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EJERCICIO DE INTERCOMPARACION CON MUESTRAS DE ACIDOS NUCLEICOS

1.- ¢POR QUE PARTICIPAR EN EJERCICIOS DE INTERCOMPARACION?

Los ejercicios de intercomparacion o ensayos de aptitud entre laboratorios que trabajan con muestras de
acidos nucleicos permiten la comparacion de los métodos analiticos utilizados para evaluar los diferentes
parametros de calidad de las muestras con el objetivo de conseguir que dicha calidad sea lo mas homogénea
y Optima posible fortaleciendo la confianza tanto de las instituciones que procesan muestras de acidos

nucleicos como de los investigadores que las solicitan.

Las comparaciones interlaboratorios constituyen una valiosa herramienta para evaluar la eficacia y el
desempefiio de los laboratorios en las técnicas analizadas asi como para establecer acciones de mejora en el
caso de detectarse alguna incidencia que afecte tanto a la calidad de las muestras como a la técnica empleada

para la evaluacidn de los diferentes parametros de calidad.

2.- EVALUACION DE LA CALIDAD DE ACIDOS NUCLEICOS EN EL BANCO NACIONAL DE ADN

El Banco Nacional de ADN Carlos Ill (BNADN) es una plataforma tecnoldgica de apoyo a la investigaciéon
biomédica creada a principios de 2004. Desde entonces ha adquirido experiencia en el procesamiento,
almacenamiento, cesion y control de calidad de 4cidos nucleicos esta certificado bajo la norma de sistemas
de gestion de calidad I1ISO 9001 (afio 2006). El alcance del sistema implantado en el BNADN incluye el
programa de control de calidad de muestras de acidos nucleicos asi como la gestidon de equipos, ambos
procesos clave para garantizar una correcta caracterizacién de la calidad de la muestras. Ademas, durante
los afios 2018 y 2019 el BNADN ha participado en el Proeficiency Testing (PT) Programme llevado a cabo por
el IBBL (Integrated Biobank of Luxembourg) en colaboracién con ISBER (International Society for Biological
and Environmental Repsositories) para los siguientes procesos de calidad de muestras de ADN y ARN: DNA
Extraction from Whole Blood, DNA Quantification and Purity y DNA integrity, RNA Extraction from Whole
Blood, RNA Quantification and Purity y RNA integrity, obteniendo una valoracion del desempefio certificada

como muy satisfactoria en todos los procesos.
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3.- ¢éEN QUE CONSISTE EL EJERCICIO DE INTERCOMPARACION OFERTADO?

El EJERCICIO DE INTERCOMPARACION ofertado por el BNADN EVALUA LAS TECNICAS EMPLEADAS para la
determinacion de los siguientes parametros de calidad de muestras de ADN y ARN:

- Concentracidn de las muestras por espectrofotometria y /o fluorimetria.

- Pureza de las muestras mediante las relaciones de absorbancia A260/280 y A260/230.

- Integridad de las muestras por electroforesis en gel de agarosa o microelectroforesis capilar.

Asimismo, se incluye un EJERCICIO DE INTERCOMPARACION para determinar la eficiencia del METODO DE
EXTRACCION de ADN y/o de ARN utilizado en los centros participantes mediante la evaluacién en el BNADN

de la calidad de las muestras obtenidas y comparacidn de los resultados con el resto de participantes.
FUNCIONAMIENTO

1. Con periodicidad bianual, el BNADN enviard las muestras a evaluar a cada uno de los laboratorios
participantes. A cada uno de los centros participantes se les asignara un codigo propio que se les comunicara

personalmente con el objeto de asegurar su confidencialidad durante todo el proceso.

2. Los laboratorios participantes evaluaran los parametros de calidad de las muestras con los protocolos
rutinarios establecidos en sus instituciones y remitiran los resultados requeridos en el proceso a evaluar al
BNADN en un plazo maximo de dos semanas. En el caso del ensayo relativo a la evaluacién del método de
extraccion de ADN y/o ARN, los centros participantes enviaran al BNADN la muestra extraida junto con la

informacion solicitada.

