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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 diagnostico in vitro. Imegen no le ofrece
ninguna otra garantia, expresa o implicita, gue se extienda mas alla del funcionamiento correcto
de los componentes de este kit. La Unica obligacion de Imegen, respecto de las garantias
precedentes, sera la de reemplazar los productos, o hien devolver el precio de la compra de los
mismas, a voluntad del cliente, siempre y cuando se pruebe la existencia de un defecto en los
materiales, o bhien 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® Factor |l 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:

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

. ® . . . . . ~
imegen esuna marca registrada del Instituto de Medicina Gendmica en Esparia

Modificaciones de las Instrucciones de Uso [IFU]

Version 03 Caorreccion de los volumenes del punto 2, del apartado 7.1.

Versién 04 Adicién de medidas de seguridad en el apartado 4, y actualizacidn de la
informacian referente al control positivo del kit en los apartados 2, 3y
5.
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1. Informacion general

El gen F2 (protrombina o Factor de coagulacidn |1}, situado en la regién cromosémica 11pl1.2
codifica un factor de coagulacidn esencial para los procesos de coagulacion [hemostasia]. En
condiciones normales, la protrombina se sintetiza en el higado y su forma inactiva es liberada al
tarrente sanguineo hasta que se activa como trombina: convierte el fibrindgeno en fibrina para la
formacion de coagulos de sangre, estimula la agregacion plaguetaria y activa los factores de
coagulacion V, VIIl y XIll. Sin embargo, el alelo mutado ¢.20210G>A da lugar a la sobreexpresion
del gen gque conduce a una produccion excesiva de protrombina y finalmente tromhina
relacionada con la coagulacidn de la sangre.

Referencias

= https://www.omim.org/entry/176930
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2. Uso previsto

El kit imegen-Factor Il emplea una comhbinacién de oligonucledtidos y sondas de hidralisis
fluorescentes en un ensayo de PCR a tiempo real validado para detectar el alelo patogénico
c.*97G>A ([NM_000506.4] y el alelo normal en la region 3'UTR del gen F2 (protrombina). Ademas,
utiliza como control positivo ADN genomico heterocigoto para la mutacion objeto de analisis del
kit.

imegen-Factor Il es so6lo para uso diagndstico in vitro y esta dirigido a profesionales del sector
de la biologia malecular.

3. Caracteristicas tecnicas

Este kit ha sido validado utilizando muestras de ADN de referencia obtenidas a traves de Coriell
Institute for Medical Research, muestras analizadas previamente por el servicio de genética
médica de imegen y ADN sintético con una Unica copia de las secuencias diana [normal o
mutante) de la region ohjeto de analisis del gen Fll, y detecta especificamente los genotipos
esperados.

El material necesario para este estudio es ADN genomico procedente de sangre periférica. La
cantidad total de ADN necesario es 50 ng.

Imegen esta certificada frente a la norma UNE-EN ISO 13485 "Productos sanitarios. Sistema de
gestion de la calidad. Requisitos para fines reglamentarios”. Los kits de analisis genético para el
diagnaostico in vitro se encuentran dentro del alcance de esta certificacian.
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4.

10.

11

12

Advertencias y precauciones

Se recomienda sequir 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 cosmeticos en las zonas donde se manipulan kits y
muestras.

. Se debe proteger debidamente cualquier afeccidn cuténea, 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
través de un gestor de residuos autorizado.

En caso de un derrame accidental de alguno de los reactivaos, evitar el contacto con la piel, los
ojos 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 dispanibles bajo peticidn.

Este producto requiere 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 sobre Bioseguridad de nivel 2 de
los patdgenaos de transmision sanguinea o se deben utilizar otras préacticas pertinentes de
bioseguridad para los materiales que contienen o se sospecha que puedan contener agentes
infecciosos.

Los reactivos incluidos en este kit no son toxicos, explosivas, infecciosos, radiactivos,
magneticos, corrosivos ni causantes de contaminacion 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 lahoratorio
realice una validacion interna cuando vaya a utilizar por primera vez el kit.

El fabricante no responde del mal funcionamiento del ensayo cuando los reactivos incluidos en
el kit son sustituidos por otros reactivos no suministrados por imegen.

El fabricante no garantiza la reproducibilidad del ensayo cuando el usuario introduce reactivos
no validados por imegen, por considerarlos equivalentes a los suministrados en el kit.
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5. Contenido y condiciones de
almacenamiento del kit

Este kit contiene reactivos suficientes para la realizacién de 48 determinaciones. La relacidn de
reactivos incluidos en el kit es la siguiente:

= Factor Il Master Mix: Contiene oligonucledtidos, sondas de hidralisis 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 nucledtidos, MgCl,, enzima y buffer necesarios

para llevar a cabo la PCR a tiempo real.

= Positive Control: ADN gendmico heterocigoto para la mutacion objeto de analisis, permitiendo
por tanto, la amplificacidn simultanea del alelo normal y el alelo mutante objeto de analisis.

