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1. Informacion del producto
1.1. Contenido: LightMix® Kit Factor Il G20210A

Reactivos de PCR premezclados secos:

/I\\ |Conservar entre 4y 25 °C protegidos de la luz
Total

Descripcion del contenido Determinac
iones

Reactivos especificos de parametros

(PSR) 64
. que contienen cebadores y sondas
1Tx Rojo PSR premezclados y secos para 64 granulo azul

verdoso

determinaciones.
seco

<71 % de oligonucledtidos sintéticos
229 % de tampon

Patrones (ADN de control)

/I\\ |Conservar entre 4 y 25 °C protegidos de la luz

Etiqu Total
ota Descripcién del contenido Determinac
iones
. Control positivo de heterocigoto 40
1x Amarillo HT aproximadamente 4E5 equivalentes gendmicos granulo azul seco
Genotipado estandar sin modificacion 40
1x | Amarillo | WT genética ,
. . s granulo azul seco
aproximadamente 4E5 equivalentes genémicos
. Patrén de genotipado mutante 40
1x Amarillo MT aproximadamente 4E5 equivalentes gendmicos granulo azul seco

1.2. Uso previsto

Este kit de diandstico para PCR permite detectar la mutacidén del Factor Il (F2,
protrombina, OMIM 176930) G20210A (NCBI dbSNP: Rs1799963) a partir del ADN
humano gendmico extraido de sangre periférica.

Esta mutacion F2 pertenece, como la resistencia a la proteina C activada (APC)
(Factor V Leiden) o la deficiencia de antitrombina Ill, proteina C o proteina S, al
grupo de factores de riesgo hereditarios para la trombosis.

Este producto esta indicado para ayudar al médico especialista a analizar los
antecedentes genéticos de pacientes que muestran:

e trombosis venosa

embolia pulmonar

accidente cerebrovascular isquémico prematuro
infarto de miocardio prematuro en mujeres
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e antecedentes familiares de mutacion del Factor lI

e antecedentes familiares de accidente cerebrovascular, embolia pulmonar,
trombosis venosa profunda en familiares de primer grado con menos de 50
anos de edad.

Puesto que el riesgo de trombosis aumenta en aquellas personas que tienen
mutaciones del Factor V Leiden y del Factor Il, los pacientes con propension a
trombosis deberian también someterse a un analisis de la mutacion || G1691A del
Factor I, por ejemplo, usando el LightMix® Kit 40-0594 (Roche SAP n.°
06896529001).

Este kit no esta destinado a ser la Unica base de una decisién terapéutica. El estado
de mutacién del paciente debe considerarse junto con otros factores de la
enfermedad.

Nota: Las prestaciones del ensayo solamente se pueden garantizar con
instrumentos LightCycler® (consulte el apartado 1.3.2 para obtener mas
informacion).

1.3. Especificaciones

El LightMix® Kit Factor Il G20210A es una prueba diagndstica in vitro que permite
la deteccion del polimorfismo de nucleétido unico (PNU) Il G20210A del Factor |l
demostrado con muestras de referencia.

1.3.1. Muestras clinicas

La prueba requiere 2 ul de ADN gendmico purificado en solucidn acuosa extraido a
partir de una muestra clinica que contenga de 5 a 100 ng/pl de ADN gendmico
(cantidad total 10-200 ng), segun determinacidn por espectrofotometria UV
(1 OD =50 pg ADN/ml).

1.3.2. Instrumentos, software y productividad

Un kit contiene reactivos para 64 determinaciones realizadas en un volumen de
reaccion de 10 pl.

Cada ciclo de analisis debe contener al menos un patrén y un control negativo.

En el caso de LightCycler® PRO, se deben utilizar los tres patrones y un control
negativo para cada ciclo de analisis.
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La tabla siguiente muestra algunas caracteristicas del kit:

., Tiempo
Instrumento de | V€rsion de Slussiiee Maxima Minima
2 di del , . max. . .
Caddigos H ejecucio | or analisis productividad | productividad
especificos sortware n por &n, del kit @ del kit @
(o superior)
(aprox.)
LC 1.2 410M 60 min 30 + 2 ctrl. 58 20
LC1.5 410M 60 min 30 + 2 ctrl. 58 20
LC 2.0 4.05 60 min 30 + 2 ctrl. 58 20
LC480 (96 pocillos) 1.5 100 min 94 + 2 ctrl. 60 20
LC480 (3e4 1.5 100 min | 3820 + 2 ctrl. 60 20
pocillos)
z 480 (canal abierto) 1.5 100 min 940) + 2 ctrl. 60 20
LC96 1.6 100 min 940) + 2 ctrl. 60 20
LC PRO 1.X.X 70 min 920) + 4 ctrl. 60 12
1 Larealizacion de la prueba con instrumentos LightCycler® 1.2 o 1.5 que tienen integrada la version

de software 3.5 proporciona resultados comparables. Las instrucciones para programar, analizar los
datos e interpretar los resultados no se describen en este manual. Actualice a la version 4.10 o
superior cuando sea posible. El software LightCycler® 3.5.3 no incluye el médulo de genotipado
automatico. Se pueden obtener resultados equivalentes con personal cualificado que analice
manualmente cada muestra.

2 Cada ciclo de andlisis debe incluir un control heterocigoto y un control no dirigido (NTC) para un total
de 2 determinaciones de control.

3 El primer uso del kit exige la inclusion de 4 controles para mostrar el médulo de genotipado (no
LC96). El numero maximo de muestras que se pueden procesar se reduce en consecuencia.
Dependiendo de la normativa local, es posible que deban incluirse los 4 controles de genotipado en
cada ciclo de analisis, reduciendo el numero total de muestras de pacientes que se pueden analizar.

4 En el calculo se ha considerado una Unica muestra clinica analizada en cada ciclo de analisis.

5 Se requiere usar mas de un Kit.

6 Cada ciclo de analisis debe incluir un control heterocigoto (HT), los dos patrones de genotipado (WT
y MT) y un control no dirigido (NTC).

1.4. Conservacion y estabilidad

Reactivos y controles

Guarde los reactivos secos (PSR y patrones) protegidos de la luz y a temperatura
ambiente o refrigerados (de 4 °C a -25 °C).

No congele los reactivos secos.

La fecha de caducidad esta impresa en la etiqueta del kit.

Envio
Los productos se envian a temperatura ambiente. La estabilidad de los reactivos
durante el transporte se ha sometido a pruebas en las condiciones de envio.
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2. Dispositivos y reactivos adicionales

21. Requeridos

LightCycler® 2.0 Instruments

LightCycler® 2.0 Instrument

LightCycler® version del software 4.05 o
LightCycler® version del software 4.10 o superior
Capilares LightCycler® (20 ul)

o

LightCycler® 480 Instruments
LightCycler® 480 Instrument (modelo 1)
LightCycler® 480 Il Instrument

Analizador cobas z 480

LightCycler® Software versién 1.5 o superior
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 blanco o
LightCycler® 480 Multiwell Plate 384 blanco
o

LightCycler® 96 Instruments

LightCycler® 96 Instrument

LightCycler® Software version 1.0 o superior
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 blanco
Tiras para tubo LightCycler® 8 (blanco)

o

LightCycler® 1.x Instruments
LightCycler® 1.2 y 1.5 Instruments
LightCycler® Software versién 4.10
cC))apilares LightCycler® (20 ul)

LightCycler® PRO Instruments
LightCycler® PRO Instrument

LightCycler® Versién del software 1.X.X
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 blanco o
LightCycler® 480 Multiwell Plate 384 blanco
Opcional:

2.2, Instrumentos:

Instrumentos:
LC Carousel Centrifuge 2.0 (230 V)
Herramienta de taponado

2.3. Preparacion de la muestra

Preparacion manual de la muestra:
Kit de preparacion High Pure PCR Template
Agua de calidad PCR exenta de nucleasa
Etanol p.a.

