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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 diseiados para uso en diagndstico in vitro. Imegen no le ofrece
ninguna otra garantia, expresa o implicita, que 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 bien devaolver el precio de la compra de los
mismos, 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 econdomicas o en dafios gue 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® HFE ha superado todas las pruebas de validacién internas, que garantizan la
fiabilidad 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” es una marca registrada del Instituto de Medicina Genémica en Espafia

Maodificaciones de las Instrucciones de Uso [IFU]

Version 04 Cambio introducido: Adaptacion a los requisitos del Reglamento [UE]
2017/746 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 5 de abril de 2017,
sobre los productos sanitarios para diagndstico in vitro.
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1. Informacion general

El gen HFE, localizado en la region cromosomica b6p22.2, codifica una proteina de membrana
(perteneciente a la familia de moléculas del sistema mayor de histocompatibilidad HLA-A] que
participa en la regulacion de la hormona hepcidina, considerada crucial en la regulacian de la
absorcién y cinética del hierro en el organismo y que se expresa, en niveles altos, en érganos
como el higado y el intestino delgado.

Las mutaciones p.His63Asp, p.Ser65Cys y p.Cys282Tyr en el gen HFE, impiden que la proteina HFE
alcance la superficie celular y no pueda interaccionar con la hepcidina y los receptores de
transferina. Esto provoca que se absorba demasiado hierro en la dieta el cual acabe
acumulandose en los drganos, y especialmente en el higado, generando radicales libres,
causantes de dafio organico: hemocromatosis.

Referencias

= https://www.omim.org/entry/613609
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2. Uso previsto

El kit imegen-HFE emplea una combhinacion de oligonucledtidos y sondas de hidrdlisis
fluorescentes en un ensayo de PCR a tiempo real validado para detectar los alelos patogénicos
que dan lugar a las variantes p.His63Asp, p.Ser65Cys y p.Cys282Tyr [NM_000410.3:c.187C>G;
c.193A>T y ¢.845G>A, respectivamente] y el alelo normal del gen HFE en tres sistemas de PCR.
Ademas, utiliza como control positivo una mezcla de ADNs sintéticos que simula una muestra
heterocigota para cada uno de los tres sistemas, para el analisis cualitativo.

imegen-HFE es solo para uso diagndstico in vitro y esta dirigido a profesionales del sector de Ia
biologia molecular.

3. Caracteristicas tecnicas

Este kit ha sido validado utilizando muestras analizadas previamente por el servicio de genética
medica de imegen y ADN sintético con una Unica copia de las secuencias diana [normal o
mutantes) de las regiones objeto de andlisis del gen HFE, 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 150 ng.

Este producto cumple con los requisitos de calidad especificados por la ISO 13845 en lo referente
a los materiales empleados en su proceso de fabricacidn.
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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 cosméticos en las zonas donde se manipulan kits y
muestras.

. Se debe proteger dehidamente cualquier afeccion cutanea, asi como cortes, abrasionesy

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 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 peticion.

Este producto requiere la manipulacion 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 patdgenos de transmision sanguinea o se deben utilizar otras practicas pertinentes de
bioseguridad para los materiales gque contienen o se sospecha que puedan contener agentes
infecciosos.

Los reactivos incluidos en este kit no son toxicos, explosivos, infecciosos, radiactivos,
magneticos, corrosivos ni causantes de contaminacion ambiental bioldgica.

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 labaoratorio
realice una validacion interna cuando vaya a utilizar por primera vez el kit.
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5. Contenido y condiciones de
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:

= HFEPB2 Master Mix: Contiene oligonucleotidos, sondas de hidrdlisis fluorescentes (FAM y VIC]
y agua para la amplificacidn y deteccion de los alelas normal y mutante [p.Cys282Tyr] objeto
de analisis.

= HFEGB3 Master Mix: Contiene oligonucledtidos, sondas de hidrdlisis fluorescentes (FAM y VIC] y
agua para la amplificacidn y deteccion de los alelos normal y mutante (p.His63Asp] objeto de
analisis.

= HFEGS5 Master Mix: Contiene oligonucledtidos, sondas de hidrdlisis fluorescentes (FAM y VIC] y
agua para la amplificacion y deteccion de los alelos normal y mutante [p.Ser63Cys] ohjeto 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: Control positivo para la amplificacion simultanea del alelo normal y los alelos
mutantes objeto de andlisis [simulando una muestra heterocigota).

Reactivos Color Cantidad ‘ Conservacion
HFE282 Master Mix Disco morado 2 x 180 pl -20°C
HFE63 Master Mix Disco verde 2 x 180 pl -20°C
HFE65 Master Mix Disco azul 2 x 180 pl -20°C
General Master Mix Disco blanco 2 x 900 pl 4°C

Positive Control Tapa naranja 2 x 100 pl -20°C

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

Equipos:

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

= Vaortex

= (entrifuga

Materiales:

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

= Tubos estériles de 1.5 mL

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

6.1 Kits complementarios

Para el andlisis de genotipado de dianas relacionadas con enfermedades hematoldgicas, y en
concreto, con alteraciones en el proceso de coagulacion, imegen también ofrece los kits imegen-
Cambridge Il (ref. IMG-199]), imegen-MTHFR (ref. IMG-212], imegen-Factor Il (ref. IMG-214)],
imegen-Factor Xl [ref. IMG-215], imegen-MTHFRII [ref. IMG-216] e imegen-Factor V [ref. IMG-
217]. Todos ellos junto con el kit imegen-HFE, 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 célculos, considerando una
reaccidon mas, o bien, incrementando un 10% el volumen de cada reactivo.

