p.rñiü.t con@:.l d{nó.r¡co pr.cio d..o.rl€rm€€d y poiler di.lg 6í ¡ía ab 
'it. 

ñás csp.cf¡c.r ¡:¡
.omo tamüén rr. qt¡.!¡oón i6d€ $ €|ro¡r¡dó¡l. Fo.|ód;co y posBo t¡rá.rli'rb- T.riblóo b psnljñl todtár (|éci.¡dE3 d€ úd. coí
l¡ hbrñ¡dóí ñ6 ad.cu.da

¿Cü¡¡ D.¡.ib ..r .l |l.dt¡do .|d .rr¡do?
€l É.dl& g$d. cúf|m¡r ¡j e.rled'cdd. (b3aar|!b o alqu|¡8 vcc66 s ¡ñcbflo o poco dao: .n cslc ú¡lino ctld, .5 podlámd
p.€c¡¡Í 6l d¡4nóslco. l-s eñt€g. .b .e€¡lt€d6 3€ r€srza cdm pele d€ lna cons¡.tl¡ 6.9ocbl (lrñb le d¡r los hb|m.ció.r iob.6
c¡ .drtr¡ádád y 1o3 ri..!a p€É Ud€d y .u írD¡lb, .. ,o. .llo qr. no hb|mre fl¡¡tdo. po. b5b¡t. Eñ .l iinpo qo s r.
h.!,. ¡nd.á<¡o q¡€ &i|nor€ €l FGsÍr¡.íb d. $ mt.sk¿. t d. d€ó€ coodnar un db pr! ¡rñgr (b.6dt¡(b6 tb a3..ab

¿CuL....15 ñot .ü¡ y rb.!.. pr¡ lró. ¡l |l tzr¡.l..t¡Co Fúltco?
l¡r mol€.tÉ. qr t¡d. 3tnt¡a¡ oñ b ot qtón ó ..rErE ..fá s*p d. ddq po. €l ¡.i.rr.:D ó l¡ a$ia y rt! \óz podtk Fe¡.dt on
rnqriü¡ dr €¡ áGa donós 3. ¡. hto.llio l. a$i. o t¡€n una hbcdón on b zma ó€ pundóñ. Br e.S 

'lüñD 
c-o. .eá abn.¡(b por

Friarrll dE lá iñrtiúdón i¡n c..lo afi:bnd. A cúoc€r €l Écllt¡.b. ..b inú.rmácón podrl¿ @liorE a pr€od4dó.l y !érm. por b.
coÉ.dr.fiia3 par*í¡Lr. ü¡m¡al3. lrbo.¡lrr y .ocbb3 d. lb"ar ure .d¿idd h€rüriln|¡, p.ñ b cd !. L !.indád ¡poyo y
diaílr¡t gr .onarb .¡póo€ do a!a.orb. lgpal]|oí16. 6¡otra p.Gona ¡don q.E uro ¡ier9 üs orlorñ.(bd lFr.dlsb. oto6
mknbr6 rl€ b ftnrb o b¡ prsd|6 drtdadd dc üb pu€d.r d¡.rlÍ rrtrG.

o€ctaR^crÓa{ ocl- sorrcfiA|frE
r|. ¡¡do úldÍr¡do(.) 6rcá é Ir p6blidád dé ledÉrr|. .n €.t¡b g€íélico y tr brió la o@n(n!d (b isr b6 pr€god¡s

n€.a.rb. r..É, (bl pro..dú*rrro: €lrry r¡dd.cno(á) co|r lr. .d¡d¡o||€. rc.51d.. y doy \¡o!t*riár.ni6 m¡ concorlinbnb

l. QrÉ 3€ m€ 6xtr¿¡98 una fnl€3tr¿ pare aai¡dl, g€nétko do:
Gg|ditñcadtn det g!¡r:

2" Oue sa ñó irirorfn€ €l r6dta(b

3. Qu€ se dr€cóno ñ¡ rlriéstra da aDN 6ll d EerEo d6 aDN del CIBN.

llart € cÉúobbi

onl

,! Sl.t 
'ot/c¡|'r/,. 

no 6A c.p.dt'fio pf. dt ar coo*ldtn,mo
Yo cofi! rsspúos-l€ d.l lolkilad., doy oorÉ€rrirDinno p¡ra ol 6l¡db g€nótco-

t¡olfbr dr|9blc:
oNl:

a{eMs)éw

iEtocafodalE- coaa3Et{tEE¡¡o

G. VARGAS



Servicio de Neurogenél¡cá

ANEXO 3

FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA PRUEBA GENÉTICA DE DISTONIA TIPO DYT1

Nombres y Apelidos;
Fedu de n*¡riento
Serc:
Strt¡s dhto:
'llpo de nr.re*ra:
Esdo de le rrueü¿:

Cód¡go de h m¡e.üa:
l4éodo de obterEón:
RemiEnt€:
Feóa de obterrciín:
Fedra de eniiin de ¡esulado:

<9/aw,rr,*C

tadrR/tloRto rEL(Eúno D€ Dn Esflot(ró Básrca E{ rcRocanftror
PRUEBA GE Énca pARA D¡sTo r pRn{aR¡Á ¡tyr1f{. -Dyrt-

P¿cieñte es e.wi¡do pü¿ e*rdb mo¡ed¡hr Fd di¿gnidico cjh¡co d€ d_rslonb tiro DYT1 .

RESUTT DO frl(tL¡(lrl¡n

O/DCTE6A fa v¿r¡ante p¿togénica "90,1_9O6delGAG/907_ q)9deGAG' ef1d 96 TOR¿4 dá,iú e
que se evidencia foagmentc en d rango de 50pb a 150pb

If{TNPRETACTÓN
L¿ pr€sencia de la v-¿riarite potogen¡ca "904_$6ddGAG/907_ gOgddGAG' €n J merbs uno de ¡6 alelo6
edá óodada a b kooh Prirídb DYT1 haÉta eri e1 309o de bs patador€s de est¿ mubcón y p* l¿
tEcn¡ca utiliz.da la ¡nterpEtaciin es la siguhnte:

GsrotiDo !|ormal: se e\/iierria dc fragnrertc en d rzrgo de 50pb a 150ph
Gsiol¡po @o l¡ r.ri.íte púferk 'gf_9O6d€IGAG/907_ 9O9dCGAG': se evi'e¡ria b
presencü de >3 6-agnstoe en el rengo de glpb a lshb.

pRocEDn{t6ato
El €*¡db rnde.üler p6re gerÉtir:ficc¡ón de l. \€.i¡nte patogá¡ca "9(X_$6.ldGAG/907_ 909ddGAG'
eri gen 7¿R¿4 cúr¡ste erl *trp¡ñccón por PCR an tiempo fid, leguido de a¡á¡ds de ñ-a9meíto6 de
logiud polinórñca (RF!) en gd de polbcilam¡d¿ e ¡nte.prrtacih de| núnEro de fragmenms.

cof{cLUs¡oI{Es

. El r€sltado exduy€/@nfirm el d¡agnód¡co de Digto¡a Pritaf¡a DYfl.

. Est6 r€sulbdos deb€n i¡terpretarse en d €onE)Co d€ hadazgos dín¡cos, antecedentes
f¡mi¡ar€s y otos r€qrlt?ós de laboratorio,

r Todo diagnóstko genétko d€be s€r entregbdo ert una consrlta €speci¡l¡zada de
asesoramiedo gerÉtko a cargo de úi p.ofesbnal capacttaó.

F€dla de ent¡ega de reporte a fbnte:

ffi
G. VARGAS

CdüE de líE5dq.dáñ 8á6ta d N@|og€r'ác¿
¡rt'núo dor¡.l(b CEnd6 iluob(¡6

P. t¡ ¿EfTt s



Serv¡c¡o de Neurog€nética

ANEXO 4

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES PARA LA PRUEBA GENÉTICA DE DISTONIA TIPO DYT1

Poliacrilamida 21olo

Acrilamida 20g

Bisacr¡lamida 19

Enrasar a 100 mL con agua tridestilada.

TBE lOX

Tris base 54 mL

Ácido Bó¡ico 27,5 mL

EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL

üidestilada'

TBE lX
TBE 1ü 100 mL

Agua ü¡dest¡lada 900 mL

Poliacrilamida 8olo (V=18 mL)

frili
LE
tACt E L

Poliacrilamida 21olo 6.9 mL

TBE 1ü 1.8 mL I
Agua ridestilada 9.3 mL

APS l0o/o 150 uL \
TEMED l5 uL

Mix de df{TPs 10mM (2.5mM c/u)

Adenina -A (100 mM) 2.5 uL

Tim¡na-T(100mM) 2.5 uL

Guan¡na-G(100mM)

Citosina-C(100mM) z,su! (
G. VARGAS



Soluciones de T1nción atgéntia

Solución A: Prepare 450 mL de solución A agregando 30 mL de alcohol etílico de 96e y 1 mL de

ác¡do acét¡co y afore a 450 mL con agua tr¡dest¡lada.

Solución B: Prepare 150 mL de soluc¡ón B disolviendo 0.39 de n¡trato de plata en 150 mL de agua

tr¡destilada.

Solución C: Prepare 450 mL de solución C disolv¡endo 39 de hidróxido de sod¡o y 1 mL de

formaldehído al 37% y afore a 450 mL con agua tr¡dest¡lada.

:.:..,r'^a ¡,.,.,ri, i: , -...a i
Jefr r1!.1 :l,r'r,. .i,-. iic, ., :

\,1 l' :r l ;:!-:.. q a- .1

@
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7 - PRUEBA GENÉNCA PARA DISTROFIA MUSCUTAR DE DUCHENNE POR

MTPA

FINATIDAD

Apoyar el d¡agnóst¡co molecular de las D¡strof¡nopatias (D¡strofia Muscular de Duchenne,

Distrof¡a muscular de Becker y la Cardiomiopatía dilatada), a través de una guía técnica para

para estudio del gen DMD por técnica de MLPA, sustentada en la evidencia c¡entíf¡ca v¡gente

para este procedim¡ento.

OBJETIVO

Normar el proced¡miento de anál¡s¡s de la variación del número de cop¡as del gen DMD a través

de la técnica de Mult¡plex L¡got¡on Probe Ampl¡ftcotion (MLPA).

ÁMsrro DE APucAcróN
Guía técnica de apl¡cación obligatoria por el personal del laboratorio de Neurogenética del

Serv¡c¡o y Centro de Invest¡gación en Neurogenét¡ca del Instituto Nac¡onal de C¡encias

Neurológ¡cas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO

CPT:81479 - PRUEBA GENÉTICA PARA ESTUDIO DE GEN DMD POR TÉCNICA DE MLPA

CONSIDERACIONES GENERATES

5.1. DEFINIC¡ONES OPERATIVAS

. Consent¡m¡ento Informado: Proced¡m¡ento mediante el cual se garantiza

sujeto ha expresado voluntariamente su intenc¡ón de partic¡par en una

genética

5.2. CONCEPTOS BASrcOS

que el

o MLPA: método basado en reacción en cadena de la pol¡merasa (PcR) dép

cuantif¡cac¡ón relat¡va del número de copias normales y anormales del ADN. Tiene

apl¡cac¡ón tanto en investigac¡ón como en d¡agnóst¡co.