Isopropanol p.a.

Preparacion automatica de la muestra:
MagNA Pure Instrument
Kit de aislamiento de ADN MagNA Pure LC

MagNA Pure 2.0 Instrument
Kit de aislamiento de ADN MagNA Pure LC

MagNA Pure Compact Instrument
Kit de aislamiento de acido nucleico MagNA Pure Compact |

MagNA Pure 96 Instrument
Kit para pequefio volumen MagNA Pure 96 DNA and Viral NA

MagNA Pure 24 Instrument
MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit

2.4, Reactivos

LightCycler FastStart DNA Master HybProbe

Roche Diagnostics
retirado

retirado

N.° de cat. 04 779 584 001
retirado

Roche Diagnostics
retirado

N.° de cat. 05 015 278 001
N.° de cat. 05 200 881 001
N.° de cat. 04 994 884 001
N.° de cat. 04 729 692 001
N.° de cat. 04 729 749 001

Roche Diagnostics

N.° de cat. 05 815 916 001
Integrado en el Instrumento
N.° de cat. 04 729 692 001
N.° de cat. 06 612 601 001

Roche Diagnostics
retirado

N.° de cat. 04 898 915 001
retirado

Roche Diagnostics

N.° de cat. 09 541 713 001
Integrado en el Instrumento
N.° de cat. 04 729 692 001
N.° de cat. 04 729 749 001

Roche Diagnostics
N.° de cat. 03 709 582 001
N.° de cat. 03 357 317 001

Roche Diagnostics

N.° de cat. 11 796 828 001
cualquier proveedor
cualquier proveedor
cualquier proveedor

Roche Diagnostics
retirado
N.° de cat. 03 003 990 001

retirado
N.° de cat. 03 003 990 001

retirado
N.° de cat. 03 730 964 001

N.° de cat. 06 541 089 001
N.° de cat. 06 543 588 001

N.° de cat. 07 290 519 001
N.° de cat. 07 658 036 001

Roche Diagnostics
N.° de cat. 12 239 272 001
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3. Informacion contextual

3.1. Contexto médico

El gen de la trombina codifica el Factor de coagulacion Il (F2 o Protrombina, OMIM:
176930), una glicoproteina dependiente de la vitamina K sintetizada como
proenzima inactiva por el higado.

La transicion G20210A, ubicada en la region no traducida en 3 prima del gen
(c.*97G>A) esta asociada a niveles elevados de protrombina en plasma, y a un
riesgo de trombosis venosa tres veces mayor (Degen et al, 1987).

Tanto los portadores heterocigotos como los homocigotos se ven afectados.
La frecuencia alélica en personas caucasicas esta en el intervalo de 1-3 %.

Historia

La aparicion de la mutacion G20210A en la protrombina de las personas caucasicas
data de aproximadamente 23 720 afos, segun el analisis de desequilibrio de
enlaces. Debe haber aparecido justo después de la divergencia entre
subpoblaciones africanas y no africanas, y de subpoblaciones caucasicas vy
mongolas.

Un analisis similar realizado para la mutacion del Factor V proporcion6é una edad
estimada de 21 340 afios. La aparicion de las dos mutaciones hacia finales de la
ultima glaciacion, asi como su amplia distribucion actual entre personas blancas,
sugiere ventajas evolutivas selectivas (disminucién de la pérdida de sangre). Es
improbable que las desventajas de la seleccion de la trombosis y las condiciones
trombaticas descubiertas en la poblacion moderna tuvieran un papel importante, ya
que hasta siglos recientes, los seres humanos no vivian lo suficiente como para
manifestar una incidencia significativa de trombosis (Zivelin et al. 2006)?.

Trombosis

En un estudio de casos y controles, el alelo 20210 A se identificé como un factor
con un riesgo de trombosis venosa casi tres veces mayor. El riesgo de trombosis
aumento para todas las edades y para ambos sexos. Se descubrié una asociacion
entre la presencia del alelo 20210 A y niveles elevados de protrombina. También
se descubrid que niveles elevados de protrombina, por si misma, es factor de riesgo
de la trombosis venosa (Poort et al., 1996)3.

Infarto de miocardio

Se ha asociado a la mutacidn un riesgo de infarto de miocardio 4 veces mayor en
mujeres (Rosendaal et al., 1997)* y se ha descubierto un riesgo 1,5 veces mayor
en los hombres (Doggen et al., 1998)°.

3.2. Metodologia y principio del ensayo

Usando metodologia PCR, un fragmento de 106 pb del gen del Factor Il se amplifica
con cebadores especificos. El fragmento de PCR se analiza usando un oligdmero
SimpleProbe® marcado internamente que se une a la region abarcando el sitio de
la mutacion.
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Durante el analisis de la curva de fusion, la temperatura aumenta lentamente. La
sonda sale a una temperatura especifica (Tm), produciendo una disminucion en la
fluorescencia. Cualquier emparejamiento incorrecto cubierto por la sonda
desestabiliza el hibrido y disminuye la Tm.

En este producto, la sonda imita la secuencia del genotipo no modificado, y la
presencia de una variante de mutacion dara como resultado una Tm reducida.

La lectura de los resultados del genotipo se basa en las temperaturas de fusion
comparadas con los patrones suministrados. Si lo permite el software del
instrumento, la lectura de los resultados de genotipado se puede obtener con el
modulo de genotipado automatizado (depende del instrumento: modulo de software
Melt Curve Genotyping) o con el LightCycler® Analysis Package (LCAP) especifico
del kit para el LightCycler® PRO Instrument.

Los resultados del genotipado automatizado deben revisarse manualmente para
detectar desviaciones en las curvas y las temperaturas de los puntos de fusion
intermedios. Si el tipado automatizado no consigue notificar resultados de
genotipado coherentes, el genotipo se debe deducir a partir de las temperaturas de
fusidn siguiendo los criterios descritos en el capitulo 7.

3.3. Caracteristicas de rendimiento

Especificidad analitica
La especificidad del gen diana y la idoneidad de la amplificacion por PCR utilizada
en esta prueba se demostraron mediante la secuenciacién del amplicon.

Sensibilidad analitica
La deteccion de diluciones seriadas de varios ADN genomicos heterocigoéticos
humanos reveld que el limite de deteccidn de este kit es de 250 copias (1,5 ng).

Especificidad y sensibilidad del diagnéstico

Un total de 142 muestras de ADN gendmico diferentes de individuos de origen
caucasico se analizan en paralelo, por secuenciacion y con el presente kit. El
estudio comparo los resultados obtenidos con el kit con los datos de secuenciacion
del ADN ABI 3730xI obtenidos por LGC Genomics GmbH, Berlin.

