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Elucigene® TRP (Pruebas de riesgo de trombosis)

Cdédigo de catadlogo: THO03B2 — 50 pruebas (con MTHFR)
Cédigo de catdlogo: TH002B2 — 50 pruebas (sin MTHFR)

Nota: En el caso del n.° de cat. THO02B2, no tenga en cuenta las referencias a los
cebadores y el andlisis de MTHFR.

Uso indicado

Para la deteccidn cualitativa in vitro simultdnea de mutaciones del Factor V Leiden (R506Q),
de la protrombina (factor Il 20210A) y de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR
C677T) en DNA extraido de sangre entera (conservada con EDTA) o muestras de manchas
de sangre secas.

Resumen y explicacion

Se calcula que la trombosis venosa causa unas 50.000 muertes anuales en Estados
Unidos, con una incidencia anual del 1 por 1000 (1). Se han documentado muchos factores
de riesgo que fomentan la trombosis, tales como las intervenciones quirdrgicas, el
embarazo, los anticonceptivos orales y la inmovilizacién prolongada (sindrome de la clase
turista) (2).

El delicado equilibro del proceso de coagulacién de la sangre también se ve influido por un
elemento genético. La via bioquimica de la coagulacién es compleja y contiene muchos
factores que bien potencian o bien inhiben el proceso, provocando una coagulacion
insuficiente (hemofilia) o excesiva (trombofilia). De entre estos factores, hay tres que se han
identificado como los principales y que son los responsables de la mayoria de los casos de
trombofilia hereditaria (3)(4)(5). Las mutaciones en los genes de estos factores son
indicadores Utiles de un mayor riesgo de trombosis venosa. Estos son el factor V Leiden
(R506Q), el factor Il (protrombina 20210A) y la MTHFR (677C>T). La MTHFR
(metilentetrahidrofolato reductasa) es esencial para el mantenimiento de las
concentraciones de homocisteina, que influye en el proceso de coagulacion de la sangre.

El factor V Leiden es la forma heredada mas frecuente de la trombofilia. Las poblaciones
generales de Estados Unidos y Europa presentan porcentajes de entre el 3y el 8% de
heterocigosidad en el factor V Leiden (6). La frecuencia de la homocigosidad en la mutacion
del factor V Leiden es de aproximadamente 1 entre 5000, aunque la prevalencia varia
considerablemente de una poblacion a otra. El riesgo de una tromboembolia venosa
depende de factores tanto genéticos como «adquiridos». La edad es un factor importante; el
aumento del riesgo con la edad es més rapido en individuos con una mutacion del factor V
Leiden. Un heterocigético individual para la mutacion el factor V Leiden tiene 7 veces mas
probabilidades de presentar tromboembolia venosa; un homocigético individual para el
factor V Leiden tiene un riesgo 80 (ochenta) veces mayor (7). Otros factores de riesgo
genéticos (protrombina 20210A y MTHFR 677C) también contribuyen a aumentar el riesgo;
p. €j., un heterocigotico para el factor V Leiden tiene 20 veces mas riesgo si también es
heterocigotico para la 20210A (8). En las mujeres que utilizan anticonceptivos orales, el
riesgo de trombosis venosa es 30 veces mayor si son heterocigoéticas para el factor V
Leiden, o varios cientos de veces mayor si son homocigoticas para el factor V (9).

Por lo general, las pruebas estan dirigidas a pacientes de menos de 50 afios con trombosis
venosa y a pacientes o familiares con antecedentes familiares de trastornos tromboliticos.
También es conveniente realizar las pruebas a los familiares de individuos que tengan factor
V Leiden y a las mujeres que presenten pérdida fetal recurrente, preeclampsia grave o
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muerte fetal. El conocimiento del estado del factor V Leiden puede influir en el tratamiento
de un embarazo o en el proceso de toma de decisiones sobre anticonceptivos orales (10).
Una vez identificado el factor V Leiden, la comprobacion de otros factores de riesgo de
trombosis, como la protrombina (factor 1) y la MTHFR, puede aportar informacion valiosa.
La ventaja de la identificacion de mutaciones del factor V Leiden en pacientes con trombosis
venosa consiste en que los miembros asintomaticos de sus familias pueden optar por
determinar si ellos también tienen un mayor riesgo y, asi, facilitar el establecimiento de su
tratamiento antitrombolitico durante periodos de mayor riesgo, como durante intervenciones
quirargicas, embarazos, toma de anticonceptivos orales o largos periodos de inmovilizacion,
como viajes largos en avion (11).