Distrofinopat¡as: cubren un espectro de enfermedades musculares ligadas al X que

van desde leves a severas y que incluyen la distrofia muscular de Duchenne, la

d¡strof¡a muscular de Becker v la card¡omiopatía d¡latada asoc¡ada a DMD.

D¡strof¡a muscular de Duchenne (DMD) es un trastorno ligado al cromosoma X que

afecta aproximadamente a l de cada 6000 nac¡dos vivo y tiene una prevalencia

basada de 3.52-72.57 por 100.000. Se caracteriza por debilidad muscular
rápidamente progresiva, cuya edad media de diagnóstico es a los 4 años, comienzan

a usar silla de ruedas aproximadamente a los 12 años, y fallecen alrededor de los 20

años de edad por insuficiencia respirator¡a o cardíaca.

Distrofia muscular de Becker (BMD) se caracteriza por una debilidad muscular
esquelética de inicio tardío. A pesar de la afectación del músculo esquelético más

leve, la insuficiencia cardíaca por Card¡om¡opatía d¡latada es una causa común de
morbilidad y la causa más común de muerte en la DMB. La edad med¡a de la muerte
es a mediados de los años 40-

il.
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Servicio de Neu rooenética

Cardiom¡opatía dilatada asociada a DMD (DCM) se caracteriza por dilatación del
ventrículo izquierdo e insuficiencia cardíaca congestiva. Las mujeres heteroc¡gotas
para una variante patógena de DMD tienen un mayor riesgo de DCM.

Gen DMD. gen ub¡cado en la región de cromosoma X, Xp21.2. Variantes patogén¡cas

en este gen están asociadas a Distrofia Muscular de Ouchenne, D¡strofia muscular de
Becker y la Cardiom¡opatía d¡latada
Electrofores¡s capilar: Técnica util¡zada para separar las diferentes moléculas
presentes en una disolución de acuerdo con la relación masa/carga de las mismas.

Nucleótido: es una molécula que es la un¡dad estructural básica y el bloque de
construcc¡ón del ADN y/o ARN, una de sus partes es una base n¡trogenada las cuales
pueden ser adenina (A), guan¡na (G), t¡m¡na (T), citosina (C) o uracilo (U).

Genotioo humano: en el contexto de un estud¡o molecular. se ref¡ere a los dos alelos
o formas heredadas de un gen (o una var¡ante de un gen) especifico de un ind¡v¡duo.

ADN: Acido Desoxirribonucle¡co. contiene la información de las características
hereditarias y las secuencias para la creación de aminoácidos que generarán
proteínas para el funcionam¡ento de un organ¡smo.

REQUERIMIENTOS BÁSICOS

6.1. RECURSOS HUMANOS

. 01 b¡ólogo genetista o con entrenamiento en biología molecular

. 01 técn¡co de laborator¡o

. 01 méd¡co genetista

6.2. MATERIAI.IS

6.2.1. lmplementos moleculares

o 54L54 MLPA P034 DMD m¡x I probemix (MRC Holland)

o 54LSA MLPA P035 DMD mix 2 probemix (MRC Holland)

o SALSA MLPA EK1 reagent klt (MRC Holland)

o Agua ultrapura l¡bre de nucleasa

o Genescan LIZ 500 dye S¡ze Standard

o H¡-D¡ Formamide

o SeqStud¡o Genet¡c Analyzer Cartr¡dge

o SeqStud¡orM Cathode Buffer Conta¡ner

o Seqstud¡o lntegrated Cap¡llary Protector

6.2.2. Reactivos qulm¡cos

o Agarosa

o Tris

o Ácido Bórico

o EDTA 0.5M pH 8.0

o Safe-Green* (ABM)

o Agua tridestilada

@
G, VARGAS
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6.2.3. Mater¡al de plást¡co 1,' 

",;,-;,tl:,:.;11 ..'' '.r'1 1".,.,, ,,,,.'''
o T¡ps con filtro 10 pL, 20 É1, 100 Fl- 200 UL y 1000 ÉL

:l i,_.: : 'ji :l:
j.:,.r :ij,i :_ , \., ;iL i ¡. 1

o Tubos de PCR 0.2 Ml e
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o M¡croampTM 8-Tube Strip, 0.2m1

o M¡croampTM 8-Cap Str¡p

o Tubos de centrífuga 2 mL

o Gradillas para tubos de 0.2 mL

o Gradillas para tubos de 2 mL

o P¡setas

o cathode Buffer container Reservoir septa for Seqstud¡o Genet¡c Analyzer

o MicroAmpo 96-Well Tray/Reta¡ner Set

o Estación congelada para PCR

o Placa de cultivo de 96 pocillos

o Soporte para microp¡petas

o Septa for 0.2 mL MicroAmp tubes

o Cathode Buffer Container Reservo¡r septa for Seqstud¡o Genet¡c Analyzer

6.2,4. Mater¡al de v¡drio

o Matraz aforado de 500 mL

o Probeta de 1000 mL

o Erlenmeyer 250m1

o Vasos de prec¡p¡tados de 50 mL

o Pipeta de v¡drio 10 mL

o P¡peta de vidrio de 5 mL.

o Prop¡petas

o Baguetas

6,2.5. Otros materiales

o M¡cropipetas 10 !ú, 20 FL, 50 ttl- 100 Ul- 200 FL y 1000 UL.

o Papel lente para laboratorio

o Papel alum¡n¡o

o Lejía

o Papeltoalla

o Parafilm

o Mascarilladescartable

o Guantes de nitrilo descartables

o Mandil descartable

o Gorro descartable

o Botas descartables

o Material de escritorio: Bolígrafo, forro de plástico, papel bond 44, cuaderno

de laboratorio, sobre manila, marcador indeleble, Tóner para ¡mpresora,

archivador, sello, tintero para huella digital.

o DNMap PCR DNA Degradation solutions

ffi
G, VARGAS
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6.2.6. Equ¡pos 
''''"'¿:r,t":;'i,.' 

.,.1,, :''-,: l'.i' , ,,,, , ---o Termociclador Proflex (Applied Biosystems) '/' ,z
o Anal¡zador genético seqstud¡o* (Applied B¡osyste.$sl: ; ; I .. . \-'/

o Espectrofotómetro Epoch (B¡otekl ' " ' r.
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S¡stema de documentación de geles Omn¡Doc¡ (Cleaver Sc¡entific)

Cabina de PCR (ESCOo)

Cámara de electroforesis hor¡zontal profes¡onal (Cleaver)

Fuente poder (Cleaver)

Balanza analítica (Shimadzu)

Ag¡tador magnético (Velp)

Refrigeradores a 4sC (Thermo Scient¡fic)

Refr¡geradores a 4eC (M¡ray)

Congeladora a -20'C (Miray)

M¡croondas

Picocentrífuga

Vórtex

Cronómetro

Comoutadoras de escritor¡o

lmDresora

Sistema de al¡mentación eléctrica ¡ninterrupida

Estabilizador

i,"),,,

6.2.7. Software

o Plate manager (Applied Biosystems)

o Coffalyzer (MRC Holland)

o GensTM vers¡ón 2.0 (B¡otek)

6.3. SERVICIOS

. Serv¡cios de agua

. Serv¡c¡o de luz

. Serv¡c¡o de internet

. A¡re acond¡c¡onado

. Uso del laborator¡o especial¡zado

VII. CONSIDERACIONESESPECIFICAS

Este proced¡m¡ento requ¡ere uso de un equipo de alto costo "analizador genét¡co",

imprescindible para la determinación del número variable de copias (CVN) del gen DMD.

VIII. DESCRIPCIÓN DETAT¡ADADETPROCEDIMIENTO

I. TACTE L

ACÍIVIDAD PRODUCTO RESPOÍ{SABU u rDAo oRcÁnrca
rf{too

1 CONSENIIMIE TO INFORMADOPARA
EsruDto GENÉflco

Documentode
Consentimiento

Area Clín¡ca Serv¡c¡o de
Neurogenética

2 EMlflR ORDEN D€ PROCEDIMIEIITO orden de
procedimiento

Area Cllnica Serv¡c¡o de
Neuroeenétaca

3 fRAMITE DT ORDEN DE PROC€DIMI€NTO

sol¡c¡tar la preliqu¡dación del procedimaento

Liqu¡dar e¡ costo del proced¡m iento

Trámite de aprobáción delSlS

Sello de Prel¡quktac¡ón

Boleta de Pago

Orden con do5 seilos

Of ¡cina de Preliqu¡dac¡ó¡..
_ -i!,-. a t::i I,:

l , t,i .i:,.
Ventanille CAIA

Ventanilla SIS

,!o.euuitioqq

!, ::. rr, r: .,,1,

contab¡l¡dad
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REGISÍRAR LOs DATOS DÉI PACIENTE Información reg¡strada

en base de datos
Solicitud de

Area Clín¡ca Serv¡cio de
Neurogenét¡ca

5 EXTRACCION OE ADN
(según pro€ed¡ñ¡eñto estándar del
l-aboratorio de Neurosenética)

ADN 8enóm¡co [aborator¡o de
Neurogenét¡ca

Serv¡c¡ode
Neurogenét¡ce

6 PREPARACIÓN DE ADN PARA

GENoT|PtFtcActóN

Alícuota de ADN con
concentración 10 -20

[aborator¡o de
Neurogenét¡ca

servac¡o de
Neurogenética

7

¿

PROÍOCOTO DE GENOTIPIFICACION DEL GEN

DMD

Denoturoc¡ón de ADN

Etiquetar str¡ps de 0.2 mt y agregar 5 uL de
ADN (10-20n8/uL). Colocar en e I terrhociclador
y ejecuta r el programa siguienterDenaturac¡ón
in¡c¡ala 98'C por 5 m¡nutos, mantener a 25"C.

Reocc¡ón de h¡br¡d¡zoc¡ón
Preparar el master mix para la reacc¡ón de
hibr¡d¡zación (para cada reacción): 1.5 uL de
Buffer MLPA + 1.5 ut del m¡r de pruebas.

Homogenizar usándo vórtex. Agregar 3uL del
master m¡x de h¡br¡dizac¡ón a cada reacc¡ón
Homogenirar por p¡peteo. continuar con el
siguiente progr¡ma: Reacción de Hibr¡ditacrón
a 95"C por l minutoy6O"C por 1&20 hores.