Resultados del estudio: Los resultados de ambos métodos analiticos mostraron una
concordancia del 99,3 %.

En particular, 136 muestras fueron del tipo homocigaético sin modificar, 4 fueron
heterocigoéticas y 1 muestra fue homocigotica mutante.

1 muestra, identificada por el software de genotipado automatico como
heterocigdtica G/A, se detectd mediante secuenciacion como un homocigoto sin
modificar para la mutacion analizada y como un heterocigoto para la mutacion
cercana C20209T rs 72550707 (consulte el apartado. 7.8.2 Variantes poco
frecuentes).

LightMix® Kit Factor Il G20210A_ES Pagina 8 de 30 Version V240326



4. Precauciones y advertencias
Requisitos de manipulaciéon

Este producto es un dispositivo de diagndstico in vitro, por lo que solo debe usarlo
personal cualificado.

Se requieren precauciones generales para manipular materiales generales de
laboratorio.

El flujo de trabajo del laboratorio debe seguir las practicas normativas. Debido al
riesgo de contaminacién, la preparacién y la amplificacion de PCR se deben llevar
a cabo en zonas separadas fisicamente.

No mezcle reactivos de distintos lotes.

No utilice los reactivos después de su fecha de caducidad.
Utilice la version del manual suministrada con el kit (consulte la etiqueta del kit).

Procedimientos de laboratorio

Todos los materiales de origen humano y los residuos asociados deben
considerarse potencialmente infecciosos. Limpie en profundidad y trate todas las
superficies de trabajo con productos desinfectantes aprobados por las autoridades
locales.

No coma, beba ni fume en la zona de trabajo del laboratorio.
No pipetee con la boca.

Lleve guantes protectores desechables, batas de laboratorio y una proteccion
ocular adecuada durante la manipulacion de muestras y la configuracion de los
componentes.

Evite la contaminacion microbiana o por nucleasas de los reactivos mientras realiza
la aspiracion de las alicuotas. El uso de puntas desechables estériles con filtro es
fundamental.

Lavese bien las manos después de manipular las muestras y configurar los
componentes.

Preparacion de la muestra

En lo que respecta a manipular y desechar de forma correcta, consulte las
instrucciones de seguridad incluidas en el prospecto del producto utilizado (consulte
el capitulo 2.3).

Ampilificacion y deteccion

Antes de utilizar este producto, lea el manual del operador del LightCycler®.

Guarde un archivo de muestra que identifique cada posicidn para permitir una
correcta identificacion de la muestra.

Compruebe la configuracion del LightCycler® Instrument y asegurese de que
coincide con lo indicado en el apartado «Protocolo de la PCR» especifico de su
instrumento.

LightMix® Kit Factor Il G20210A_ES Pagina 9 de 30 Version V240326



No toque la superficie capilar ni la cubierta de la placa sin guantes.

Consulte todas las instrucciones de funcionamiento y de seguridad del LightCycler®
Instrument.

Consulte siempre la ultima version del LCAP. Acceda a navifyportal.roche.com para
descargarla.

Gestion de materiales residuales

Deseche los reactivos sin usar y los materiales residuales de acuerdo con la
legislacion vigente.
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5. Programacion

5.1. Compensacion del color
Este kit no requiere compensacion de color. La lectura de datos con
«Compensacion de colory» activada no cambiara la lectura de los resultados.

5.2. Instrumentos LightCycler® que utilizan capilares
Consulte el manual del operador para obtener mas informacion.
Programacion
El protocolo consta de cuatro etapas programadas:

1. Desnaturalizacién de la muestra y activacion de la enzima

2. Ciclado Amplificacién por PCR del ADN diana

3. Fusion Identificacion de la secuencia de ADN amplificado por PCR

4. Enfriamiento del instrumento

Etapa: 1 2 3 4

Parametro:
Modo de . . e .. .
analisis Ninguno| Modo de cuantificacion Modo de curvas de fusién | Ninguno
Ciclos 1 45 1 1
°C objetivo 95 95 60 72 95 43 75 40
h"h?rr:fn”_g; 00:10:00 | 00:00:05 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Velocidad de
rampa 20 20 20 20 20 20 0.2 20
°Cls
Soc brana 0 0 0 0 0 0 0 0
Tamainio de la
etapa 0 0 0 0 0 0 0 0
°C
Retraso de la
etapa 0 0 0 0 0 0 0 0
Ciclos
'&%%‘g's'c'on Ninguno | Ninguno| Unico | Ninguno| Ninguno| Ninguno| Cont. Ninguno

Tab. 1. Programacion de los instrumentos que utilizan capilares

Nota:

Durante la programacion, mantenga los valores predeterminados del software: canal = 530,
muestras max. = 32, temperatura de busqueda = 30 °C y tamano del capilar = 20 pyl. No cambie
el valor del tamafio del capilar a 100 pl.
Guarde el programa y los valores predeterminados como «RUN Template» [Plantilla del
ejecucion], que se puede cargar antes de cada ciclo de analisis del Factor Il en LightCycler®.

Justo antes de iniciar el ciclo de analisis, modifique las muestras max. (predeterminado = 32) al
numero de muestras y controles incluidos en la ejecucion para evitar que el instrumento se
detenga debido a la falta de capilares.
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Los instrumentos LightCycler 1.x que utilizan el software version 3.5.3 leen «Temperature
Transition Rate» [Velocidad de transicion de temperatura] en lugar de «Ramp Rate» {Velocidad
de rampal.

5.3. LightCycler® 480 Instruments
Consulte el manual del operador para obtener mas informacion.

Formato de deteccién: SimpleProbe
Nota: Este kit se puede analizar junto con el LightMix® Kit HFE H63D S65C C282Y CE
(n.° de cat. 40-0340-32) siguiendo las instrucciones para el formato de deteccidon y la
programacion
descritos en el manual del kit HFE.

Volumen de reaccién: 10 pl

Programacion
El protocolo consta de cuatro etapas programadas:
1. Desnaturalizacién de la muestra y activacion de la enzima
2. Ciclado Amplificacién por PCR del ADN diana
3. Fusion Identificacion de la secuencia de ADN amplificado por PCR
4. Enfriamiento del instrumento

Etapa: 1 2 3 4

Parametro:

Modo de

analisis Ninguno| Modo de cuantificacion Modo de curvas de fusién | Ninguno

Ciclos 1 45 1 1

°C objetivo 95 95 60 72 95 43 75 40

Adquisicién

Modo Ninguno |Ninguno | Unico |Ninguno |Ninguno |Ninguno | Cont. Ninguno

Mantener

hh-mm:ss 00:10:00|00:00:05| 00:00:10 | 00:00:15|00:00:30| 00:02:00 | 00:00:00 | 00:00:30

Velocidad de
rampa 4.4 4.4 2.2 4.4 4.4 1.5 0.29 1.5
C°/s 96

Velocidad de
rampa 4.6 4.6 2.4 4.6 4.6 2.0 0.29 2.0
[C°/s] 384

Adquisicione
] - - - - - - 2 -
por °C

oSgc Diana 0 0 0 0

Tamano de
la etapa 0 0 0 0 - = - -
°C

Retraso de la
etapa 0 0 0 0 - - - -
Ciclos

Tab. 2. Programacion de la familia de instrumentos LightCycler® 480
Nota:
Guarde el programa y los valores predeterminados como «RUN Template» [Plantilla del

ejecucion], que se puede cargar antes de cada ciclo de analisis del Factor Il en LightCycler®.
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Asegurese de programar 2 adquisiciones por segundo en lugar del valor predeterminado 5;
mas adquisiciones reducen la pendiente de la curva de fusion, aumentan el tiempo de
experimentacion y producen un funcionamiento incorrecto del kit.

