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Imegen le garantiza que todos sus productos estan libres de defectos, tanto en los materiales
empleados como en su proceso de fabricacion.

Esta garantia se hace extensible hasta la fecha de caducidad, siempre que se observen las
condiciones de conservacion especificadas en este manual.

Nuestros productos estan disefiados para uso en investigacion. Imegen no le ofrece ninguna
otra garantia, expresa o implicita, que se extienda mas alld del funcionamiento correcto de los
componentes de este kit. La Unica obligacion de Imegen, respecto de las garantias precedentes,
sera la de reemplazar los productaos, o bien devolver el precio de la compra de los mismaos, a
voluntad del cliente, siempre y cuando se pruebe la existencia de un defecto en los materiales, o
bien en la elaboracion de sus productos. Imegen no sera responsable de ningun dafio, directo o
indirecto, que resulte en pérdidas economicas o en dafios que pudieran producirse por el uso de
este producto por parte del comprador o usuario.

Todos los productos comercializados por Imegen son sometidos a un riguroso control de calidad.
El kit imegen® Cambridge 1l ha superado todas las pruebas de validacién internas, que
garantizan la fiahilidad y reproducibilidad de cada lote fabricado.

Para cualquier consulta sobre las aplicaciones de este producto o sobre sus protocolos, puede
contactar con nuestro Departamento Técnico:

Teléfana: 963 212 340
e-Mail: tech.support@imegen.es

. . . e . . ~
imegen es una marca registrada del Instituto de Medicina Gendmica en Espaia

Maodificaciones de las Instrucciones de Uso [IFU]

Version 01 Revision de contenido.
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1. Informacion general

El sindrome Cambridge Il es un tipo de trombofilia hereditaria con predisposicion a la trombaosis
que provoca deficiencia de la enzima antitrombina, AT, involucrada en el proceso de coagulacion
sanguinea. La enzima AT, de sintesis hepatica, esta codificada por el gen SERPINC1 que
pertenece a la superfamilia de las serpinas y se caracteriza por su actividad inhibidora de
enzimas con actividad serin proteasa. La AT es responsahle de la regulacion de la formacion del
coagulo ya que inhibe la actividad de la trombina y de otras proteinas que promueven la
coagulacidn e interfiere en los primeros pasos de las cascadas de coagulacion.

La AT es el principal anticoagulante enddgeno, pues inhibe a la enzima procoagulante mas
importante, la trombina (Flla), y a otras enzimas de la coagulacidn como son los factores Xa, 1Xa,
Xlay Xlla. La deficiencia incluso moderada de la molécula aumenta el riesgo tromhbdtico hasta un
o50%, y la deficiencia completa de la proteina esta asociada con la letalidad embrionaria. Por todo
ello, la AT es quizas el principal elemento regulador del sistema hemostatico con mayor
trascendencia funcional.

La variante Cambridge Il, A368S, afecta la funcidn de la AT, alterando su capacidad de inhibicion
de factores de coagulacidn y trombina con respecto a la forma no mutada, incrementando
considerablemente el riesgo de trombosis venosa profunda y embolia pulmonar.

Referencias

= Khan S, Dickerman JD. Hereditary thrombophilia. Thromb J. BioMed Central; 2006;4: 15.

= Williamson B, Brown K, Luddington R, Blood CB-, 1998 undefined. Factor V Cambridge: a
new mutation [Arg306- Thr] associated with resistance to activated protein C. Am Soc
Hematol.

= https://ghr.nim.nih.gov/gene/SERPINC1
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2. Uso previsto

El kit imegen-Cambridge Il emplea una combinacién de oligonucleotidos y sondas de hidralisis
fluorescentes ([FAM™ y VIC®) en un ensayo de PCR a tiempo real validado para analizar el
genotipo de un paciente en la posicion 1246 del gen SERPINC1 cuya mutacion c.1246G>T o
p.(Alad16Ser] afecta a la proteina antitrombina dando lugar al fenotipo conocido como
Cambridge Il. Esta nomenclatura, que sigue las indicaciones de la HGSV, esta basada en el
NM_000488.3. Por otro lado, a esta mutacidn, también se le asigna, tradicionalmente y segun la
entrada 0027 del OMIM *107300, la siguiente nomenclatura: mutacién ALA384SER del gen
SERPINC1.

Este kit ha sido validado utilizando muestras procedentes de la Unidad de Genética Médica de
imegen. El material necesario para este estudio es ADN gendmico procedente de sangre

periférica, saliva o frotis bucal. La cantidad total de ADN necesario es de 50 ng.