Reocc¡ón de Llgomlento
Preparar el master m¡x de L¡gasa; Para cada
reacción, 25uLde agua uhrapura,3uLd€ Búffer
A de t¡gase,3ulde Buffer B de L¡gasa y 1uL de
Enz¡ma Ugasa-65. Homoeeni¿¡r por pipeteo.

Colocar las muestras a y'C y agregar 32uldel
master mix LiSesa ¿ c¡d¿ reaccrón )
homogenizar por pipeteo. Cont¡nuar con €.

s¡guiente prograña: 54'C por 15 minutos,98"C
porS minutos y mantenera 2O'C.

Reocci,ón de PCR

Prepara r el rñester mix de polimerasa. Agregár
7.5u1 de agua ultrapura, 2uL de cebadores

SAISA y 0.5u1 de polimerasa SALSA. A
temperatura ambiente, agregar 10uL d€

master mix de pol¡merasa a cada reacción

Mezclar por pipeteo. Cont¡nuar con el
progr¿ma: 35 c¡clos de 95'c por 30 segundos,

6O"C por 30 segundos y 72'C por 60 segundos,

72'c por 20 m¡nutos y mantenera 15'C.

Prcpordción de ploco de frcgmentos
Cn una placa compatible con €l equ¡po
proceder con ¡os s¡gu¡entes pasos: Preparar
una mezcla de 12 IL de form¿mida 0.8 s-
Marc¡dor Genescantu 50O tlz, por cada

muestra a evaluarse. D¡spensar 12 gL de la
mezcla en cada poc¡llo de la pl¿ca. Añadir 0.8

UL delADN. Denaturalizar las muestras a 98"C
por 5 m¡nutos. Guardar la placa a 4'c hasta

¡ntroduc¡rla al anal¡zador.

Eledroforesit copilor
Una vez prepárada la placa, las reacc¡ones

deben sersomet¡das a electroforesis cap¡lar. Se

emplearán las condic¡one3 recomendadas por

Para programar las cond¡c¡ones de
electroforesis cap¡lar se debe tener en cuenta
aue elranso de amplúicac¡ón varia entre 10O a

Análisis del número
variable de cop¡as
(CNV) 8en DMD

Neurogenét¡ca

ti:;,r .: I r,.

Servic¡o
Neu rogenética

de



SeN¡cio de
5O0 pb, los rnarcedores empleados están
marcedos con 6-FAM y que el patrón de peso

mole€ulár es-tá marcado con Genescanü sOC

LIL

Anól¡s¡s de rcsdtodos
Empleando el prograrhe Coffanavzer, analizal
el OQ (cantrdad de dosis) de los fragmentos
senerados {anexo 31.

I REGISTRO Y REPORTE DE PROCEDIMIENTO

Reg¡strar "Reporte de labor¿torio a

disposrcrón" en báse de d¿tos

"Genotipif icaciones",

Información reg¡strada
en bese de datos y
Reporte de

Senot¡plf¡cación para

CEN DMD

taboratorio de
Neurogenética

Servi.io de
Neurogenéticá

Fta{

ñ
tx. RECOMENDACIONES

. Todo estudio genético deb€ ser real¡zado prev¡o consent¡miento ¡nformado que autor¡ce

el proced¡m¡ento genético.

. La sol¡c¡tud de la prueba genética y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse

directamente con la persona afectada en el contexto de una evaluacion médica y de

asesoram¡ento genético que incluye evaluación pretest, test y postest.

, .ii".r.1.,--.: :.r.-
l : ! r- l i , r. : , r ' i ¿ i , : , r I : :l '-l I i. i:r.:
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x. ANEXOS

ANEXO 1

FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO PARA ESTUDIO DE GEN OMD POR TECNICA DE MLPA

tNtcto

ff.#
orden de proced¡m¡ento para estud¡o de gen DMD por

técn¡ca d€ MLPA

Trám¡te de orden

¿fene s€guro SIS?

Genot¡p¡ficación del gen DMD por

técn¡ca de MLPAI
' i t..
\, I'
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ANEXO 2

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENÉTICO

CONSENIII IE}¡TO INFORIIADO PARA

cExltú DE lll\lErBTE^clo¡
AAArcA E|| I'EOROGEXETEA

t€:

PRUEBA DE ESTUD|o GENÉTICO

¿{¡¡a póc.dlñl.rto.r n c.r¡no Fr 6.&f .l .¡tr¡dlo gsradco?

El AI)N 6lr rtlbrÉ! qo. ¡é €no¡€rtr, €r¡ r.€6t6 c4Jl€. y cmüDb l¡rb tu tui.¡onam¡.rúo oom b h¿rlnch En.l hbd!¡d1odÓ
N€u|o9onérbr dé¡ C.rlro (b lñésr¡g*ión aAs¡)á en !,|€úog.rÉtic¡ (CIBN) (bl lnstiúb Nacioí¿l (b carxls tLublólk¿l (lNcN).
t|á¡.nto.c¿n €3 q¡.¡u p.milónsEdirectrtio6éñ €l ADN.lbm.ó¡ mdeiús. S€,Éq¡i,r 1¡r ñú.dtt (b 6arl9'e..,E
ü$Fdo h¡cr¡ o o!€ Lldo. pr-¿ obreE, d aoN, logún 5 3dt¡t¡d (bl ÍÉ(fco lEtán16. !á m¡l66!e..rá dpb¡dá erd|¡ivti€r|b
9a¡a ort¡rlo gpnélko Élá¿ionaó c.n !¡r e,Í.,nedd. tlo m3 6 poid. .lnder ¡, mü€lrt ptá 0116 .)dÍ|.ms cdiro
tEmodobh¡" g|lcaa. cb. l(búf.t bc ctñtl6 o ÍÚt¡dxEs €n .l ADal gré ldÉ rsbs r|€sss.

¿cúa-.dt 16 Lí.ñcb. d.l.¡¡d¡. !úaico?
El €c¡¡db gíát'co nG p3|rtÜ.á catocer d 6.9.di.o p..c¡o d. s¡ éd€rñ.dad t 9o.bt .b.b 3¡ (t|a ¡bioó.t m¡t c.perr.4 ád
conro Edüei ú¡ di.o!.¿ih sobé ar €voüició¡r. 

'.dró3t'co 
y Fo!¡t¡| t !|tri.hb. táñ¡b¡ttr ¡. Frt¡. tc nár d.ci¡iorr.i .b vila cd

rá hbÍr¡¡oón m&.(bcu¿da

¿Cu{ F¡.ó...r.l |t ul¡.lo (H.dr¡.¡o?

El r6rrt¡ó ¡¡.(b cdrtur¡ar !¡¡ 6r*ñrédád, (bscsrttb o ábuna! !.ca3 id ir¡.no o po¿o dtor 6¡ est6 úaiino c¡$. m Podriaño6
F€c¡r cl dqnóot(.. tt €ftr€lB ds rc..ird{É s€ @lza co.tro port. d€ ¡¡€ drt¡rla €.pebl (br|do L dsrdms hlorm¡dür $b.e
cu.rlrrn dad y bs ri..!bú pár6 Ust€d y 3u fárn¡lb. .. Pd.llo q(t ño hblt¡¿.rl6 |€sna.bs p.. bÉbm En €l tixnpo q6 16 16

h.y! lffL.& qo. danoÉ d p.oc6!tr*'|b dé s mu€3t a. l¡d. d.óc coonl¡n¡r dá tilt p¿'á €ntr!94 do Gt¡t (b6 y¡o a$.o.i¿

¿CuI.. É.r l¡ mol..tia y rb.¡6r 9-r Ud. d ,.rL.r .l ..|üdo g.dü.o?

l¡s dtobst¡ü qua Ud. adt¡rá on b obl€r¡.ón (b !..rg.c latl dÍP d6 dola por 6l ftrÉh€zo Úe la quis y úa tl¡ podr¡¡ Pr6adt uñ

riddón .í 6l á..a dd|d. .. ¡e hld4t b agt¡á o t i,rr i¡a ñbc.ión on h ¿ü|e de ¡¡il&. En 6b ü¡|no cao. .d"á abnddo por

,e|sd|alda rr iñrtiúdóo do cG¡o d¡c3r|t. A cdroc.r a¡ É!¡n¡ab,6t ¡lo.ñ*ón Podie oaatbíárt F€od4&tdl y t€rrlo. por b5
€on .qÉr|d.¡ p.ñ..aL., h'||tt!6. ttódtl€. y ¡ocbL¡ d. hvr m. .dr..nódd n€rü¡t5dt, ps-¿ b ol té b brirÍb.á tpovo v
slnl*lh á aors¡lÉ .rp.dlhc d€ as.sdÉ lg¡¡e¡¡6rta, !i otra F$ñ* sso.n q.É ÜD lifb Úa Ífsrn€d¡d lEt(¡ita. olt6
r{¡nbrs da b lgr||h o le p€rlon6 dr€d6dd d€ 

'¡b Pt¡€d.n dscnnintrE-

])€ICLARACE¡ O€L 8(LEf TA|ÍTE

rb ido ¡lcrn€do{¡l Drcá (b l¡ p6blitad óe |€d¿tm. {n {Éodio !Énóli.o y t'o bdó !a ogodtnltad dt hat h. Fooo.|ta
r....sa. erE¡ él t ddnúr'{.( odty ..tl€cio{!) cdl 16 .!Ck*¡trb3 r.ct*!¡3 y d¡t l¡o¡¡lrgÉnÍr€ ni corsnl¡nbob

l. Qú6 3€ ma 6).|¡a0F |5a mú€stre para Glrrd¡o gáriótlco d6:
Gend¡dlicacit¡ del g€n:

2, Ou€ 6€ ma ¡rÍorin€ el rcedtaclt

3. Oue a€ a,máccñ6 mi mue6üa cle ADN €n d Aanco d€ ADN d6l C|8N.

¡lqnvú .ürpbb:
o.rl:

.,!' ; . ::
,t.

t, 
,.)'o

,.. /

Sl C 
'otbtl¡ñaa 

no BÉ caPcia¿l,o pJa <tJ an cúr'.¡6t Lnto
Yo corm G3porEáts d€l Bolitüen!€. doy ao¡s€rr¡nixfo p¿ra €l6t db lFriót¡o.

t{ornbra aür|pbb:
oi{tl

REVItCAIOdA oÉl col¡aE¡l|afio
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ANEXO 3

INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS DE MLPA
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ANEXO 4
FORMATO DE REPORTE DE RESULTADO PARA ESTUDIO DE GEN DMD POR TÉCNICA DE MLPA

t%;.V>dC
l¡gxnrwto E-cEÍnoDEDn EsflcEó B¡rca g{¡€noc€¡É¡ca
PRUEBA GE Érrca paRA Esruoro DE GE ayDpoRTÉoücA DC t{tp

r rERPREracró
LG váro.É tieoen 1 copia o "alelo" dd gen DMD que se heaeda & nrn¡tre medre. L¿s ddedoi€s o
dudicac¡xt€s eri el geñ Dl,lD sdr ceusalEs de b m¿yqb de bs c¡sc d€ Oi*¡úa ¡luscd¡r de
Dudr€nne. El dagnódico mdeojbr de la Dbtrda ¡4¡Jscrrbr de Dr¡drer¡e - defrre pq la F€senci¡ de
ddecbnes o duplicaciones en d gen DfrlD medidoe por el hdice de rcfere¡ri¡ DQ.