5.4. LightCycler® 96 Instruments
Consulte el manual del operador para obtener mas informacion.

Medicion
Formato de deteccion: 470/514 FAM General
Factor de cuant. Factor de fusion Tiempo de Volumenes (ul)
integracion (s)
10.00 1.20 Dinamico 10

Programacion
El protocolo consta de cuatro etapas programadas:
1. Desnaturalizacién de la muestra y activacion de la enzima
2. Ciclado Amplificacion por PCR del ADN diana
3. Fusién Identificacion de la secuencia de ADN amplificado por PCR
4. Enfriamiento del instrumento

Etapa: 1 2 3 4
Parametro:
Ciclos 1 45 1 1
Rampa °C/s 4,4 4,4 2,2 4,4 4,4 1,5 0,20 1,5
Duracion s 600 5 10 15 30 120 1 30
°C objetivo 95 95 60 72 95 43 75 40
Modo Patron Patron Patron
,:\/lccl)%lgisicién Ninguno |Ninguno | Unico |Ninguno |Ninguno |Ninguno | Cont. Ninguno
Lecturas /°C 5

Tab. 3. Programacion de LightCycler® 96 Instruments

Nota:

Guarde el programa y los valores predeterminados como «Experiment file» [Archivo del
expermento], que se puede cargar antes de un ciclo de analisis en LightCycler®.
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5.5. LightCycler® PRO Instruments

Utilice la versidn del software 1.X.X. Consulte la Asistencia al usuario del sistema
LightCycler® PRO para obtener mas informacion.

Para descargar un archivo de LightCycler® Analysis Package (LCAP)
correspondiente para el LightMix® Kit Factor Il, acceda a navifyportal.roche.com.
Consulte la ultima version del LCAP.

El perfil del ensayo especifico del kit forma parte del LCAP y es equivalente a las
condiciones del ensayo que se han mostrado anteriormente.

LightCycler® Analysis Package: = 1003_Factorll 96

Guarde el archivo de LCAP en la carpeta de ensayos del SFTP o en una memoria

USB.
Importe e instale el LCAP en el LightCycler® PRO Instrument y activelo.
Cree o importe una configuracion de pocillos en la pestafia Pocillos.
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6. Protocolo experimental

Programe el Instrumento antes de preparar las soluciones (consulte el apartado 5.
Programacion y lea el manual del operador del instrumento para ver mas detalles).
Las prestaciones del ensayo descritas solamente se pueden garantizar cuando se
utiliza con los sistemas de Roche Diagnostics descritos.

6.1. Preparacion de la muestra

Para la preparacion del ADN gendmico, utilice sangre periférica humana (EDTA,
citrato). No se recomienda utilizar sangre heparinizada, ya que este anticoagulante
podria interferir con la PCR.

Realice la purificacién del acido nucleico usando el kit de preparacién High Pure
PCR Template o los Instrumentos MagNA Pure usando el kit de extraccion
adecuado para el Instrumento MagNA Pure utilizado (consulte el apartado 2.
Dispositivos y reactivos adicionales) como se describe en los respectivos
protocolos.

En los ensayos representados (consulte el apartado 7.5. Lectura de resultados) el
ADN se extrajo manualmente a partir de 200 pl de sangre usando el kit de
preparacion High Pure PCR Template siguiendo las instrucciones del fabricante; se
usaron 100 pl de tampdn de elucion para la elucidn final del ADN purificado de la
columna.

6.2. Preparacion de los reactivos

6.2.1.Preparacion de LightCycler® FastStart DNA Master HypProbe

Para obtener mas informacién, consulte la hoja del método de LightCycler®
FastStart DNA Master HybProbe.

1 Mantenga frio el reactivo LightCycler® FastStart Enzyme .

2 Descongele el reactivo LightCycler® FastStart Reaction Mix 1b
calentando el tubo a 30-35 °C durante 3-5 minutos.

3 Centrifugue rapidamente los tubos para recoger las gotas.

4 La solucién debe estar exenta de particulas.

5 Afiada 60 ul de 1b al vial [il.
Mezcle la solucion cuidadosamente con una pipeta. jNo someter a

6 vortizacion! A
Evite la produccién de burbujas.

7 Centrifugue los tubos para recoger las gotas.

8 Utilice el reactivo para preparar la mezcla de reaccion (6.3).

9 Guarde el reactivo que sobre a 2 °C-8 °C.

6.2.2. Preparacién de reactivos especificos de parametros

> El tubo de PSR proporcionado es suficiente para 64 reacciones.

1 Centrifugue el tubo de PSR premezclado a 10 000 r.p.m. durante 1 minuto.

2 Compruebe que el sedimento esta en el fondo del tubo.

3 Anada 66 pl de agua calidad PCR al tubo de PSR.

4 Incube durante 20 s a temperatura ambiente.

5 Someta a vortizacién durante 10 s.

6 Centrifugue los tubos para recoger las gotas.
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» Utilice 1 yl de PSR disuelto para una reacciéon de PCR de 10 pl.

6.2.3. Preparacién del control positivo

> Un tubo de Control positivo HT es suficiente para 40 determinaciones.
1 Centrifugue el tubo de HT a 10 000 r.p.m. durante 1 minuto.

2 Compruebe que el sedimento de color azul esta en el fondo del tubo.

3 Disuelva el sedimento por adicién de 80 ul de agua calidad PCR.

4 Incube durante 20 s a temperatura ambiente.

5 Someta a vortizacién durante 10 s.

6 Centrifugue los tubos para recoger las gotas.

» Utilice 2 pl de control positivo para una reaccion de PCR de 10 pl.

» El control positivo debe usarse en cada ciclo de analisis.

Tenga en cuenta lo siguiente: Abrir el vial puede producir contaminaciones del espacio de
trabajo (aerosol).

6.2.4. Preparacion de los controles de genotipado

El software LightCycler® 4.05 y posterior (instrumentos que usan capilares), el software 1.5 y
posterior (Instrumentos LightCycler® 480) y el software 1.X.X y posterior (LightCycler® PRO) se
pueden calibrar con patrones de referencia para llevar a cabo un genotipado automatizado de
muestras clinicas desconocidas.

> Los patrones de genotipado WT y MT son suficientes para 40
determinaciones.

Si no se usan, conserve los patrones de genotipado secos. Deseche los
reactivos cuando el kit se haya usado o cuando alcancen la fecha de
caducidad.

Centrifugue los tubos de WT y MT a 10 000 r.p.m. durante 1 minuto.
Compruebe que el sedimento azul esta en el fondo del tubo.

Disuelva el sedimento por adicién de 80 ul de agua calidad PCR.

Incube durante 20 s a temperatura ambiente.

Someta a vortizacién durante 10 s.

Centrifugue los tubos para recoger las gotas.