Para llevar a cabo el analisis cualitativo, por cada uno de los tres sistemas analizados (HFE282,
HFEB3 y HFEBS], se recomienda preparar una reaccion de amplificacion por muestra e incluir un
control negativo de PCR, para descartar contaminacion de los reactivos y un control positivo para
garantizar el buen funcionamiento del programa de amplificacion.

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 preparacién 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. En tubos de 1.5 mL preparar los tres mix de PCR afiadiendo los siguientes reactivos por

muestra:

Cantidad por reaccidn
Reactivos Mix HFE282 Mix HFEG3 Mix HFEGS
General Master Mix 12.5pL 12.5pL 12.5pL
HFE282 Master Mix 7.5 L - -
HFEB3 Master Mix - 7.5l -
HFEBS5 Master Mix - - 7.5l

3. Agitar en vortex y dar spin a los mix de PCR y dispensar 20 plL en los correspondientes pocillos
del material fungible dptico.

4, Afiadir 5 pL de las muestras diluidas a una concentracién de 10 ng/pL y 5 wl del control
positivo, o de agua libre de nucleasas [control negativo) a los pocillos correspondientes.
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HFE282 Master Mix HFE63 Master Mix HFE65 Master Mix
M1 M1 M1

M2

M2

M2

M3 M3 M3
cp cp cp ‘
NTC NTC NTC ‘

Figura 1. Ejemplo de la plantilla de PCR. M, muestras; NTC, no template control; CP, positive control

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.

7.2 Configuracion del programa de PCR a tiempo real

= Tipo de experimento: Genotyping

=  Velocidad de rampa: Standard

= Volumen de reaccian: 25 pL

=  Referencia basal ROX™: incluida

=  Fluordforos de las sondas TagMan”:

Mix de PCR Receptor Genotipado ‘ Quencher
HFE282-G-P VIC® Normal MGB
HFE282
HFE282-A-P FAM™ Mutante MGB
HFE63-C-P VIC® Normal MGB
HFE63
HFE63-G-P FAM™ Mutante MGB
HFE65-A-P VIC® Normal MGB
HFE65
HFE65-T-P FAM™ Mutante MGB

Tabla 2. Informacion de las sondas
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=  Programa éptimo:

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)

*Deteccidn 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 los controles negativos de PCR no hay amplificacidn, ni en el canal FAM ni
en el canal VIC.

= Comprobar gue en los controles positivos 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 posibles resultados obtenidos con el kit imegen-HFE.

SISTEMA HFE282:

Amplification Plot

. vic
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=
Cycle

Figura 2. Resultado obtenido a partir de una muestra homocigota narmal
(G/G). Sdlo se observa amplificacidn en el canal VIC.

Amplification Plot

L&Rn
3

2 4 & 8 W o w oW ® W W = B ™ B W W ¥ ® W @ @ 4 & & 0
Cycle

Figura 3. 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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Amplification Plot
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Figura 4. Resultado obtenido a partir de una muestra homocigota mutante
[A/A). Solo se observa amplificacion en el canal FAM.

SISTEMA HFEG3:

Amplification Plot
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Figura 5. Resultado obtenido a partir de una muestra homocigota normal (C/C].
Salo se observa amplificacion en el canal VIC.

Amplification Plot
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Figura 6. Resultado obtenido a partir de una muestra heterocigota (C/G]. Se
observa sefial en ambos canales, FAM y VIC, siendo la intensidad de
fluorescencia mayor en el canal FAM.
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Amplification Plot
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Figura 7. Resultado obtenido a partir de una muestra homocigota mutante

(G/G). Solo se observa amplificacidn en el canal FAM.

SISTEMA HFEGBS:

Ampiification Piot
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Figura 8. Resultado obtenido a partir de una muestra homaocigota normal (A/A].
Se observa amplificacion en el canal VIC y una leve sefial residual en el canal

FAM.

Amplification Plot

FAM

Figura 9. Resultado obtenido a partir de una muestra heterocigota (A/T]. Se
observa sefial en ambos canales, FAM y VIC, siendo la intensidad de

fluorescencia mayor en el canal FAM.
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Ampificetion Plot
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Figura 10. Resultado obtenido a partir de una muestra homocigota mutante
(T/T). Solo se ohserva amplificacian en el canal FAM.

GRAFICOS DE DISCRIMINACION ALELICA:

Allelic Discrimination Plot

Mut
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Figura 11. Grafico de discriminacian alélica con el sistema HFE282
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 12. Gréafico de discriminacion alélica con el sistema HFEB3

Allelic Discrimination Plot
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Figura 13. Grafico de discriminacian alélica con el sistema HFE265
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9. 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 R
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
+ - Contaminacion de la PCR con ADN humano?®

Tabla 4. Interpretacion de los posibles resultados

! Fallo de amplificacion en la PCR: Compruebe el programa de amplificacion y la
configuracion de captura de la fluorescencia. Un fallo en la amplificacion puede deherse 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 Ia
recomendada, si fuese asi el resultado especificado puede deberse a que la muestra se
encuentre altamente degradada.

3 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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10. Limitaciones

10.1 Equipos
imegen-HFE ha sido validado usando los siguientes termaocicladores 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.

10.2 Reactivos

imegen-HFE 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 Estabilidad del producto
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 produccion.
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