Perfil norr¡¡l: Los vaones no afcdadc presentan un 0Q de 1,
Pertrl dqtü¡Grltn: Loo v¿rore que prese¡tán r,¡na d,pfecón en .lorin segmcf|b dd gen DMO
pr€señbn t'l DQ de 2.
Perfil &le<ión: [6 varorE que pr€senbn una ddeción en algin segmerro dd gen ofrlD preentan
un DQ de 0.

L¡s muj€r€s tieo€n 2 copia o "alelos" dd gen DtlD qe se hereda de nue*c padres. Las delecimes o
dudir:cixres en el g€n DMD sdt causantes de la matoala de los cas de Oiaüofia Musorlar d€
Dr.rdrenne. El dagwiaico mdeo,¡la¡ de la DÉ¡cfa tfusdllar de Dr.hér¡,E se ddne pa b pr€elE¡a de
dehcbnes o dudi:acines ea d geñ DilD medidc por el hdic.e de refererria DQ.

Perfl noínd: l¡s mujeres no aft<tadas presentan un DQ de 2.
Pcffil doleiár en herc<¡or¡a: L¡s rrrj.|es qúe preser*an uta ddedón en ,gtin s€grnénb del
g€n oilD pr€serHr uñ DQ de l.
Pqfil dttd¡cadtn €n h&od¡r¡r: tas rrujercs qre pres€otrl tlra dud¡cacih en dgr.i.
s€gntento dC gen DMD pr€sentan un DQ de 3.
Hl Ciy'ia<¡{ln di h.aq!dto.¡¡: tes muj€r€s q(E feÉer|tan uoa triflicacicr en dgrh
segnsrb dd gen DüD pr€ÉÉnEr un DQ de 4.

PROCED¡IiIIEI{TO
Anlisis mofeo¡far & ger de ütlo (('c/.,fto6úna Xp21.2-p21,1): Anpl¡fic-¡o.r por Muhiphx Lir!¡tirn-
dependerr Probe Amdificatbn (MLPA) enpleído tas sdrdó PO34 y PO35 (MRC Ho!¿nd) usando el
analador genáico Sqsü¡dio. El aná[sis de los req¡ldc se realzó con el Fogr¿ma Cofhltrer par¿ l¿
d€teÍnhadóal de las mubcbnes en¡lizad¿s y s efe<to en la Eedtrdúl de l¿ D.oteíra ffi¡a.
co cLu$oftEs

. l-a pres€nch de ..-. En d @nte(b dínto @lñrma el d¡agni,stico moleqllar de D¡st!fia
Muso¡hr de D.¡dlerindHer,

. E*c resultados deberi ¡rterpr€b.se €n d coote)do de ha¡hzgos díni¡s, antedentes
faml¡ares y ot'o6 resultados de laborarorp.

. E*e lEs¡lbdo l.|o descarta d diaorri'sftco din¡co, es riecesario comdernenbr el esh¡d¡o con
otr¿s Éc¡i6.
Todo diagnóstko g€rÉaico deb€ 9€r entregEdo en una @nsulh especializad¿ d€
assoram¡ento genétko a cargo de un profes¡on¿l c¡pac¡tado.
Fed|a de entrega de ÍeporE a pac¡e¡te:

Nombres y Apellidcc:
Fecha de na¡Ítenb
se)(o:
56rs dh¡col
¡po de rru€atra:
Edo de b .ruefa:

RE! rLTAttO ltotl(lrLtn

Crligo & l¿ rueÉEa:
ItáDdo d€ otte.E¡in;
Rernitente:
Fedra d€ obterEÉo:
fuia de efiisón de .esdt¡do:

@
G. VARGAS

C€r{ñ & lM.tlgadft Ebk¡ en Nd'ose.Étka
¡.Érúto ñádo.'al .b Clsrl¿s ¡¡€ü¡doSb3

].. ¡.o!h No 1zrl¡&'trÍh!t:
t€¡¿6.o d¡!.lo: +51 1a!r 7¡l9
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ANEXO 5

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES PARA ESTUDIO DE GEN DMD POR TÉCNICA DE MLPA

TBE IX
TBE 10x 50 mL

Agua tridestilada 450 mL

ffi
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EDTA 0.5M pH 8.0

Enrasar a 500 mL con agua tridestjlada.

Agarosa 0.7olo

Enrasar a 50 mL con agua tridestilada.
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t.

8 - PRUEBA GENÉTICA PARA NEUROPATIAS HEREDITARIAS SENSITIVO-

MOTORA POR MLPA

FINATIDAD

Apoyar el diagnóst¡co molecular de las Neuropatías Hered¡tar¡as sensit¡vo-motora, a través de

una guía técn¡ca para para estud¡o del Een PMP22 por la técn¡ca de MLPA" sustentada en la

ev¡denc¡a científica v¡gente para este procedimiento.

OBJETIVO

Normar el proced¡miento de anál¡sis de la var¡ac¡ón del número de copias del gen PMP22 a

través de la técnica de Multiplex Ligotíon Probe Ampliftcot¡on (MLPA).

AMsrto DE APucActóN
Guía técnica de aplicación obl¡gato¡¡a por el personal del laboratorio de Neurogenét¡ca del

Serv¡c¡o y Centro de Investigación en Neurogenética del Inst¡tuto Nac¡onal de C¡enc¡as

Neurológ¡cas.

NOMBRE DEL PROCED]MIENTO

CPT:81479 - PRUEBA GENÉTICA PARA ESTUDIO DE GEN PMP22 POR TECNICA DE MLPA

CONSI DERACIONES GEI\IERATES

5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

. Consent¡miento Informado: Proced¡m¡ento med¡ante el cual se garant¡za que el
sujeto ha expresado voluntariamente su intención de part¡c¡par en una prueba
genét¡ca.

5.2. CONCEPTOs BASTCOS

. NeuroDatía hereditaria sensitivo-motora:

. MLPA: método basado en reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de
cuant¡ficac¡ón relativa del número de copias normales y anormales del ADN. Tiene
apl¡cac¡ón tanto en ¡nvestigac¡ón como en diagnóstico.
Electroforesis capilar: Técnica ut¡lizada para separar las d¡ferentes moléculas
presentes en una disolución de acuerdo con la relación masa/carga de las mismas.

Nucleótido: es una molécula que es la unidad estructural básica y el bloque de
construcción del ADN y/o ARN, una de sus partes es una base nitrogenada las cuales
pueden ser adenina (A), guanina (G), tim¡na (T), c¡tosina (C) o uracilo (U).

Gen PMP22. Gen ubicado en la región cromosómica 17p12. Var¡antes patogén¡cas

en este gen están asociadas a neuropatías hereditar¡as sensitivo-motoras.
Genot¡po humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos
o formas heredadas de un gen (o una var¡ante de un gen) especifico de un ¡ndividuo.
ADN: Ácido Desox¡rribonucle¡co, cont¡ene la información de las característ¡cas
hereditarias y las secuencias para la creación de aminoácidos que generarán

122-
¿ d&ttz,
3: "?![
,i;

tv.
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proteínas para el func¡onam¡ento de un organ¡smo.
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VT. REQUERIMIENTOSBÁSICOS

6.1. RECURSOS HUMANOS

6.2.

01 biólogo genet¡sta o con entrenamiento en biología molecular.

01 técnico de laborator¡o.

01 médico neurólogo.

01 médico genet¡sta.

MATERIATfS

6.2.1. lmplementos moleculares

o SALSA MLPA P405 CMT1 probemix (MRC Holland)

o SALSA MLPA EK1 reagent kit (MRC Holland)

o Agua ultrapura libre de nucleasa

o Genescan LIZ 500 dye Size Standard

o H¡-D¡ Formamide

o Seqstudio Genet¡c Analyzer Cartr¡dge

o Seqstud¡oru Cathode Buffer Container

o Seqstud¡o Integrated Capillary Protector

6.2.2. React¡vos quím¡cos

o Agarosa

o Tr¡s

o Acido Bórico

o EDTA 0.5M pH 8.O

o Safe-Green* (ABM)

o Agua tr¡destilada

6.2.3, Mater¡al de plást¡co

,.' ..

I
l"
/"

o Tips con f¡ltro 10 F1,20 pL, 100 pl- 200 ÉLy 1000 t¡L

o Tubos de PCR 0.2 mL

o MicroamprM 8-Tube Strip, 0.2m1

o MicroamprM 8-Cap Strip

o Tubos de centrífuga 2 mL

o Gradillas para tubos de 0.2 mL

o Gradillas para tubos de 2 mL

o P¡setas

o Cathode Buffer Container Reservo¡r Septa for Seqstud¡o Genetic Analyzer

o M¡croAmpo 96-Well Tray/Reta¡ner Set

o Estac¡ón congelada para PCR

o Placa de cultivo de 96 oocillos

o Soporte para m¡cropipetas

o septa for 0.2 mL M¡croAmp tubes ., , ., , ' .,'- ' . ,:. .1 Í. :,,,

o Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStudio Geiretic Áriaiyz;i' a>
. .i.: '.-...