3. Con el conjunto de los resultados recopilados el BNADN realizara un estudio estadistico en que se
compararan los datos de cada laboratorio participante con valores consensuados del conjunto de datos de
todos los participantes. EI BNADN remitird un informe a cada laboratorio en el que se valorara su

desempeiio individual respecto del resto de laboratorios.
4. El BNADN emitira un certificado para cada uno de los procesos evaluados.

El nimero minimo de participantes inscritos para que un proceso pueda ser evaluado debe ser de 8 centros.
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4.- PROCESOS EVALUABLES
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PROCESOS

Metodologia

Concentracion y pureza de
1. | muestras de ADN por
espectrofotometria.

El BNADN enviara al centro participante 3 muestras de ADN con la solucién de
resuspensién correspondiente para hacer el blanco en el espectrofotémetro.

Los participantes tendran que evaluar la concentracidn y la pureza (ratios A260/280 y
A260/230) de las muestras. Se solicitard que se realicen tres réplicas para cada
muestra de las medidas de concentracion y pureza.

Concentracion de muestras
de ADN por fluorimetria.

EI BNADN enviard 3 muestras de ADN al centro participante.

Los participantes tendran que evaluar mediante fluorimetria la concentracién de las
muestras. Se solicitara que realicen tres réplicas de la medida para cada muestra.

Integridad de muestras de
3. | ADN por electroforesis en gel
de agarosa.

EI BNADN enviard 3 muestras de ADN al centro participante.

Se solicitara que los participantes realicen un gel de agarosa segin su protocolo
habitual y evalien la calidad de las muestras con un sistema de puntuacidn
establecido por el BNADN descrito en la documentacion que recibirdn junto a las
muestras y que debe ser remitida por el centro participante.

Integridad de muestras de
4. | ADN mediante equipos de
electroforesis automatizada.

El BNADN enviard 3 muestras de ADN al centro participante.

Los participantes tendran que evaluar mediante equipos de electroforesis
automatizada (p.ej. TapeStation, Bioanalyzer o similares...) la integridad de las
muestras. Se solicitara que se realicen tres réplicas de cada muestra y que envien el
resultado de integridad del ADN generado por el equipo (p.ej. valor de DIN asignado
por TapeStation).

Proceso de extraccion de
ADN a partir de sangre total.

Los centros participantes recibirdan un tubo con 2.5 ml de sangre total para proceder
a la extraccion de ADN segtin su protocolo habitual. La muestra de ADN extraida sera
remitida por el centro participante al BNADN junto a una alicuota del tampdn se
resuspensién utilizado y la informacidn solicitada en la documentacién que se envia
con la muestra. Imprescindible seguir las indicaciones de volumen de extraccion de
sangre y Vf de resuspension indicadas en el formulario de solicitud.

En el Banco Nacional de ADN se llevard a cabo la determinacion de:
- concentracidn y pureza por espectrofotometria.
- concentracidn por fluorimetria.
-integridad mediante TapeSation y electroforesis convencional en gel de agarosa.
- funcionalidad de las muestras mediante amplificaciéon por PCR.

Concentracidon y pureza de
6. | muestras de ARN por
espectrofotometria.

El BNADN enviara al centro participante 3 muestras de ARN con la solucién de
resuspension correspondiente para hacer el blanco en el espectrofotometro.

Los participantes tendran que evaluar espectrofotométricamente la concentracién y
la pureza (ratios A260/280 y A260/230). Se solicitard que se realicen tres réplicas de
las medidas de concentracién y pureza.
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Integridad de muestras de
7. | ARN por electroforesis en gel
de agarosa.

El BNADN enviard 3 muestras de ARN al centro participante.

Se solicitara a los participantes la realizacidn de un gel de agarosa segun su protocolo
habitual y la evaluacion de la calidad de las muestras segln un sistema de puntuacion
establecido por el BNADN descrito en la documentacién que se recibira junto a las
muestras y que debe ser remitida por el centro participante.

Integridad de muestras de
8. | ARN mediante equipos de
electroforesis automatizada.

El BNADN enviard 3 muestras de ARN al centro participante.

Los participantes tendran que evaluar mediante equipos de electroforesis
automatizada (equipos TapeStation, Bioanalyzer o similares...) la integridad de las
muestras. Se solicitara que se realicen tres réplicas de cada analisis y que indiquen el
valor de integridad del ARN asignado por el equipo (p.e: valor de RINe asignado por
TapeStation).