O WIN|I—

» Utilice 2 pl de los patrones de genotipado WT y MT para una reaccion de PCR de 10 pl.

» Ambos patrones de genotipado deben utilizarse en el primer ciclo de analisis del kit para
calibrar el médulo de genotipado. En el caso de LightCycler® PRO, se deben utilizar los dos
patrones de genotipado en cada ciclo de analisis.

Tenga en cuenta lo siguiente: Abrir los viales puede producir contaminaciones del espacio de
trabajo (aerosol).
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6.3. Preparacion de la mezcla de reaccion

6.3.1. Reactivos para 64 determinaciones

Recomendamos preparar 64 determinaciones para evitar el almacenamiento de los reactivos
disueltos o activados en volumenes variables. Consulte en el capitulo 6.4 el almacenamiento y la
estabilidad de los componentes diluidos.

Para la preparacion de la mezcla de reaccion de menos muestras, vaya al paso 6.3.2 «Mezcla de
reaccion para una sola determinacion».

Prepare la mezcla de reaccion en tubo de PSR (enfriado):

64
Componentes o
determinaciones
Al tubo de PSR (tap6n rojo) que ya contiene 66.0 pl
Anadir:
H20, calidad PCR (tapén incoloro) 343.2 pl
Soluciéon MgCl2 25 mM (tapén azul) 52.8 ul
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (tapén rojo),
66.0 pl
consulte el apartado 6.2.1
Sustituya el «tapon de cuello largo» del tubo de PSR e
por el tapén rojo del FastStart
Volumen total 528.0 ul
Tab. 4. Volumenes de los componentes para preparar 64 mezclas de reaccién
6.3.2. Preparacién de la mezcla de reacciédn mediante reacciones

individuales

Prepare la mezcla de reaccién multiplicando cada volumen (tabla 6) por el nUumero de muestras
bioldgicas a analizar, mas tres determinaciones (control negativo, control positivo, uno de mas)
y (opcionalmente) dos patrones de genotipado. En el caso de LightCycler® PRO, se deben
utilizar los dos patrones de genotipado, control positivo y control negativo en cada ciclo de
analisis.

Prepare la mezcla de reaccion en vial enfriado:

Unico

Componentes i
reaccioén

H-O, calidad PCR (tapon incoloro) 5.2 pl
Solucion MgCl, 25 mM (tapén azul) 0.8 pl
PSR (tapon rojo), consulte el apartado 6.2.2 1.0 ul
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (tapdn rojo), consulte el 10 ul
apartado 6.2.1 Y H
Volumen de la mezcla de reaccion 8.0 pl

Tab. 5. Volimenes de los componentes para preparar una unica mezcla de reaccion

Pipetee arriba y abajo suavemente la mezcla de
reaccion.
iUn elevado porcentaje de errores experimentales se

debe a una mezcla de reaccion no homogénea!
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6.3.3. Procedimiento de carga de capilares/pocillos

Cada ciclo de andlisis debe incluir un control negativo (NTC) para demostrar la ausencia de
contaminaciones con ADN gendmico o producto de la PCR de MTHFR, y un control positivo
para identificar temperaturas de fusién especificas del ciclo de analisis. Los organismos
reguladores, los requisitos instrumentales o la normativa del laboratorio local pueden requerir la
inclusion de los dos patrones de genotipado.

> Recuerde incluir los controles al configurar la ejecucion.

1 Mezcle suavemente, centrifugue y compruebe la ausencia de burbujas de
aire en el vial de la mezcla de reaccion.

2 Dispense 8 pl de mezcla de reaccion a cada capilar/pocillo.

Obligatorio:

Anada 2 pl de H20 calidad PCR como control negativo (NTC)

Afada 2 ul de control positivo HT.

En el caso de LightCycler® PRO, se deben utilizar los dos patrones de
genotipado (WT, MT).

Opcional:

Anada 2 pl de patrén de genotipado  WT

Anada 2 pl de patrén de genotipado  MT

Anada 2 ul de muestra a los siguientes capilares/pocillos.

Cierre el capilar/la placa y centrifugue.

Compruebe que no hay burbujas de aire.

Ponga el rotor/la placa en el Instrumento LightCycler®.

Solamente para usuarios de capilares: introduzca el numero de muestras.
Inicie el ciclo de andlisis.

Introduzca el nombre del experimento cuando se le pida.

10 Guarde los datos de la muestra en la ventana de muestras.

OON® O |~

Consulte el apartado 6.5 para ver la carga de muestra y la calibracién con patrones de genotipado.

6.4. Almacenamiento y estabilidad de los componentes
disueltos

Mezca de reaccién

La mezcla de reaccidon completa que contiene los reactivos especificos de
parametros (PSR), LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe y MgCl. se puede
conservar refrigerada (2-8 °C) durante un maximo de 30 dias.

Evite una exposicion prolongada a la luz.

Reactivos especificos de parametros (PSR)
El PSR disuelto es estable durante un maximo de 30 dias si se conserva refrigerado
(2-8 °C). Evite una exposicidn prolongada a la luz.

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe
La mezcla maestra FastStart DNA Master HybProbe (1a+1b) combinada se puede
conservar refrigerada (2-8 °C) durante un maximo de 30 dias.

Control positivo
El control positivo disuelto es estable durante un maximo de 30 dias si se conserva
refrigerado (2-8 °C).

Patrones de genotipado
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Los patrones de genotipado disueltos son estables durante un maximo de 30 dias
si se conservan refrigerados (2-8 °C).

6.5. Carga de controles y patrones de genotipado

Las muestras descritas como posiciones 1 y 2 se deben rellenar en cada ciclo de
analisis; las muestras 3 y 4 se necesitan para ver los patrones de genotipado
(solamente en el primer ciclo de analisis del kit).
En el caso de LightCycler® PRO, se deben utilizar los dos patrones de genotipado
en cada ciclo de analisis

Los resultados de genotipado se basan en las temperaturas

de fusion.

A El uso del médulo de genotipado automatizado presente en el
software LightCycler® 2.0 y LightCycler® 480 es opcional, pero
es obligatorio para el LightCycler® PRO.

Consulte el manual del operador del LightCycler® para obtener mas detalles.

6.5.1. Instrumentos que utilizan capilares

En «Samples data - Capillary View» (Datos de las muestras: vista capilar)
introduzca el nombre de la muestra como se describe en la segunda columna.
Seleccione «Analysis Type — Genotyping» (Tipo de analisis: genotipado).
Seleccione el canal 530 y deseleccione los demas. En el menu desplegable,
seleccione «Sample Type» (Tipo de muestra) y copie la descripcion «Genotype»
(Genotipo).