. :: 
-r:iII 1

,,.,. t ,.. ,:',,.,, 
1
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6.2.4, Mater¡al de v¡dr¡o

o Matraz aforado de 50O mL

o Probeta de 1000 mL

o Erlenmeyer 250m1

o Vasos de prec¡p¡tados de 50 mL

o Pipeta de vidr¡o 10 mL

o Pipeta de v¡dr¡o de 5 mL.

o Prop¡petas

o Baguetas

6.2.5. Otros mater¡ales

de laborator¡o, sobre man¡la, marcador indeleble, Tóner para

archivador, sello, tintero para huella d¡gital.

o DNAZap PCR DNA Degradation Solutions

6.2.6. Equipos

o Termociclador Proflex (Applied Biosystems)

o Analizador genét¡co SeqStud¡o* (Applied Biosystems)

o Espectrofotómetro Epoch (Biotek)

o S¡stema de documentación de geles Omn¡Doci (Cleaver Scientific)

o Cabina de PCR (ESCOo)

o Cámara de electrofores¡s hor¡zontal profesional (Cleaver)

o Fuente poder (Cleaver)

o Balanza analítica (Shimadzu)

o Agitador magnét¡co (Velp)

o Refrigeradores a 4eC (Thermo Sc¡entif¡c)

o Refrigeradores a 4eC (Miray)

o Congeladora a -20"C (Mirayl

o M¡croondas

o P¡cocentrífuga

o Vórtex

o Cronómetro

o M¡crop¡petas 10 BL, 20 Ul. 50 lrL, 100 pL, 200 lrL y 1000 gL.

o Papel lente para laboratorio

o Paoel alum¡n¡o

o Lejía

o Papel toalla

o Parafilm

o Mascar¡lladescartable

o Guantes de nitrilo descartables

o Mandil descartable

o Gorro descartable

o Botas descartables

o Mater¡al de escritor¡o: Bolígrafo, forro de plást¡co, papel bond A4, Cuaderno

¡mpresora,

,,'.,t \ ., 
1,,

'.t..- 
/ @
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o Computadoras de escritorio

o lmpresora

o S¡stema de alimentación eléctr¡ca ¡n¡nterrup¡da

o Estab¡lizador

6.2.7. Software

o Plate manager (Appl¡ed B¡osystems)

o Coffalyzer (MRC Hollandl

o Gen5rM versión 2.0 (Biotek)

6.3. SERV|C|OS

Servic¡os de agua

Servicio de luz

Servic¡o de ¡nternet

Aire acondic¡onado

Uso del laboratorio espec¡al¡zado

CONSIDERACTONES ESPECIFICAS

Este proced¡miento requiere uso de un equipo de alto costo "analizador genético",

imprescindible para la determinación del número variable de copias (CVN) del gen PMP22.

DESCRIPCIÓN DETAII-ADA DEt PROCEDIMIENTOvilt.

oEscRPoó DEt PRocEDtMrEtfio

ffi

ACTIVIOAD PROfXTCTO Rfspol{5AAl.E UÍIDAD ORGAIIICA

t too
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA

ÉSTUDIO GENETICO

Docuñento de
Consentimiento
lnformado f¡rmado

Area clín¡€a Servicio de
Neurosenética 

l.
2 €MITIRORDEN DE PROCEDIM I€T.¡TO Orden de

orocedimi€ñto
Area clín¡cá Serv¡clode

¡l€urc{enét¡ca

3 TMMrTE DE ORDEN DE PROC€DIMIENfO

Soliciter la prel¡quidac¡óñ del procedimiento

Liqu¡der el costo del proced¡miento

Trám¡te de aprobac¡ón delSlS

sello de Pre¡¡qu¡dac¡ón

Eoleta de PaSo

Orden con dos sellos
de SIS

Ofic¡na de
Prel¡qu¡dación

Ventan¡ll¿ CA.,A

Ventanilla sls

contabil¡dad

contab¡lidad

srs

4 REGISTRAR TOS DATOS O€I, PACIENÍI lnformación reg¡strade

en base de datos
Sol¡chud de
procedim¡€nto
molecular

Area Clínic¿ sew¡cio de N
Neuroaenét¡ca \

EXTRACCIÓN DE ADN

lsegún procedimiento esüíndar del
laborator¡o de Neurcaenética)

ADN genómico [aborátor¡o de

Neurogenét¡ca

SeN¡cio de
Neurogenét¡ce

PR€PARACION DE ADN PARA

cENoftPtFtcÁctóN
alícuota de ADN con
concentrac¡ón 10 -20

t¿bor¿toio de
Neurogenética

7 PROfOCOLO D€ G€NOTIPIFICACIÓN DEI- GEN

PMP22

Denoturoc¡ón de ADN

Análisis del número
variable copias
(CNV) gen PMP22

laboratdrió" ": "' dg'
Neurogenéticla " ' ''

:

.j,:i, ,i.rl r'.r:i, 'rr. :\,;,,,.,; I

(';' ]' l¡': a] :'t.¡l] :¡¡
G. YARGA I
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Etiquetar strips de 0.2 ml, Y aSregar 5 u[ de

ADN (10-2On&/ut). Colocar en el termocicledor
y ejecutar el programe s¡gu iente: D€naturación
in¡c¡ala 98'C por 5 minutos, mantener a 25'c.

Reocc¡ón de h¡br¡d¡zac¡ón
Prep¿rar el master m¡x para la reacción de
h¡bridilación (para cada reacción): 1.5 ¡rL de
Euffer MLPA + 1.5 ul. del mr¡ de pruebas.

Homogen¡zar usando vórtex. Agregar 3uL del
master mir de hibridización e cada reacción.

Homogen¡zar por pipeteo. Continuar con el

s¡guiente programa: Reacción de H¡brid¡zacióñ

e 95"c por 1 mlnulo y 6O"C por 16-20 horas.

Reocc¡óh de L¡gom¡ento

Preparar el m¿ster m¡x de Lig¿sa: P¿ra cada

reacción, 25uLdeagua ultrapura,3uldeBuffer
A de L¡gasa,3uLde Buffer B de l-i8asa Y 1uL de
En¿¡ma L¡gasa-65. Homogen¡zar por pipeteo.

colocar las muestres a 54'c y agregár 32uL del
master mix tigasa a cada reacción Y

homogenizar por pipeteo. continuar con el

sigu¡ente programa: t4'C por 15 minutos,gS'C
por 5 m¡nutos y mantenera 20'C,

Preparar elmaster mix de polimeÉsa. Agregar
7.5ut de agua uhrapura,2ut de cebadores

sAtsA y 0.5ut de pol¡merása SALSA. A

temperatura ambiente, agregar 10ut de
master mix de pol¡ñerasa a cádá reacc¡óñ.

Mezclar por pipeteo. Continuár con el

programá: 35 c¡clos de 95"c por 30 segundos,

6O"C por 30 segundos Y 72"C por 60 seSundos;

72'c por 20 m¡ñutos y mantenera 15'C.

Preporcción de ploca de frogmen¡os
En una placa competible con el equipo
proceder con los siguientes pasos: Prep¿rer

una mezcla de 12 lll de Formamida 0.8 Ut
Marcador Genesc¿nfM 500 UZ, por cadá

muestra a evaluarse. D¡spensar 12 pL de la

me¡cla en cada poc¡llo de la placa. Añad¡r O.8

!l- delADN. Denaturali¿ar las muestras a 98'C
por 5 m¡nutos. Guardar la placá a 4'c hasta

introduc¡rla al analizador,

E I e ctrolo re s ¡ s co p ¡ I o I
Una vez preparada l¿ placa, las reacciones

deben ser sometidas a eledrofores¡s cap¡lar, Se

emplearán las cond¡c¡ones recomencl¿das por

el fabricante, Para programar las condic¡ones

de electrofores¡s capilar se debe tener en

cuenta que el r¿ngo de ampl¡fi€ación varle

entre 100 a 50o pb, lo5 marcadorcs eñpleados
están marcados con 6-FAM y que el patrón de

peso molecular está marcado con Genescantu
500 t-tz.

Anilis¡s de rcsultodos
Emple¿ndo el proSrama Coffañalyzer, ¿nalizar

el DQ (cantidad de dos¡s) de los fraementos

REGISTRO Y REPORTE DE PROCEOIMIENTO

. Reg¡strár "Repofe de laboratorio a

d¡spos¡ción" en base de dalos

"Genotip¡ficaciones".

I. TAGLT L.
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RECOMENDACIONES

. Todo estudio genético debe ser real¡zado previo consentimiento informado que autor¡ce
el procedim¡ento genético.

. La solicitud de la prueba genét¡ca y la entrega del reporte de resultado, debe real¡zarse

d¡rectamente con la persona afectada en el contexto de una evaluacion médica y de
asesoramiento genét¡co que incluye evaluac¡ón pretest, test y postest.
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x. ANEXOS

ANEXO 1
FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO PARA ESTUDIO GENETICO PARA NEUROPATIAS

HEREDITARIAS SENSITIVO-MOTORA POR MLPA

It{tcto

I
Consentimiento lnformado

I

@
G. VARGAS

Orden de procedim¡ento par. estud¡o tenético para

neuropatías heredit¡a¡as geng¡tivo-ñotoaa por MLPA

Trámite de orden

¿T¡ene seguro SIS?

Genotipificación del gen PMP22

oor técn¡ca de MLPA
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ANEXO 2

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENÉTICO

CE¡ITRO OE IIIYESTEACIOII
AAJCA Ei iGUROGE¡Efrc 

COT{SEi¡NXIEi¡TO ITIIFORflADO PARA PRUEAA OE ESTUOIO GENENCO

¿Q¡a p|t'c.drnLr¡ó .. n c...rlo pr¡ r.{rr .l ..¡¡.10 ¡Énad.o?
El ADN G3 li $3brÉ¡ q¡. sc d|qrntra dr nrñt6 cólds y cúotroh tmb ro funo¡ñar*ñto conE b hssrta- En d bDr¿Lrb d.
tlqj'ooÍá¡. d.l C.r*o d. |ntldbeió.r Bük .ñ tlqrog.oá¡c. (Cl8N)d.l lcdiúb t{tdrut d. CAÉ¿B t¡€irdó!¡c.3 0NCN}.
h.cÉrmr €dÍl.rr. q, ño. Fñúbn d|cd|trr crltl¡oc o.r.l ADN. hmr.bs mul¡;i'| 6. S. r!q¡.. ui¡ mo€cr. ó $ngr€. d.
i¡lopdo ü.¡ ú 016 !.itdc ps. obid.. a ADN, ..!Oñ b ro¡brlrd dc .rúLo l¡¡brl6. L. dn¡.6ü. ¡.ra .n?¡ú .¡d¡¡vsr¡nb
Fr¿ .t¡¡¡o tÉnalbo úlá.iüú cm ¡¡ .ñbm.(b. ¡lo ms G. Fr$b .íp|... ¡, ñu.l|¡8 p¡á 0116 t¡dnt.rÉ cdflo
hétnollobha. gbcÉe ob. l(¡lolta5106 c¿muc o mr¡t¡dor€É €n ol ADN F (b ¡oirr vrbs ñó..3.

¿c{{.. ¡o.r l¡ !.¡.lcb. ó.¡..t¡d¡o ¡¡.¡aüco?

El .dudb gdtélico no6 Frmi¡.a dto('r .¡ l'{ñól¡cr F.ci¡o ó ¡ .rLñ.d.d y pod.r ó¡rb 6¡ ú. .br|oón ñ¿¡ .!c€cü.ai .:i
co.llo r.mti¡h úr¡ di.rt¡ct r .oór€ e¡ é\,otór! FbnaiD y po!¡¡d6 &¡trrid|b. Tlmblh b P..ria¡lÉ idrlar &cidorEs é vitá cdr
l¡ hb|f¡¡dan m5 a.bc¡dl.