Proceso de extraccion ARN a
partir de sangre total.

Los centros participantes recibiran un tubo Paxgene con 2.5 ml de sangre total para
proceder a la extraccion de ARN seguin su protocolo habitual. La muestra de ARN
extraida serd remitida por el centro participante al BNADN junto a una alicuota del
tampodn se resuspension utilizadoy la informacion solicitada en la documentacién que
se envia con la muestra. , Imprescindible seguir las indicaciones de volumen de
extraccionde sangre y Vf de resuspensidn indicadas en el formulario de solicitud.

En el Banco Nacional de ADN se llevard a cabo la determinacién de:
- concentracion y pureza por espectrofotometria.
- determinacion de la integridad por microelectroforesis con el equipo TapeSation
y electroforesis de agarosa.
- determinacién de la funcionalidad de las muestras mediante sintesis de cDNA y
amplificacion por PCR.

5.- METODO DE CALCULO DE LA EFICACIA DEL DESEMPENO

En primer lugar, se verificard la distribucion de los resultados de los participantes. Si esta distribucion es

normal o cuasinormal se llevara a cabo un analisis utilizando estadisticos paramétricos eliminando para este

calculo los laboratorios discrepantes, que se identificaran mediante los tests de Cochran (repetibilidad) y

Grubbs (variabilidad entre laboratorios). Los laboratorios discrepantes no serdn tenidos en cuenta en los

calculos globales para determinar el valor asignado de referencia del ensayo y la desviacidn tipica de

reproducibilidad calculados por consenso, si bien, igual que el resto de laboratorios, recibirdn un informe

individual con el resultado de su evaluacion.
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La evaluacion del desempefio de cada laboratorio se realizard mediante la puntuacién Z-score aplicando la

siguiente formula:
Z= (Xi-Xpt)/ opt

Donde Xi= resultado del laboratorio
Xpt=valor de referencia asignado

opt=valor de la desviacion estandar (SDPA) del ejercicio

La interpretacion del valor Z-score segln la norma ISO 17043 es la siguiente:
|Z| <2 desempefio satisfactorio; no genera ninguna sefial de atencién
2.0< |Z| < 3 desempefio cuestionable; genera una sefial de atencién

|Z| = 3.0 desempefio insatisfactorio; genera una sefial de atencién

Alternativamente, para la evaluacion de los ensayos “Integridad de las muestras por electroforesis en gel de
agarosa” y "Proceso de extraccidn de ADN o ARN a partir de sangre total” la evaluacién de la calidad de las
muestras de ADN y/o ARN se realizard con un sistema de puntuaciones objetivas establecido por el BNADN
que permite llevar a cabo una evaluacidn conjunta de parametros de calidad cuantitativos y cualitativos y

que sera descrito detalladamente en los informes entregados a los participantes.

6.- INSTRUCCIONES Y FECHAS DE REALIZACION DEL EJERCICIO DE INTERCOMPARACION:

- Registro de participacion: los centros interesados en participar deberan registrarse mediante el enlace de

inscripcidon disponible en la pagina web del BNADN (https://www.bancoadn.org). En este enlace deben

indicarse los datos referentes al centro participante, asi como la seleccién de los procesos en los que se desea

participar.

- Envio de las muestras a los centros participantes: el BNADN procedera al envio de las muestras, durante

el mes de junio.
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Asimismo, el BANDN enviara, a la direccién del correo electrénico proporcionado por cada uno de los centros
participantes, un cddigo de identificacion exclusivo para asegurar la confidencialidad de los datos de centro.

En ese mismo email se enviardn las instrucciones a seguir para el analisis de las muestras.

- Envio de los resultados obtenidos por los centros participantes: los centros participantes deben remitir las
muestras procesadas y/o los resultados obtenidos, en el formulario preparado al efecto por el BNADN, a la

direccion de correo electrénico enaptitud@usal.es antes de que finalice la primera quincena de julio.

- Envio de los informes de evaluacion del desempefio a los centros participantes: los informes de la
evaluacion del desempenio y los certificados de participacion seran remitidos por el BNADN a los centros

participantes durante el ultimo trimestre del afio en curso.

- Finalizado el ejercicio los participantes recibiran un cuestionario de satisfaccion cuya informacién sera

considerada para mejorar el servicio en ediciones futuras.
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