Reactivos Color Cantidad Conservacion
Factor Il Master Mix Disco azul 2 x 180 pl -20°C
General Master Mix Disco blanco 600 pl 4°C

Positive Control Tapa marrén 100 pl -20°C

Tabla 1. Componentes del kit imegen-Factor Il
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6. Equiposy materiales no suministrados

Equipos:

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

= Vortex

= Centrifuga

Materiales:

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

= Tubos estériles de 1.5 mL

= Material fungible optico compatible con el termociclador de PCR a tiempo real
= (uantes de latex

6.1 Kits complementarios

Para el analisis de genotipado de dianas relacionadas con enfermedades hematoldgicas, y en
concreto, con alteraciones en el proceso de coagulacidn, imegen también ofrece los kits imegen-
Cambridge Il [ref. IMG-199], imegen-MTHFR (ref. IMG-212], imegen-Factor V [ref. IMG-217],
imegen-Factor Xl (ref. IMG-215), imegen-MTHFRII (ref. IMG-216] e imegen-HFE [ref. IMG-218].
Todos ellos junto con el kit imegen-Factor |, han sido validados utilizando el mismo programa de
PCR a tiempo real, por lo que se pueden analizar conjuntamente.
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/. Protocolo de ensayo

7.1 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 calculos, considerando una
reaccidn mas, o hien, incrementando un 10% el volumen de cada reactivo.

Para llevar a cabo el analisis cualitativo, se recomienda preparar una reaccidn de amplificacion por
muestra e incluir un control negativo de PCR, para descartar contaminacion de los reactivos y el
cantrol positivo.

IMPORTANTE: Si en el analisis de resultados se quiere utilizar la herramienta “auto-calling” para
obtener el genotipado de una muestra automaticamente con el software de analisis, se debe incluir
un control positivo y un control negativo en el ensayo.

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. Enuntubode 1.5 mL preparar el mix de PCR afiadiendo los siguientes reactivas por muestra:

Reactivos Cantidad por reaccion
Factaor Il Master Mix 7.5 pL
General Master Mix 12.5pL

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/pyL y 5 pl del contraol
positivo, o de agua libre de nucleasas (control negativo] a los pocillos correspondientes.

5. Colocar los tubaos o placas en el termaociclador de PCR a tiempo real y configurar el programa
de amplificacion tal y como se indica en el siguiente apartado.
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7.2 Configuracion del programa de PCR a tiempo real

= Tipo de experimento: Genotyping

=  Velocidad de rampa: Standard

= Volumen de reaccion: 25 pL

=  Referencia basal ROX™: incluida

*  Fluordforos de las sondas TagMan®:

Sonda Receptor \ Genotipo Quencher
Fll-G-P vIC® Normal MGB
Fll-A-P FAM™ Mutante MGB

Tabla 2. Informacion de las sondas

=  Programa optimo:

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 4
Lectura Activacion Lectura
Pre-PCR @ enzimatica Post-PCR
50 ciclos
N° de Ciclos 1 ciclo 1 ciclo Unién de 1 ciclo
Desnaturalizacion | oligonucledtidos/
Extension
Temperatura 60°C 95°C 95°C 60°C 60°C
Tiempo 1 minuto* 10 minutos 15 segundos 1 minuto* 1 minuto*

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

*Deteccion de la fluorescencia
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8. 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.

= Comprobar que en el control positivo hay sefial de amplificacidn tanto en el canal FAM como
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 posihles resultados obtenidos con el kit imegen-Factor II.

Amplification Plot
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Figura 1. Resultado obtenido a partir de una muestra homacigota normal (G/G].
Sélo se ohserva amplificacidn en el canal VIC.
Amplification Plot

4,00

375

350

325

3.00

ars FAM
250

225

2,00
c
%1_75

150

1251

- VIC

0751
050 1
0251

0.00
-0.25 {

2« 6 8 10 2 1w 18 W8 W 2 # B A N B ¥ B W & & « & 4

Cycle

Figura 2. Resultado obtenido a partir de una muestra heterocigota [G/A). Se
observa sefial en ambos canales, FAM y VIC, siendo la intensidad de
fluorescencia mayor en el canal FAM.
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Figura 3. Resultado obtenido a partir de una muestra homocigota mutante
(A/A). Solo se observa amplificacion en el canal FAM.
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Figura 4. Grafico de discriminacion alélica con el sistema Factor II.
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9. Troubleshooting

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

interpretacion:

Resultado

Control

FAM VIC
+ + Resultado esperado
Control Positivo

- - Fallo de amplificacién en la PCR'
+ +
+ - Resultado esperado

Muestra
- +
- - Fallo de amplificacion de la muestra®
- - Resultado esperado
+ +

Control Negativo de PCR

+ - Contaminacién de la PCR con ADN humano®
- +

Tabla 4. Interpretacion de los posibles resultados

! Fallo de amplificacién en la PCR: Compruebe el programa de amplificacién y la
configuracion de captura de la fluorescencia. Un fallo en la amplificacion puede deberse a un
problema técnico en la configuracion del programa de PCR.

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

® Contaminacién de la PCR con ADN de humano: La contaminacién de la PCR puede deberse a
un manejo equivocado de la muestra, al uso de reactivos contaminadaos o a contaminacidn 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 positivg,
con el fin de evitar la contaminacion cruzada. En este caso se recomienda repetir el ensayo.
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10. Limitaciones

10.1 Equipos
imegen-Factor Il ha sido validado usando los siguientes termocicladores de PCR:

= 7500 FAST Real-Time PCR System [ThermaoFisher Scientific]
= StepOne Real-Time PCR System [ThermoFisher Scientific]
= StepOne Plus Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific]

Si usa otra marca o modelo de termaocicladores, podria necesitar ajustar el programa de

amplificacion. Por favor, contacte con nuestro servicio técnico para cualquier consulta o
aclaracion.

10.2 Reactivos

imegen-Factor |l 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).

10.3 Estahilidad del productao
El funcionamiento optimo de este producto esta confirmado siempre que se apliquen las

condiciones recomendadas de almacenamiento especificadas dentro de la fecha optima del
producto asociada a cada lote de produccidn.
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