¿Cul Fr.d. ..r .l ñ.dt¡tlo d.l .lr¡.lo?
El €.rrú p|l6d. cdúiln r !u .ñbt||Edd. ólcaí¡b o .b'¡53 !¡cé .!r irEbno o Fco dso: .í ..lt ütino ctú. rE Pod.lt.¡6
,f*¡r al d¡enó6tcD. l¡ ántr!93 (b rcú¡da ¡. rÉ¡¡¡ cdt|o p.ft6 (b m¡ c.n¡¡¡ts q€ci|l doióc b dfúno. nb¡maciü tob€
r¡ .drñ.d.d y b! rf..!6 p¡! Ud.d y r, lan¡lb, .. por .llo q¡. no hbir|.ño. rsúü¡ó3 pa. b8bl¡. En .l b?npo q€ ¡. L
r¡F ¡no.a.lr qoo d.ñor. .l FE...¡únb d. !u .nrnra. Ud. d€ó. coor¡r|.r n¡. d'b prs dlrq. dt rÉr¡ü(b. yrb a¡..qb

¿C{¡.. roí L moL.ü- t r¡rgp. prr tH. d r.¡:.. .l ..¡¡¡(¡o güalbo?

r.¡3 nol..r¡6 q¡6 ud. 3drtirá .n b oL.lEóñ dr nrEr. ¡.'d ¡9o do dolor Fr .l Ércrr.2o d. l¡ .¡|¡F y rfr É2 p.dl¡ F.rnlr t¡n
nsdón '|dtÉ dq|d. !. b hrod¡¡¡, |¿ ¡!|¡e o ti'r úi¡ hbqj(ln.n b rdrá d€ F¡dh En.3l üt¡rb.ro, ¡d¿ ¿bnddo 9d
!.r¡dr.l d. !¡ ¡nci¡¡dh ¡ir codo adic¡o6¡1. A¡ d.iocr al |! nó. 6b irldñÉltn pdrl. oc.r¡in d. FÉcr&it r Y lüior poi b!
@i!.a.ñdá! p.rúrld!.. f¡mlÚt.. L!d.b. y locbb¡ rt lbvr úr¿.ddri.(bd hdrdl¡i¡. püa b c¡l.. b ¡nfr.ltnl ¡poyo y
dbirón sr co¡!¡l¡ 6!9cdda dc .rrh. lg¡¡a¡yantc, r¡¡ olrd 9..úrB !&n qr urD lil.E |'|! €rf€rfnGd¡d h.r€dttb. oüc
d¡¡nür6 do h fr¡{b o ló oa.¡oo6 ¡r€(tsdd da us ou.&n dsctuÉ| nE.

I'EC¡¡RACóT OGL SOLEÍ TAJfTE

tta rlb ¡rldrnúl¡) ercá (b || pc¡DliE de Élar'n l¡| étlb cÉíáüao y tD brÚ b qort|¡|ód (b hEf ba p.!c|,nl6
rb...ri.....rcá.rd pr6c.rl.li}¡loi.¡oy ¡ür.dr{r, c.n ls.xdk*¡rn6 r€c5¡(b t dot '/o|¡|lr¡nD . |ti co|É.rtinlglb

l. OÉ se rna eÍle¡ge úa ñuiatra pára 6ludb g6náüco d6:
G€notittl¡aáclóñ (bl gán:

¿ Orr €a me ¡rloma cl rcaútado

L Ouo r. d¡firorr¡ mi m(Éstá da ADN an r* Barr¡ da ADN (bl ClSt¡.

lld¡b.a aünob¡r:

o¡l:

SI c 
'o¡c¡/'¡ía 

t o -É aDúdo ptt cE ttt co,'*tdtnlcalo
Yo coí¡ r€3ponssb dat soliilanto, (by aon!€ndmianb pá.a €l€!¡db lFnól¡)o.

l'lornür .dnobb:
DÑI:

iEtocafd^ oll|" coflScxTtlE llo

@



Servicio de Neurogénét¡ca

ANEXO 3

INTERPRETACIóN DE RESULTAOOS DE MLPA

Copy ilunúer ¡üü¡3 br Dr0P'2 ad ,lPZ
fmJe and fe¡n¡lc) üd Gilrt lfeml.)

Copy ils|nü€r ¡bü¡3 ñor
Cttt frn le)

Normal Normal 0.80 < Do < 1.20
Hormz!4qous deletim Het¡on DO=0
Heterozyqous deletion 0.,10<Do<0.65
Heterozyqous dupl¡caüon 1.30<DO<1.65
Heterczygtous bipl¡cdion/ Homozl4tous dudicaüon Dupl¡cat¡on 1.75<DO<2.15
Amb¡qmus copy number Amb¡quo6 copy number All otñer values

T.
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ANEXO 4
FORMATO DE REPORTÉ DE RESULTADO PARA ESTUDIO GENÉTICO PARA NEUROPATIAS

HEREDITARIAS SENSITIVO-MOTORA POR MLPA

Nomb.es y Apdlldc:
Fedra de nacimieñto
Se(o:
Sbtjs dín-tco:
Iipo de ruesb¿:
Estado de la ru6b"ó:

6digo de la rñuesf.:
Método de otre.|ción:
ReniEnte:
Hra de obt€ñc6n:
Fedta de enris¡in de ¡esJltado:

{\:,q. 
l

I

i:r r,r¡. i,, ., , 

,.j i; ,, .

¡. A|<¡Éh I'|! lZi I¡rt,ftrlili j
T.¡to Ddlrto: +5! t4ll r¡tg

Wa>ry,rt*C

uaoRAToR¡o D€L (aarx) oe ousue¡c¡fu ¡Ám¡ er ta¡nocÉr¡c+ npr
RESI ITAITO ¡rE lI{ LI¡IS t¡t(x.8cul/l¡, pAn¡ CflARCOT l{ t¡E IOOTH

Pade.te e9 erwiado para estudb molecrrlar por d¡a9nó6tico dh¡co de neu¡wdía CharEot l¡lafu Toodr

RESULTA¡X' 
'{('|.¡q'[¡APr€*n ¡. de qn rlelo ..n DEf-ECtóf{/ lXrpLtCAgó d. L rq¡ón

PrE dri. de ¡mboc delo¡ ¡in ¡ltr¡ci¡rg.

tf{IERP*E?AC¡Ó

!l_ d¡gls*. de Orircct M¿rie To(dr se €.taHec€ €r| un paciste media.te la deteccion de
DELECICT\UDUPUCACIO{ d€ r€{ih o,rTuy'cMr2A (inctu}€ et sen N'tp24toFlbl.

PROCEDIT¡g{T():

1. 
=F!-¡l 

rylf4l q"o gendbefic-ion de ta rcgih oltTl4 cD.rsbte er| la ¿plirac¡h de te tÉcni6 de
YLP¡ (9Al+@r\4-LPAq Kt P03lB2 CMTI) a paniide ADN genom¡co, t¿ tÉarta consisre en b vdoraciín
Í.:3 do?s (gyfl*Vqecbn) d€ la resión 17p11, por nrdb de ete.üoturE:is c+itü det producto
mLrA y s ar¿tHs det Ff,odEto m€dEnte ei soÍtware Coffalvs€r.NÉr_

G. VARGAS

E9¿ es una preb Ma en ¡nv&gaclia. * re@tnar&ñd utE @t tt¡¡naci(h adifuond ñdiangúa ñtu ietuu@ Na 60 d¡1,1b,

CdtE de ¡nEC¡gadh Aí5ta o N@ogsd@
Icüúto N*iqd (b q€nd6 t'¡a¡otjgtós
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ANEXO 5

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES PARA ESTUDIO DE GEN DMD POR TÉCNICA DE MLPA

TBE 1X

TBE IOx 50 mL

Agua tridestilada 450 mL

TBE lOX

Tr¡s base 54 mL

Ácido Bórico Z7,5 mL

EDTA 0.5M pH 8.0 200 uL

Enrasar a 500 mL con agua üidestilada,

ffi
Agarosa O.7olo

Agarosa 0.7 s

TBE lOX 5mL

Enrasar a 50 mL con agua tridestilada.



Serv¡cio de Neurog€néticá

XI. BIBIIOGRAFíA

1, Schouten JP et al. (2002). Relative quantmcaüon of'10 nucleic ac¡d sequences by

mulüplex l¡gaüondependent probe ampl¡fication. Nucleic Acids Res. 30:e57.

2. SchwarE M et al. (2007). Delet¡on of exon 16 of the dystrophin gene ¡s not assoc¡ated

with d¡sease. Hum Mutat. 28:205.

3. Varga RE et al. (2012). MLPA-based evidence for sequence gain: piÚalls in

confirmaüon and necessity for exclusion of false positives. Anal Biodlem. 421t799-
801.

4. Weterman et al. (2010). Copy number variaüon upsüeam of PMP22 ¡n Charcot-Marie-

Tooth disease. Eur I Hum Genet. 18(4):421-428.

5. zhang et al. (2010). Mechanisms for Nonrecunent genomic rearrangements

associated with CMT1A or HNPP: rare CNVS as a cause for missing her¡tab¡l¡ty. Am J

Hum Genet. 86:892-903.

6. Brown SB et al. (2014). Point Mutaüon Analysis of PMPZZ ¡n Paüents Referred for
Hereditary Neuropathy w¡th Liability to Pressure Pals¡es. Open I Genet. 4(6)i426'433.

7. Gui B et al, (2016). A new next-generat¡on sequencing-based assay for concurrent
preimplantation geneüc diagnosis of Charcot-Marie-Tooth d¡sease type 1A and

aneuploidy screen¡ng. J Genet Genomics. 43(3):155-159.

8. Milley GM et al. (2018). Genotypic and phenotypic spectum of the most common

causat¡ve genes of Charcot-Marie-Tooth d¡seas€ in Hungar¡an paüents. Neuromuscul

Disord. 28(1):3843.

9. Shahr¡zaila N et al. (2014). Xl¡nked Charcot-Mar¡e-Tooth disease predominates ¡n a

cohort of mulüethn¡c Malaysian paüents. Muscle Nerye. 49(2):198-201.

10. Wang R et al. (2015). Cl¡nical and geneüc specüa in a series of Chinse pat¡ents with
Charcot-Marie-Tooth disease. Clin Ch¡m Acta. 451 (pt 8):263-270.

iil
' $l¡

/l

6*"

I. ?AG[C L.

@
/'.)-'



ilt.

Servic¡o de Neurogenét¡ca

9 . PRUEBA GENÉTICA PARA ATAXIA DE FRIEDREICH

FINATIDAD

Apoyar el diagnóstico molecular de la Atax¡a de F¡¡edre¡ch (AF) a través de una guía técn¡ca

para la genot¡p¡f¡cación del número de repetic¡ones GM en el gen FfX, sustentada en la

ev¡denc¡a científica vigente para este procedim¡ento.