Imegen-Cambridge Il es sdlo para uso en investigacion y esta dirigido a profesionales del sector
de la hiologia molecular.
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3.

10.

Advertencias y precauciones

. Se recomienda seguir estrictamente las instrucciones de este manual, especialmente en

cuanto a las condiciones de manipulacion y almacenamiento de los reactivos.
No pipetear con la boca.

No fumar, comer, beber ni aplicarse cosmeéticos en las zonas donde se manipulan kits vy
muestras.

. Se debe proteger debidamente cualquier afeccién cutanea, asi como cortes, abrasiones y otras

lesiones de la piel.

No verter los restos de reactivos a la red de agua potable. Se recomienda utilizar los
contenedores de residuos establecidos por la normativa legal y gestionar su tratamiento a
traves de un gestor de residuos autorizado.

En caso de un derrame accidental de alguno de los reactivos, evitar el contacto con la piel, los
0jos y las membranas mucosas y limpiar con abundante agua.

Las hojas de datos de seguridad (MSDS] de todos los componentes peligrosos que contiene
este kit estan disponibles bajo peticidn.

Este producto reguiere la manipulacién de muestras y materiales de origen humano. Se
recomienda considerar todos los materiales de procedencia humana como potencialmente
infecciosos y manipularlos conforme a la norma de la OSHA sohre Bioseguridad de nivel 2 de
los patdgenos de transmisidn sanguinea o se deben utilizar otras practicas pertinentes de
bioseguridad para los materiales gue contienen o se sospecha gue puedan contener agentes
infecciosos.

Los reactivos incluidos en este kit no son toxicos, explosivos, infecciosos, radiactivos,
magneticos, carrosivas ni causantes de cantaminaciaon ambiental hioldgica.

Este kit ha sido validado con unos equipos y en unas condiciones especificas que podrian variar
sensiblemente en otros laboratorios. Se recomienda por tanto que cada laboratario realice una
validacidn interna cuando vaya a utilizar por primera vez el kit.
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4. Contenido

almacenamiento del kit

Este kit contiene reactivos suficientes para la realizacion de 48 determinaciones. La relacién de
reactivos incluidos en el kit es |a siguiente:

= Cambridge Il Master Mix: Contiene oligonucledtidos, sondas de hidrdlisis fluorescentes (FAM y
VIC] y agua para la amplificacion y deteccion de los alelos normal y/o mutante objeto de

analisis.

= General Master Mix; Master Mix de PCR con los nucleotidos, MgCl,, enzima y buffer para llevar

a cabo la PCR a tiempo real.

condiciones

Reactivos Color Cantidad Conservacion
Cambridge Il Master Mix Disco rojo 2 x 180 pL -20°C
General Master Mix Disco blanco 2 x 300 pL 4°C

Tabla 1. Componentes del kit imegen-Cambridge I

Rev.1.12/02/2018
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9. Equiposy materiales no suministrados

Equipos:

= Termaociclador de PCR a tiempo real [canales FAM y VIC]
= Micropipetas de 10 pL, 20 pLy 200 pL

= Vortex

= Centrifuga

Materiales:

= Puntas de pipetas con filtro (10 pL, 20 pLy 200 pl]

= Tubos estériles de 1.5 mL

= Material fungible dptico compatible con el termaciclador de PCR a tiempo real
= (uantes de latex
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6. Protocolo de ensayo

6.1 Preparacion de las reacciones de amplificacion

Para estimar la cantidad de reactivos necesaria, se debe tener en cuenta el nimero de muestras y
controles a analizar simultdneamente. Recomendamos realizar los célculos, considerando una
reaccidon mas, o bien, incrementando un 10% el volumen de cada reactivo.

Para llevar a caho el analisis cualitativo, se recomienda preparar una reaccién de amplificacién por
muestra e incluir un control negativo de PCR, para descartar contaminacion de los reactivos vy el
control positivo.

A continuacion, se muestra el protocolo recomendado para la preparacion de las reacciones de
amplificacion:;

1. Descongelar todos los reactivos del kit y el ADN de las muestras. Agitar cada uno de los
reactivos en vortex y mantener en frio.

2. Enun tubo de 1.5 mL preparar el mix de PCR afadiendo los siguientes reactivos por muestra:

Reactivos Cantidad por reaccian
Cambridge Il Master Mix 7.5pL
General Master Mix 12.5 L

3. Agitar en vortex y dar spin al mix de PCR y dispensar 20 pL en los correspondientes pocillos del
material fungible optico.

4, Afadir 5 pL de las muestras diluidas a una concentracion de 10 ng/puL y 5 pL de agua libre de
nucleasas [control negativa] a los pocillos correspondientes.