Pos Muestra Diana Muestra

Nombre Canal Nombre Tipo Genotipo
1 NTC 530 Diana 1 Control negativo
2 HT 530 Diana 1 Patron de fusion Factor Il G20210A
Heterocigotico
3 WT 530 Diana 1 Patron de fusion Factor Il G20210
Sin modificacion
4 MT 530 Diana 1 Patron de fusion Factor 1 20210A
Mutante

6.5.2. LightCycler® 480 Instruments
En la ventana «Sample Editor» (Editor de la muestra), en la seccion «Step1: Select
Workflow» (Paso1: seleccion de flujo de trabajo), seleccione «Melt Genoy,
combinacion de filtro 465-510. Introduzca la descripcion del control positivo y los
patrones de genotipado como se indica:

Pos Muestra Geno Fus Geno Fus
Nombre Tipo de muestra Genotipo
1 NTC Control negativo

Factor Il G20210A

2 HT Patréon de fusion o
Heterocigotico
WT Patréon de fusion Fe_lctor I .('.;202.?0
Sin modificacion
4 MT Patrén de fusion Factor Il 20210A
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| | | Mutante

6.5.3. LightCycler® 96 Instruments

En la ventana «Sample Editor» (Editor de la muestra), introduzca como se describe
mas adelante la descripcién del
control positivo y, opcionalmente, de los patrones de genotipado.

Vista de tabla:

Color Posicion Nombre de la muestra Tipo de muestra Colorante
A1 NTC Se desconoce. FAM
A2 HT Se desconoce. FAM
A3 WT Se desconoce. FAM
A4 MT Se desconoce. FAM

6.5.4. LightCycler® PRO Instruments

En la configuracidon de los pocillos se debe seleccionar el LCAP correspondiente.
Los patrones de fusion y NTC se deben asignar a la posicidén del pocillo asociada.

Pos

ID de la muestra Funcién de la muestra Genotipo
1 1003_Factorll_NTC Sin control de plantilla
2 Factor II_HT Patron de fusion Factor Il G20210A

Heterocigdtico

Factor Il G20210

3 Factor Il WT Patron de fusion X - -,
- Sin modificacion

Factor Il 20210A
Mutante

4 Factor II_MT Patron de fusion
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7. Analisis e interpretacion de los datos

71. Limites e interferencias

Este ensayo es especifico para el ADN G20210A del Factor Il
No se conocen interferencias.

7.2. Calibracion

La calibracién se debe llevar a cabo siguiendo el procedimiento descrito en los
apartados 6.5, 7.3.1, 7.3.2y 7.3.3.

7.3. Control de calidad: criterios de aceptacion

Para poder llevar a cabo un analisis de genotipado fiable, es esencial que se
incluyan un control negativo NTC y un control positivo HT en cada ciclo de analisis.
Para el LightCycler® PRO, es esencial que, ademas del NTC y del control positivo

HT, se incluyan los dos patrones de genotipado WT y MT en cada ciclo de analisis.
Nota: La prueba se lleva a cabo a una temperatura de hibridacion de 60 °C, a la cual las sondas
no se uniran bien, proporcionando una sefal baja, o incluso ninguna sefial, en «cuantificaciony».
Por este motivo, los criterios de aceptacion estan basados solamente en la definicion de los
patrones de la curva de fusién, como se describe a continuacién.

7.3.1. Control negativo

Control negativo NTC (obligatorio: posicion 1).

El andlisis de la curva de fusion del control negativo debe proporcionar un resultado
negativo:

No se pueden detectar picos de fusion especificos del ensayo (consulte el apartado
7.3.2).

Si el NTC proporcionara uno o mas picos especificos (compare la sefal con los
resultados de la muestra para evitar que el software amplifique ruido de fondo al
tamano de la ventana, sugiriendo la presencia de picos de fusion), entonces se ha
producido una contaminaciéon o un error de pipeteo. La sesion no es valida y el
procedimiento debe repetirse. Si el problema persiste, cambie el agua y/o los
reactivos y repita.

Si se detecta un pico a una temperatura no especifica (consulte el apartado 7.3.5),
el software podria identificarlo incorrectamente como positivo, por lo que el
genotipado automatizado es imposible.

En este caso, para permitir el genotipado automatizado, cambie la muestra NTC de
«Control negativo» a «Desconocida» (consulte el apartado 6.5); alternativamente,
los resultados pueden leerse a partir de las temperaturas de fusidon (consulte el
apartado 7.7). No se aplica con los LightCycler® PRO Instruments.

7.3.2. ADN de control positivo
Control positivo HT (Obligatorio: posicién 2).
El analisis de la curva de fusion siempre debe proporcionar dos picos de fusion.
HT imita muestras clinicas heterocigéticas.
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Consulte el apartado 7.7 Interpretacion de los resultados para ver la temperatura
de fusién esperada.

7.3.3. Patrones de genotipado de ADN

Los patrones de genotipado son obligatorios en cada ciclo de analisis realizado
en el
LightCycler® PRO.

Patron de genotipado WT (opcional: posicion 3).

El analisis de la curva de fusion siempre debe mostrar un unico pico de fusion.

WT imita muestras clinicas de tipo no modificado homocigoticas.

Patron de genotipado MT (opcional: posicion 4).
El analisis de la curva de fusidon siempre debe mostrar un unico pico de fusion.
MT imita muestras clinicas homocigoticas mutantes.

Consulte el apartado 7.7 Interpretacion de los resultados para ver la temperatura
de fusién esperada.

7.3.4. muestras

El resultado del presente ensayo debe mostrar uno o dos picos de fusion. Q
No se esperan mas de dos picos por muestra.

Los perfiles de los picos de fusidn deben ajustarse a los criterios de aceptacion
descritos en el presente capitulo y en el apartado 7.7 Interpretacion de los
resultados.

Antes de repetir un ensayo, tenga en cuenta los errores comunes;

A compruebe en particular el perfil de amplificacion, que se han utilizado la
mezcla maestra y la concentracion de MgCl2 correctas, y tenga en cuenta
que también un almacenamiento inadecuado de los reactivos puede
producir un error de este producto.

7.3.5. Curvas de fusion anormales

Una curva de fusién inesperada podria deberse a una preparacion incorrecta de la
muestra, a un defecto en el producto o a una variante bajo la region de union de la
sonda. Se debe repetir todo el procedimiento (preparacion de la muestra,
amplificacion y deteccion). Si persiste la curva de fusidon anormal, se tendra que
usar otro método para identificar la secuencia. Envie el fragmento de PCR para su
secuenciacion para confirmar la secuencia o la identidad de cualesquiera
mutaciones desconocidas.

Con fines de mejora del producto y de vigilancia posterior a la comercializacion,
envie muestras de fusion que muestren desviaciones a los laboratorios TIB Molbiol
GmbH, Berlin. Pongase en contacto con service@tib-molbiol.de antes de enviarlas.
En el apartado 7.8.2 Variantes poco frecuentes se presentan ejemplos de
variantes conocidas.

7.4. Almacenamiento de patrones de genotipado externos

(No se aplica a versiones del software de LC1.x inferiores a la 4.0, LightCycler®96 ni a los
LightCycler® PRO Instruments)
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Tras el analisis del genotipado, si las muestras 1 a 4 cumplen los criterios de
aceptacion (consulte el apartado 7.3), guarde los patrones de genotipado como se
indica y uselos en los proximos ciclos de analisis.

7.41. Instrumentos que utilizan capilares
En la ventana Melting Curve analysis - Genotyping (Analisis de la curva de fusion:
genotipado), abra el menu «Standard (Int)» y seleccione «Save standards as
External» (Guardar patrones como externos).

7.4.2. LightCycler® 480 Instruments

En la ventana Melting Curve analysis - Genotyping (Analisis de la curva de fusion:
genotipado), abra el menu “Standards (In-run)» y seleccione «Save as ext.»
(Guardar como ext.).