OBJETIVO

Normar el proced¡miento de genotipificación del microsatél¡te GAA del gen FXN en apoyo al

d¡agnóstico de la Atax¡a de Fr¡edre¡ch.

ÁMalro DE ApucAoóN
Guía técnica de aplicación obligatoria por el personal del Laboratorio de Neurogenética del

Serv¡cio y Centro de Invest¡gación en Neurogenética del Inst¡tuto Nacional de C¡enc¡as

Neurológicas.

NOMBRE DEL PROCEDIMIENTO A ESTANDARIZAR

CPT: 81479 . PRUEBA GENÉTICA DE ATAXIA DE FREIEDREICH

. CONSIDERACIONESGENERALES

5.1. DEFINICIONES OPERATIVAS

. Ataxia de Friedreich (FRDA): enfermedad neurodegenerativa causada por

m¡crosatél¡te GAA anormalmente expand¡do en el gen FXN.

. Consent¡miento Informado: Procedim¡ento mediante el cual se garantiza que e.

sujeto ha expresado voluntariamente su ¡ntención de part¡cipar en una prueba

genét¡ca.

. Genotip¡f¡cac¡ón del gen FXIV: proceso de la determ¡nación del genotipo de un

individuo con respecto al número de repetic¡ones GAA en elgen FXIV.

s.2. cot{cEPTos BÁsrcos

. Gen FXN. gen ubicado en la región autosómica 9q21.U.

. Electroforesis capilar: Técnica ut¡l¡zada para separar las d¡ferentes moléculas

presentes en una d¡soluc¡ón de acuerdo con la relación masa/carga de las mismas.

. PCR: Reacción en cadena de la polimerasa.

. Genotipo humano: en el contexto de un estudio molecular, se refiere a los dos alelos

o formas heredadas de un gen (o una variante de un gen) de un individuo.
. ADN: ácido Desoxirribonucleico.

VI. REQUERIMIENTOSBASICOS
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6.I. RECURSOS HUMANOS

. 01 biólogo genetista o con entrenam¡ento en biología molecular.

. 01 técnico de laboratorio.

cufAs Ds PRocEDrMrENTos
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01 médico neurólogo.

01 méd¡co genetista.

5.2. MATERIALES

6.2.1. lmplementos moleculares

o Fr¡edre¡ch's Atax¡a GAA Repeat Genotyping GScanTM V2 K¡t (Gene Link)

o Agua ultrapura libre de nucleasa

o Genescan LIZ 500 dye S¡ze Standard

o Hi-Di Formamide

o SeqStudio Genet¡c Analyzer Cartridge

o Seqstud¡oru Cathode Buffer Container

o Seqstudio Integrated Capillary Protector

5.2.2. Mater¡al de plást¡co

o M¡cropipetas 10 pL, 20 U1,50 Fl, 100 t¡l, 200 ÉL y 1000 FL'

o T¡ps con f¡ltro 10 UL, 20 pL, 100 UL, 200 FL v 1000 lI-
o Tubos de PCR 0.2 mL

o M¡croampru 8-Tube str¡p, 0.2m1

o Microampru 8-cap strip

o Tubos de centrífuga 1.5 mL

o Gradillas para tubos de 0.2 mL y 1.5 mL

o Pisetas

o Cathode Buffer Container Reservoir Septa for SeqStud¡o Genetic Analyzer

o M¡croAmp@ 96-Well Tray/Retainer set

o Estac¡ón congelada Para PCR

o Soporte Para m¡cropiPetas

6.2.3. otros materiales

o Papel lente para laboratorio

o Lejía

o Papeltoalla

o Mascarilladescartable

o Guantes de nitrilo descartables

o Mand¡l descartable

o Gorro descartable

o Botas descartables

Mater¡al de escritor¡o: 8olígrafo, forro de plást¡co, papel bond 44, cuaderno

de laboratorio, sobre manila, marcador ¡ndeleble, Tóner para impresora'

DNAZap PCR DNA Degradat¡on Solut¡ons

5.2.4. Equ¡pos

o Termociclador Proflex (Applied Biosystems)

o Anal¡zador genético Seqstudio'" (Appl¡ed Biosystems) -1. '::r,\!r,.i,ri,

rs"s
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Espectrofotómetro Epoch (Biotek,

Sistema de documentación de geles Omn¡Doc¡ (Cleaver Sc¡ent¡fic)

Cabina de PCR (ESco@)

Refrigeradores a 4eC (Thermo Sc¡entific)

Refr¡geradores a 4eC (M¡rayl

Congeladora a -20'C (Miray)

P¡cocentrífuga

Vórtex

Comoutadoras de escritor¡o

tmoresora

Sistema de al¡mentac¡ón eléctrica ¡n¡nterrup¡da

Estab¡lizador

6.2.5. Software

o Plate manager (Appl¡ed B¡osystemsl

o GeneMapper" Software 5 (Applied Biosystems)

o Gen5rM versión 2.0 (B¡otek)

6.3. SERV|C|OS

. Serv¡cios de agua

o Servicio de luz

. Servic¡o de ¡nternet
o Aire acondicionado

o Uso del laboratorio especializado

VII. CONSIDERACIONESESPECÍFICAS

Este proced¡miento requiere uso de un

imprescindible para la determinación del

menc¡onados.

equipo de alto costo "analizador

tamaño de reoeticiones GAA de

genético",

los genes

VIII. DESCRIPCIóN DETATTADA DEt PROCESO O PROCEDIMIENTO
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S. VARGAS

f{' ACTIVIDAD PROü,CrO RESP( sABU UIIIDAO ORGATIICA

ffiIt{tcto
1 CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA

EsruDto GENÉItco
Documento de
Consentimiento
Informádo firmado

A¡ea clínic¡ Sewic¡o de Neurogenética

2 EMIfIR ORDEN DE PROCEDIMIENTO Order de
proced¡m ¡ento

Area Clín¡c¡ Serv¡c¡o de Neurogenética

3

t
t/

TRAMITE DE ORDEN DE PROC€DIMIENfO

Sol¡citer la prel¡qu¡dac¡ón del procediñieñto

L¡quídoc¡ón
tiqu ider el costo del proced imienlo

Trámite de aprobac¡ón delSlS

S€llo de
Prel¡quidación

Bolete de Pato

Orden coñ dos
sellos de SIS

Oflcina de Preliqu¡dación

Ventan¡lla CAJA lrr! li' |l
i::

ventan¡lla sls

Contab¡l¡dad

",, 

: t.
cóebiüd¡d.

'/ls{
R€GISTRAR TOS DAfOS DET PACIENfE Informac¡ón

rcc¡strada en base
Area Clínica
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Sol¡c¡tud de
proced¡m iento
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5 EXTRACCION DE ADN
(según procedimiento estándar del
Láboratorio de Neurocenéticá)

ADN genómico Laborator¡o de
Neurogenética

Serv¡c¡o de Neurogenética

6 PREPAMCION O€ADN PARA

GENOTIPIFICÁCIÓN

Alfcuota de ADN con
concentrac¡ón 1OO Neurogenérica

Servic¡o de Neurogenét¡ca

-T

i

PROTOCOIO D€ GENOTIPIFICACION DET

MICROSATÉLTE 6AA DEL GE?'I FXN

Preporoción de rn¡x de PcR:

Para cada reacción prepárar:
PREMIX:10 ut de FRDA Gscan componentA,
4ut de Gscan Component M,2ut Gsc¿n

Component N,9 uL de ¿gua estér¡l

ENZIMA:3ut de Prem¡x+O.súL de Taq

Me?clar2lulde PCR prem¡x, 1u deADN
(100n8 deADNly 3uL de enrima.
Pur¡lcar los productos amplificados.
Colocár en el te.mociclador y e¡ecutar el
proSr¿lma srgu¡ente:
30c¡clos de d€naturacióñ a 94'C por 30
s€gundos, hibridación a 58'C por 30 segundot
extens¡ón a 72'C por 3 miñútot seguido por

un paso deextens¡ón finel e72'Cpot7

Pftporoc¡ón de ploco de frcgmentos:
En una placa compat¡blecon elequipo
proceder con los siguientes pasos:

Prcpareruna mezcla de 18 Éd€ Formamida
0.5 lI- M¿rcador Genes.anfM 600 Llz, por

cáda muestra a e\¡aluafse.

D¡5pensár 12 uL de la mezcla en cada pocillo
de le placa.

Añadir 1l¡t delADN obten¡do
en las r€ecciones de PCR

D€nátur¿l¡¿ar las muestras a 98'C pors

Guardar lá placá a4'c hasta ¡ntroduc¡rla al
aneli2ador.

Electolorcs¡s cop¡lor
[Jna ver preparada la placa,las reecciones

deben ser somet¡das a e¡ectroforesis capilar.
se emplearán las cond¡c¡ones ¡ecomendadas
por ei fabr¡cante,
PaÉ proSramar las cond¡ciones de
electroforesis cap¡lar se debeteneren cúenta
que elrango deampl¡ficación varíe entre 10O

a 5oo pb. los marcadores em pleados está n

marcados con GFAM y que el patrón de peso

molecularest¡ marcado con GeneScañTM 50O

Lt2.

Anólis¡s de rcsdtodos
Empleañdo el programa Genemapper, anal¡zar
€ltamaño de los fragmentos generedos. El

result¿do será un electrcferogreme coñ picos

de ¡ntensidad determinada y sepárados de
manere proporcional al ta maño del
fracmento.

Genot¡po para los

alelos de
microsatélites GAA

láboratorio de
Neurogenétic¿

Servicio de Neurogenét¡ca
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8 REGISTRO Y REPORTE DE PROC€DIMIENfO

Reg¡strar "Reporte de laboratoio á

disoosición" en base de dato!
"Geñot¡oificac¡ones".

lnformación
reg¡stráda en base
de datos y Reporte
de genotipificación

para FRDA

[aborator¡o de
Neuaogenét¡ca ......
{ biólo€o genet¡sra y -:
med¡co Senet¡sta)]" 

í¡ .-i'
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tx. RECOMENDACIONES

Todo estud¡o genét¡co debe ser real¡zado previo proceso de consentimiento informado
que autorice el proced¡m¡ento genético.

La sol¡c¡tud de la prueba genética y la entrega del reporte de resultado, debe realizarse

d¡rectamente con la persona afectada en el contexto de una evaluación médica y de

asesoramiento genét¡co que incluye evaluación pre-test, test y post-test.
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x. ANEXOS

ANEXO 1

FLUJOGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE PRUEBA GENÉNCA DE ATAXIA DE FRIEDREICH

I
Consentimiento lnformado

Análisis de resultados

P

lNtcto

Ofden de procedim¡ento para estud¡o 8enét¡co d€ atax¡a de

Friedrekh

Trám¡te de orden

¿T¡ene seguro SIS?