5. Colocar los tubos o placas en el termociclador de PCR a tiempo real y configurar el programa
de amplificacion tal y como se indica en el siguiente apartado.

6.2 Configuracion del programa de PCR a tiempo real

= Tipo de experimento: Quant-Standard
= Velocidad de rampa: Standard

= Volumen de reaccion: 25 pL

= Referencia basal ROX™: incluida
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= Fluoroforos de las sondas de hidrdlisis:

Sonda ‘ Fluoréforo ‘ Genotipo Quencher ‘
A384SER-P vIC® Mutante MGB
A384ALA-P FAM™ Normal MGB

Tabla 2. Informacion de las sondas de hidrolisis.

= Programa optimo de PCR:

Etapa 1
m T
(7o Activacion
enzimatica
50 ciclos
N° de Ciclos 1 ciclo . . L.
s Union de oligonucleotidos/
Desnaturalizacion py
Extension
Temperatura 95°C 95°C 60°C
Tiempo 10 minutos 15 segundos 1 minuto*

Tabla 3. Programa de PCR 6ptimo para el 7500 FAST o StepOne (Thermo Scientific)

*Deteccion de la fluorescencia
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7. Analisis de resultados

Para un correcto analisis de los resultados se recomienda seguir las siguientes indicaciones:

= Comprobar que en el control negativo de PCR no hay amplificacidn, ni en el canal FAM ni en el
canal VIC.

= Para analizar las muestras hay que emplear un software especifico del termociclador de PCR
a tiempo real utilizado.

A continuacidn se muestran los posibles resultados obtenidos con el kit imegen-Cambridge 11.

Amplification Plot
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Figura 1. Resultado obtenido a partir de una muestra homocigota
normal [G/G]. Sélo se observa amplificacion en el canal FAM.

Amplification Plot
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Figura 2. Resultado obtenido a partir de una muestra heterocigota
(G/T). Se ohserva sefial en ambos canales, FAM y VIC, siendo la
intensidad de fluorescencia mayor en el canal FAM.

El genotipo T/T resultaria en una sefial de amplificacion en el canal VIC.
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8. Troubleshooting

La tabla que aparece a continuacion presenta graficamente los resultados que podrian
obtenerse del andlisis de los diferentes controles y una muestra en un ensayo, asi como su

interpretacion:

Resultado
Control y Muestras T ]

FAM VIC
+ +
+ - Resultado esperado

Muestras
- +
- - Fallo de amplificacion de la muestra’
- - Resultado esperado
+ +
Control Negativo de PCR

+ - Contaminacion de la PCR con ADN humano?
- +

Tabla 4. Interpretacion de los posibles resultados

! Fallo de amplificacion de la muestra: Compruebe que la cuantificacién de la muestra es |a
recomendada, si fuese asi el resultado especificado puede deberse a gue la muestra se
encuentre altamente degradada.

2 Contaminacion de la PCR con ADN de humano: La contaminacidn de la PCR puede deberse a
un manejo equivocado de la muestra, al uso de reactivos contaminados o a contaminacion de
origen ambiental. Limpie minuciosamente el laboratorio donde se ha preparado la PCR, asi
como los equipos y el material utilizados. Si es necesario, use alicuotas nuevas de los
reactivos de PCR. Prepare en ultimo lugar la reaccion de PCR que contiene el control positivo,
con el fin de evitar la contaminacian cruzada. En este caso se recomienda repetir el ensayo.
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9. Limitaciones

10.1 Analiticas

imegen-Cambridge Il no puede detectar la presencia de otros alelos, como por ejemplo,
GCTCCAAGT.

10.2 Equipos
imegen-Cambridge Il ha sido validado usando los siguientes termocicladores de PCR:

= 7500 FAST Real-Time PCR System [ThermaFisher Scientific)
= StepOne Real-Time PCR System [ThermoFisher Scientific]
= StepOne Plus Real-Time PCR System [ThermoFisher Scientific)

Si usa otra marca o modelo de termocicladores, podria necesitar ajustar el programa de
amplificacion. Por favor, contacte con nuestro servicio técnico para cualquier consulta o
aclaracion.

10.3 Reactivas

imegen-Cambridge Il se ha validado empleando los reactivos incluidos en el kit y los

recomendados en el apartado 6 de este manual [Equipos y materiales necesarios que no se
suministran].

10.4 Estabilidad del producto
El funcionamiento optimo de este producto estd confirmado siempre que se apliquen las

condiciones recomendadas de almacenamiento especificadas dentro de la fecha dptima del
producto asociada a cada lote de produccion.

Rev.1.12/02/2018 Pagina 13 de 13