7.4.3. LightCycler® PRO Instruments

Se deben utilizar los dos patrones de genotipado en cada ciclo de analisis.

7.5. Lectura de los resultados

Los picos de fusidn discriminan entre genotipos: heterocigotico, sin modificacion
genética y mutante.
Las curvas de amplificacion no contienen ninguna informacion analitica (consulte el
apartado 7.3 Control de calidad: criterios de aceptacion).
El uso del mddulo de genotipado integrado en el software LightCycler® 2.0
y LightCycler® 480 es opcional; en caso de fallo del médulo de genotipado
A automatizado (puntuacion <0,6 o res<0,4), pase a identificacion manual de
la curva de fusion (Tm calling) y compare los resultados con la tabla del
capitulo 7.7. Interpretacién de los resultados.

7.5.1. Analisis de fusion: Instrumentos que utilizan capilares

Consulte los datos de fusidon en el canal 530 (canal F1 para LC1.x, version de
software 3.5.3).

Canal 530
AL L : Control negativo NTC
" MT WT B ar =] (linea de color azul claro) no se deben detectar picos
04™ W T T de fusion especificos del ensayo.
oo W uT uT El control positivo HT (linea de color azul) y las
=ij;; ﬁ; muestras heterocigoticas 4408, 4410, 4488, M53)
W 2410 ET muestran picos de fusién a 50 °C y 60 °C.
W ¢:88  HT El patron WT (linea de color rojo) y las muestras
W 150 T homocigoticas sin modificacion genética (M50, M51,
W usi T M52) muestran un pico de fusion a
B nsz uT
HT 60 °C.
woe El patron MT (linea de color verde) y la muestra
e 50°C 60°C mutante homocigética (2616) muestran un pico a
44 45 48 50 52 54 15_1;“ pssaratg'r[]e (og 64 65 68 70 72 14 50 °C.
Fig. 1 Instrumentos capilares

7.5.2. Anadlisis de fusion: LightCycler® 480 Instruments
Consulte los datos de fusién en el canal SimpleProbe.
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Melting Peaks

Canal 465-510 (SimpleProbe)

4501 MT | WT, NTC Negative Control negativo NTC
4101 / A ERHET T (linea de color azul claro) no se deben detectar picos
o { ;,-A‘ Wvr T de fusion especificos del ensayo.
2 oo i M =;";16 - El control positivo HT (linea de color azul) muestra
S I ,a/’ ! B 2405 HT picos de fusion a 53 °C y 63 °C, asi como las
oy { AR f/ ! muestras heterocigoéticas (4408, 4410, 4488, M53).
8 5101 / El patron de genotipado WT (linea de color rojo)
. muestra un pico de fusién a 63 °C como las
= g muestras no modificadas
2 0s01| = (M50, M51, M52).
' oso P W\ El patron MT (linea de color verde) muestra un pico
o101 s . S de fusion a 53 °C, asi como la muestra mutante
' 53°C 63°C (2616).
° ? Temperature (') b " Fig. 2 LightCycler® 480 Instruments
7.5.3. Analisis de fusion: LightCycler® 96 Instruments

Anadir analisis: Tm Calling

Consulte los datos en:
Seleccione los picos usando la: Herramienta de marcador de area

Pico de fusion

0.007

NTC Negatiwve

- W T - Canal FAM
0.006 wr M T uT Control negativo NTC
B nT HT (linea de color azul claro) no se deben detectar picos
0.005 , | 2616 mT de fusion especificos del ensayo.
| (M 4408 HT El control positivo HT (linea de color azul) muestra
_ 0004 M uso wT picos de fusién a 50 °C y 60 °C, asi como la
z M rsy Wt muestra heterocigética (4408).
" 0003 Wms2 T El patrén WT (linea de color rojo) muestra un pico
de fusion a 60 °C, asi como las muestras sin
0.002 modificacion genética (M50, M51 y M52).
/\ El patron MT (linea de color verde) muestra un pico
. : _ /-\\ de fusion a 50 °C, asi como la muestra mutante
ot (2616).
50°C | 60°CH—>—
44.00 48.00 52.00 56.00 60.00 654.00 68.00 72.00
Temperature Fig. 3 LightCycler® 96 Instruments
7.5.4. Analisis de genotipado: LightCycler® PRO Instruments

Realice el analisis de los datos como se describe en la Asistencia al usuario del
sistema LightCycler® PRO.
Revise y apruebe los resultados en la pestafia Resultados objetivo. Es necesario
mejorar los resultados de los patrones de fusion (WT, HT, MT) y NTC antes de
aprobar los resultados de muestras desconocidas. Se pueden sobrescribir
resultados; los resultados que se sobrescriban se marcaran. En la pestana
Resultados de las muestras se pueden publicar los resultados aprobados.
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7.6. Temperatura de fusion esperada

homocigoto
Genotipo: mutante heterocigoto no modificado
po: Factor Il Factor 11 20210G/A Factor 11 20210G/G
20210A/A
Numero de picos de fusién 1 2 1
Temperatura de fusion 50-53 °C 50-53°Cy 60-63 °C
de los picos 60-63 °C
Diferencia de temperatura 10 °C
entre picos
Niveles . oy
oy Niveles plasmaticos
. plasmaticos . o
Fenotipo elevados de Asintomatico
elevados de .
. protrombina
protrombina

Tab. 6. Resultados tipicos del analisis realizado en los LightCycler® 480 Instruments

7.7. Interpretacion de los resultados

Factor Il G20210A
Canal 530 Genotipos del Factor Il

Pico(s) de fusion

Metabolizadores
Fenotipo

20210A G20210

Melting Peaks
o Tipo no modificado
o Asint st
L Factor I sintomatico
20210G/G
Temperature (°C)
- 60-63
Melting Peaks
o) compuesto
3] Niveles plasmaticos
LN Factor Il elevados de protrombina
20210G/A
Temperature (°C)

50-53 60-63

Melting Peaks

o Homocigoto mutante
m Niveles plasmaticos
Factor Il elevados de protrombina
20210A/A
Temperature (°C)
50-53 -
ATm 10 °C Tab. 7. Resultados tipicos del analisis

LightMix® Kit Factor Il G20210A_ES Pagina 25 de 30 Version V240326



Z:S Variaciones permitidas en las temperaturas de fusion

.5 °C | entre muestras del mismo genotipo

.5 °C | de AT entre los picos de fusién de las muestras heterocigéticas.

0
1.5 °C | entre el patron de genotipado y las muestras biolégicas
1
1

.5 °C | entre picos de fusion con el mismo genotipo entre ciclos de analisis

entre las temperaturas indicadas aqui y los valores obtenidos por
instrumentos locales. Esta variacion depende del instrumento: consulte

5.0°C siempre la temperatura obtenida con el control positivo HT incluido en
el analisis.
7.8. Informacioén adicional
7.8.1. Datos tipicos de la amplificacién

Las curvas de amplificacion no contienen ninguna informacién analitica (consulte el
apartado 7.3 Control de calidad: criterios de aceptacion).

