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Genotipado de las mutaciones Glu342Lys (PI-Z) y 
Glu264Val (PI-S) del gen SERPINA1 mediante PCR 
a tiempo real 
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Reactivos Color Cantidad Conservación 

PI-S Master Mix Disco rojo 2 x 180 µl -20ºC 

PI-Z Master Mix Disco azul 2 x 180 µl -20ºC 

General Master Mix Disco Blanco 1320 µl 4ºC 

Positive Control Tapa roja 1 x 200 µl -20ºC 

Tabla 1. Componentes del kit imegen-Alfa-1-AT 



 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  
 

 

  

 

 

 

 

Reactivos Volumen por reacción 

PI-S o PI-Z Master Mix 7.5 µL 

General Master Mix 12.5 µL 

Tabla 2. Cantidad de reactivos necesaria por reacción para  el uso  7500 FAST o StepOne  

 

 



 

  
 

 

 

 

 

Sonda Receptor Genotipado Emisor o Quencher 

PIS-A-P VIC® Normal MGB 

PIS-T-P FAMTM Mutante MGB 

PIZ-G-P VIC® Normal MGB 

PIZ-A-P FAMTM Mutante MGB 

Tabla 4. Información de las sondas 

Reactivos Volumen por reacción 

PI-S o PI-Z Master Mix 4 µL 

LightCycler FastStart DNA Master HybProbe 1 µL 

MgCl2 (25 mM) 1 µL 

Agua 9 µL 

Tabla 3. Cantidad necesaria de reactivos por reacción empleando un LightCycler 480 o capilar 



 

  
 

 

 

 

 

 

 

Campos 
Etapa 1  

Activación 

enzimática 

Etapa 2 

PCR 

Nº de Ciclos 1 ciclo inicial 

50 ciclos 

Desnaturalización 
Unión de oligonucleótidos / 

Extensión  

Temperatura 95ºC 95ºC 60ºC 

Tiempo 10 minutos 15 segundos 1 minuto* 

Tabla 5. Programa de PCR óptimo para el 7500 FAST y StepOne  (Thermo Scientific)  



 

  
 

 

 

 

Campos 
Etapa 1 

Activación enzimática 

Etapa 2 

PCR 
Etapa 3 

Nº de 
Ciclos 

1 ciclo inicial 

50 ciclos 
1 ciclo 
final 

Desnaturalización 
Unión de 

oligonucleótidos  
Extensión 

Temperat
ura 

95ºC 95ºC 60ºC 
72ºC 40ºC 

Tiempo 10 minutos 5  seg. 10 seg. 15 seg.* 20 seg. 

Tabla 7. Programa de PCR óptimo para e termociclador LightCycler 480   

Programs 

Program Name Cycles Analysis Mode 

Precalentamiento 1 None 

Cuantificación 50 Quantification 

Frío 1 None 

Precalentamiento Temperature Targets 

Target (ºC) 
Hold 

(hh:mm:ss) 
Ramp Rate (ºC/s) Sec Target (ºC) Step Size (ºC) 

Step Delay 
(Cycles) 

Acquisition Mode 

95 00:10:00 20 0 0 0 None 

Cuantificación Temperature Targets 

Target (ºC) 
Hold 

(hh:mm:ss) 
Ramp Rate (ºC/s) Sec Target (ºC) Step Size (ºC) 

Step Delay 
(Cycles) 

Acquisition Mode 

95 00:00:02 20 0 0 0 None 

60 00:00:12 20 0 0 0 Single 

72 00:00:08 20 0 0 0 None 

Frío Temperature Targets 

Target (ºC) 
Hold 

(hh:mm:ss) 
Ramp Rate (ºC/s) Sec Target (ºC) Step Size (ºC) 

Step Delay 
(Cycles) 

Acquisition Mode 

40 00:00:30 20 0 0 0 None 

Tabla 6. Programa de PCR óptimo para  LightCycler Capilar (Roche) 



 

  
 

 
 

 

 

 

  



 

  
 



 

  
 

 



 

  
 

  

 

 

 



 

  
 

 



 

  
 

 



 

  
 

   

Control 
Resultado 

Causa 
FAM VIC 

Control Positivo 
+ + Resultado esperado 

- - Fallo de amplificación en la PCR1 

Muestra 

+ + 

Resultado esperado + - 

- + 

- - Fallo de amplificación de la muestra2 

Control Negativo de PCR 

- - Resultado esperado 

+ + 

Contaminación de la PCR con ADN humano3 + - 

- + 

 
Tabla 8. Interpretación de los posibles resultados 



 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 