Genotio¡fi cación del microsatélite

GAA del gen FXN

qfrÉ\¿
E{affi,.ú ¡)t

wrw

Fin:

REPORTE
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ANEXO 2

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENÉTICO

caÍRo DE tl|vEt¡toac|oil
B^srca E¡ xEuR(xt€{ÉtEA

CO SET¡ITfl|EI{TO II{FORIADO PARA PRUE3A DE ESTUDP GEXÉNCO

¿a¡a Ftúc.drÍbrio .. í.cn¡d,o D..¡ n&r .l ..¡rdo l.íaü.o?
El AON €3 b lUsL|rq¡ q¡e ¡. €.rs¡e¡La .n nu€646 célda! y cmt,lh tanb s! tur|ooo¡¡irio €omo h he.Bicb. En ol hbor'torio dé
¡lém96ftáa! d.l C.itro é lo,¿cdbac¡ón B&tca 6n r.olr€.l|¿tic¡ (qA{) (bl lmri,tub t¡rdooal d6 CbrKt¿s f,l6udóq¡cás (NCN).
hácénros éxám€ñ.! qi6 ¡66 p€mibn aio.rráf cat*r6 €ñ €l aDN , lb!tiád'3 f n*n6. s. ttqi¡*e rñá f¡ue3tr (b 3a.Er€. de
tisop€do hrcd u ot6 tqiroE pt oót €r .l ADN. r€gr¡n b lolir't¡d .b¡ nú<Lo t€b¡t . L! m{E ta sá €rlcbd. .dr¡lrrtsrb
pd., €lttdo gonúako r!lg'o.a.b ccr !{ 6rLrE<!rd- ib m. €! podbr. dnd€5r s, ñ!6t¡. pfa düDe €¡áÍrd|as corm
tE ogloüht. glrcca éb- !(|6r¡rÉt kl ctmtic o mulrd¡E! €n al Af)|l ¡,¿(b rdÍr vrir¡ nrr.i

¿C.¡L..ó.r 16. b.|!ftb. r¡|..t¡dlo ¡.naüco?
El éüdb gúót6 r|€ p€nr*yú c.nocar .l d¡¡lnód¡o F€ciso .b $ od.rm€.bd y po&. d¡lb !t m¡ átÍcitn má¡ e.p6cf¡q ad
cDm Emban úr¡ dbobcii. 3ób.¿ e, .|'o|üdón. Fü!ó6tbo y po!üb¡¿ i¡átrdat - T.rü¡an ¡! psñüé tñ¡r .bci*xl.! (b vitr coí
|t hbmacif¡ ñá. 6.Lcuád¿

¿Col p.¡.(¡ ..r .l |¡.r¡[.do (|.l .rr¡dlo?
El r6dl¡.b g¡.d. coífn¡iar s{¡ .nbrr¡€.Ld, deenrb o álgm¡3 \..6 s€r irrbro o poco ckor 6¡ €c. üírc c¡.o, ño p.d.ür'.6
lr€c¡r 6l d¡Cñó.tcb- L: oú€!. (b rarldc se r€a¡lá corE p.r¡. ó úa o.i¡ta .Ép.cal (bnd! t3 dr.€rm! irbín¿riú| ¡ob.e
il arf€r¡¡€dd y bs d€3g6 p¡á U¡l€.| y s¡r farft¡. €. pa db $r ño 

'lbrr¡amc 
|tsünús Fr bébrb. :. d timF q|6 .. tá

helé ¡rl¡t(b q¡. (Ehoé d Foé.¡n¡.!nb d. a{¡ frr€str!. Lld. doD. cood.tá. rrt. ¿it p¡a ¡rürgs (b.€.¡¡t¡(bé yrb er.ad¡¡

¿Cuf.3.on l¡ mol..ü¡ !'.4¡e6¡ pr¡ t,d..| n}:.rd.¡¡rdo ¡.íaf¡co?
t¡. d$bcj! ql6 t d. sl¡rÉ €r b oüdrbn d. 3¡nSr6 ssrá Eú96 d6 ddd pa 6l p¡fth.zo d. l¡ aou¡:! y ra.¡ Ez podrl¡ p.66rner uñ
mo..ló. oó €l á¡16 dó.dé sé b btoduJo lr a99i¡ o ¡¡€n una hbaa¡ón 6ñ b zo.E do p(rodórl En .3b ú¡ttño.so, ¡!n¡ ¡brxldo por
pdr€nal d€ la imttudñ 

'¡n 
co.to d¡cbnl. A cdioc€. 6l r€lufl'(b. 6b k*6íteón p6d.l¡ @!¡ortaíé pr€odt¡dóll y iatior pd b3

cr't66qlcñoá3 parúrálé. lamld€a. l¡rbdd!. t socbbi dc tbi/.l úa óds!¡erH n€r*¡tria, p{s lo cl¡l !9 b ü.in&ó apoto y
úi¡rre¡án .n coÉ¡rr es!€d.¡€' d. a..üb- húh€n¡a. d otf.. o.r10.1a6 s5b6n qr uÉ tbD oa !.L.¡n6d¡d f.í!dirb, <trc
ñinb6 dá b Itr¡b o la a*r|3 .lr.(bda do t¡r !i,ód.n (¡lc.in¡|rc

o€ctaR^cs|| tEL SoLtr ratE

¡r. áb tloÍ¡¡ú(5) srcr (b b p6óaid d€ €d¿¡r¡n ün c.td¡o g€nórao y h. bn¡do ra opónm¡r¡d & herb¡ 0..9r¡nr¡¡
r¡o.€a¡3a !c6rE! &l Focédrnloloi .üoy a¡tL.lb(a) con ló rrdr:¡.¡rn€6 rácb¡4ra y dary !¡o¡iñt¡iarr¡ta ñi aonrñt¡n¡€nb

l. Ch€ !€ rna onñlgá úrá muottr¿ por¡ oatudb gonótbo dé:
G€ndificadón d.l gDn:

2 Quo le ni€ ¡|lorñe el aaadL(b

3. QrÉ 36 dÍ¡acarÉ m¡muo!tra dé ADN e¡ €l Aárrcod€ ADN del CIBN.

¡¡d¡bc coñpbb:

or:
l. Tact€ L

Si r, sor¡c¿a¡lr ,ro €15 cap.dl,',o p,'a ata aa, aon andñn o
Yo corÉ ro3ponaSl€ d6l solktLn0á. doy conssrftm¡€rto pár€ el éü'rd¡o g€¡étco,

iranD.ó coopbb:
Dt{l

REI/OCA'Oñ DEt COaaSEftTSE tto

t,.1. i..
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ANEXO 3

INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS DE ELECTROFEROGRAMA DEL GEN FXN

l5fñd ttOA l¡rúan !a.ro!úc Ota¡l cS.ú- IraF

|..r-ütú. trD¡Üü^caLl ¡D x tüu¡.f -33 rtd ts¡t !t ft{r¡*.lÉc¡l.frd ¡ti¡ú G A.rF.trl

-',,:.i....'':.i....
.li:!'. f,, 1' t. ,.- ^-...
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l.orntd CAA r6al dbb!
-8E86A^rF..t¡
FlA/R3C Rin€.¡

GcrenÉr CdlÍol D|\A
0a GAA rtge.t¡
f 1A,i3C Pi¡Gr¡

-L-'r-
fi|ryr.|r |. oír¡. D.. ddñd EUraat a..&d C.n. ¡¡* |nf'^C.r|arrf .c.a.d lr{a lcrt.lra r: a+2(x¡7'Orl6a 6^A

.!9..tr -É02 b9 fr.|rrFrt.

c..r l¡ú türa G.nars_ ao.rtfol Dara {c.t¡lot l: lo2o:l7o2l ro2 G^A ragaar¡ 'ú16 bp fr.cr¡.r{.
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ANEXO 4
FoRMATo DE REpoRTE DE RESULTADo pARA pRUEBA GENÉrcn oe arnxln oE FRTEDRETcH

uaofla¡onfo ¡t€t (Farn¡t r nvtsuerdl| ¡imr gr ¡rgnreÉnc¡. ¡tqt
RES¡'LTAIb DE AI{ T¡IBTS 

'IOI^ECUTAR 
PARA ATAXIA FR¡EDREIC'I

Nornbr€s y Apdliro6:
H|a de na.imkrto
S€xo:
staurs dínko:
fipo de Ír¡esüa:
E*ado de h rnuestra:

Cód¡Cp de h muesü-¿:
Mébdo de otrtencioó:
Remit€ñE:
Fed|a de obt€nciir:
Féd|a de em¡són de resr¡:Ho;

Paderte es e.v¡ado para esud¡o rnot€<ühr por d¡.gñódico clhho de atax¡a.

RESUITAIX} I,IOI¡CULAR
Presencia de arnbos ¿lebs cdi repdicion€a dentso dei rango de ndí€lUad.
Presencia de an6c alebs car repeticioneG enciná del nngo de rümJüad.
Presencia de un aldo con tep€tl¡ones encina del r¡¡9o de nornCilad.

Ado 1:

Aelo 2:

ÍrlEpnEf cró
El d¡€nó6ti@ de Ataxta F.il.Eidr se ed¡blere en tf| p¡cbrE med¡arte ¡¿ d€tecciin d€ raria¡t€s
patogéric- tÉldir:as en gen RD4,'

^lsloc!!d|tEl€: 
de 5 a 33 .€pettbrEs G^A.

Alclo..romral€ rfl¡taHc: de > 3+ ,15 rep€ti.iorrs GAA.

^¡slo. 
d! Dsn€E m¡. comCrÉ4 p.bló9¡co: de 66 A $m .epe*abn€s GAA.

L¿ precidri.t de h de€fmbrióh de núnero de repdkioaEs €s de + 1, 106 \¡¿lses obtenid6 cerc¡ d€l
límite estableddo con¡o patoliógico d€ben de ser üüdo6 @n esped¿l oidado.

PROCEDII'UHñOl
El €árdo ÍEle(r¡lar para gpnoti¡¡ñcac6n del númerD de repettio,r€s €.r GAA €n el ¡ñón 1 del gen

fRUt úÉl€ er la amt'ifcaciir por PCR efi ü€rnpo finál usardo d¡gd|udectidG ftiarcadc con
fluore.c$c¡¿, deteÍninacion dd nimero de repaicíorEs GAA ps eled.€fo.eds cap¡br con marcrdú de
peso rrofecriar, se reafim cn fri&e*:ht hxia 6kan* KE

E*a es una FrEfu b* en iñváai.Jüctin.
EtA mrEstm s¡ se taáte Fm uso clínia.

@ntro d€ tñéc¡oadjo B;1¡ 6 Ns@gerEdc.
trEth.to Ndorl¡l de c¡ed6 ¡¡€ud&

* twterdüía ura @nñm6cñlin ¿¿tci.rnal ct utt

repticin€s GAA.

rep€rtcin€s GAA.

t. taolE !.
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