7.8.2. Variantes poco frecuentes

Las secuencias utilizadas en este producto no tienen interferencias con otras
variantes génicas conocidas; las nuevas variantes generaran normalmente un pico
a una Tm diferente a WT o MT. Para demostrar la capacidad del ensayo para
discriminar el genotipo correcto, se utilizan dianas sintéticas que imitan todas las
variantes recogidas en el GeneBank (noviembre de 2023). Los valores de Tm
absolutos obtenidos con las dianas sintéticas pueden diferir de los obtenidos con
muestras bioldgicas; sin embargo, los ATm relativos deben permanecer
constantes.

Este kit no tiene como finalidad identificar variantes diferentes a las especificadas
en el apartado
1.2 Uso previsto Debe utilizarse otro método para identificar secuencias que
presenten picos de fusion anormales (consulte los apartados 7.3.5y 7.7).

Melting Peaks

280 1 24 A3

2 .55 MT\ WT
2301 A
205] 63°C
1.804

1554

120] | )

105 ~m]

.80

| 47°C

o 53°ct--x
e 56°C| |59°C

44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74
Temperature {(°C)

——

-(didT) Fluorescence (465-510)

Fig. 4 Datos de fusion de variantes poco
frecuentes
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n.° RS Tm HGVS RAM

WT 63 °C

MT | rs1799963 53 °C | NM_000506.4:c.*97G>A A=0,00995 (1250/125568)
1 :zﬁgggg? * 47 °C | NM_000506.4:¢.*96-97CG>TA | 1 informe
2 | rs72550707 56 °C | NM_000506.4:¢c.*96C>T T=0,00102 (128/125568)
3 | rs112016113 59 °C | NM_000506.4:¢c.*100C>A T=0,00001 (1/125568)
FAM = recuento del alelo minoritario; N.D. = no disponible

Las variantes experimentalmente probadas con cddigo rs (dbSNP), nomenclatura de la Human
Genome Variation Society (HGVS) y frecuencias de alelos (segun datos del TOPMed). Las
temperaturas (Tm) se recogieron usando dianas sintéticas. Los valores de Tm no se deben utilizar
para la prediccion del genotipo. Utilice la informacion indicada en los apartados 7.5 a 7.7.
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8. Solucién de problemas

Cddigos especificos

del instrumento
Evento

No se ha detectado

ninguna muestra

Instrumentos que utilizan capilares
Causa posible

Sin centrifugado

Instrumentos LightCycler® 96,480 y PRO

Solucion

Capilar de centrifugado

Todas las PCR

Seleccion incorrecta del canal de
deteccion

Seleccione el canal correcto antes de
realizar el analisis

negativas . .
9 Protocolo de amplificacion incorrecto | Compruebe el programa del instrumento
. . Asegurese de la homogeneidad de la
Pipeteado incorrecto >
cantidad de mezcla en cada muestra
, Pipetee la mezcla de reaccién arriba y
Linea base

inconsistente entre
varias muestras

Mezcla de reaccién no homogénea

abajo 10 veces con una punta limpia de
200 ul antes de distribuirla en el recipiente
de reaccion

Placa multipocillos mal sellada

Asegurese de que la placa multipocillo
esta correctamente sellada

Valores iniciales
Con forma de
dientes de sierra

Burbuja en el pocillo

Centrifugue la placa antes del ciclo de
analisis

Colocacion incorrecta del capilar en
el carrusel

Presione firmemente el capilar en el
carrusel

No hay sefial en el
control positivo

Error al configurar el instrumento

Compruebe los ajustes de posicion del
control positivo

Concentracioén incorrecta de
PSR/MgCl,

Repita el ensayo

Degradacion del control positivo o
del patron

Utilice una nueva alicuota de control
positivo o patrén

Sefial positiva en
control negativo
NTC

Error al configurar el instrumento

Compruebe los ajustes de posicion del
control negativo

Error de dispensacion

Cumpla con la ficha de trabajo al
dispensar muestras, controles negativos,
controles positivos y patrones

Error de dispensacion

Cambie siempre las puntas entre muestras

Error de dispensacion

Evite derramar el contenido del tubo de
ensayo de la muestra

Contaminacion del agua de calidad
PCR.

Utilice una nueva alicuota de agua de
calidad PCR

Contaminacion de la mezcla de
reaccion

Utilice nuevas alicuotas de reactivos para
preparar la mezcla de reaccién

Contaminacion de la
zona de extraccion/preparacion de
las reacciones de amplificacién

Limpie las superficies y el instrumental con
detergentes acuosos, lave las batas de
laboratorio, sustituya los tubos de ensayo
y las puntas en uso

Contaminacion de la
zona de extraccion/preparacion de
las reacciones de amplificacién

Anada Uracil ADN glucosilasa
LightCycler® (n.° de cat. 03 539 806 001)
a la mezcla de reaccion de acuerdo con
las instrucciones

No hay sefial en las
muestras

Baja cantidad de ADN

Compruebe la concentracion de ADN

Inhibiciéon de la muestra

Diluya la muestra y repita la PCR, o bien
repita la extraccion y la PCR, o bien
anada control positivo y repita

Curva de fusion
fuera del intervalo
de temperatura
esperado

Con Tm de los picos que concuerda
con el control positivo:
Concentracion incorrecta de reactivo

Asigne manualmente los resultados
correspondientes al control positivo

Con Tm de los picos que no
concuerda

Repita el ensayo diluyendo el ADN 1:3
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con el control positivo:
Posible inhibidor de la extraccion

Repita el ensayo mediante secuenciacion
e informe de la variante inesperada
escribiendo a

service@tib-molbiol.de

Con Tm de los picos que no
concuerdan con el control positivo:
Posible mutacioén diferente
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Aviso para el consumidor: patentes y marcas comerciales

La compra del presente producto otorga el derecho a utilizarlo para realizar la amplificacion y deteccién de
secuencias de acidos nucleicos con fines de diagnéstico in vitro en muestras de origen humano. No se
transfiere ningun otro tipo de licencia, excepto el derecho a utilizar el presente producto derivado de su
compra.

Aparte de las licencias indicadas expresamente, TIB MOLBIOL no garantiza que este kit y/o su(s) uso(s)
no infrinjan los derechos de terceros.

LightCycler®, MagNA Pure® y High Pure® son marcas comerciales propiedad de Roche Diagnostics.

El analizador genético ABI 3730xl y el analisis de secuenciacion son productos registrados por Applera.
LightMix® es una marca comercial propiedad de TIB MOLBIOL. SimpleProbe®, las sondas de
hibridacién y los kitsLightMix® se fabrican con licencia de Roche.

Historial de versiones

Las notas en rojo marcan los eventos que requieren cambiar los procedimientos de
laboratorio

Las notas en azul marcan las mejoras y los cambios en la composicion

software | Evento Fecha

V170303 Se ha corregido la redaccién confusa (7.3.1). 12/10/2017

V190123 Inclusioén del descargo de responsabilidad (7.8.2) 07/02/2019
Se ha afadido el LightCycler® PRO y MagNa Pure24. Se han eliminado el

V240329 | LightCycler® Nano y el FastStart DNA Master HybProbe. Cambios 26/03/2024
editoriales.

Informe sobre las observaciones, desviaciones y problemas del dispositivo, incluyendo los
numeros de lote y una breve descripcion de los errores a su representante local de Roche.

Fabricado por:

TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH
Eresburgstrasse 22-23

D-12103 Berlin, Alemania
www.tib-molbiol.de

IVD
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