Principios del procedimiento

El método empleado por la prueba Elucigene TRP se basa en el sistema de mutaciones
refractarias a la amplificacién (ARMS), una tecnologia de amplificacion por reaccién en
cadena de la polimerasa (RCP) especifica de los alelos que puede detectar mutaciones
puntuales o pequefias eliminaciones en el &cido desoxirribonucleico (DNA)(12). La prueba
se compone de dos mezclas de reaccion complementarias. La primera mezcla de reaccion
amplifica especificamente todos los alelos de las TRP que no se ven afectados por las
mutaciones del factor V Leiden (R506Q), el factor Il (protrombina 20210A) y la MTHFR
(677C>T), p. €j., el natural. A diferencia de la primera, la segunda mezcla de reaccion
contiene cebadores que amplifican especificamente sélo los alelos mutantes de R506Q,
20210Ay 677C>T. Cada mezcla de reaccion incluye cebadores que amplifican las
secuencias de DNA no factor V Leiden, protrombina ni MTHFR como un control de
amplificacién interno del ensayo para indicar una amplificacion exitosa. Los productos
amplificados (amplicones) de las dos reacciones se separan mediante electroforesis sobre
un gel de agarosa; la presencia 0 ausencia de bandas en el gel indica el estado de los
alelos del factor V Leiden (R506Q), el factor Il (protrombina 20210A) y la MTHFR (677C>T).

Advertencias y precauciones
Para uso diagndstico in vitro.

2. El DNA de control suministrado con este kit es de origen humano y se ha probado
independientemente utilizando un ensayo basado en la RCP y se ha considerado
negativo para el virus de la hepatitis B (VHB), el virus de la hepatitis C (VHC) y el
virus de la inmunodeficiencia humana 1 (VIH1).

3. Debe tenerse precaucion al manipular material de origen humano. Todas las
muestras deben considerarse potencialmente infecciosas. Ningiin método de prueba
puede ofrecer una garantia total de que el VHB, VHC, VIH 1 u otros agentes
infecciosos estén ausentes. La manipulacion de muestras y componentes de
pruebas, su uso, almacenamiento y eliminacion deben realizarse de acuerdo con los
procedimientos definidos por las normativas o pautas de seguridad nacionales
relativas a peligros biolégicos.

4. Almacene todos los componentes por debajo de los -20 °C. Deseche a los 3 meses
de abrir salvo que haya sido subdividido en alicuotas.

5. En linea con las buenas practicas de laboratorio actuales, los laboratorios deben
procesar sus propias muestras de control de calidad interno de genotipo conocido en
cada ensayo, para si poder evaluar la validez del procedimiento.

THOO3BYOO9ES Rev. 11/2011 Péagina 3 de 12



Simbolos utilizados en las etiquetas

Los simbolos utilizados en todas las etiquetas y envases cumplen el estandar armonizado

ul
v

3]

u

REF

LOT

THOO3BYOO9ES

Fabricante

Numero de pruebas

Consultar las instrucciones de uso

Almacenar por debajo de la temperatura indicada

Usar antes de la fecha indicada

Cadigo de catalogo

NUmero de lote
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Materiales suministrados

El almacenamiento de los reactivos debe realizarse en un area sin productos de DNA o
RCP contaminantes.

Todos los reactivos se suministran listos para usar. Almacene los reactivos abiertos y sin
abrir a -20 °C. Los reactivos abiertos pueden almacenarse durante hasta 3 meses.

Se suministran materiales suficientes para 50 pruebas:

1. 2 viales de 450 ul de mezcla de cebador A (TA) con cebadores especificos para la
amplificacién de alelos no afectados por las mutaciones del factor V, del factor Il ni
de la MTHFR, cebadores de control y trifosfatos de desoxinucle6tidos en tampdn
(THOO3TA, THOO2TA (sin MTHFR)).

2. 2 viales de 450 ul de mezcla de cebador B (TB) con cebadores especificos para la
amplificacion de alelos afectados por las mutaciones del factor V, del factor Il o de la
MTHFR, cebadores de control y trifosfatos de desoxinucledtidos en tampon
(THOO3TB, THO02TB (sin MTHFR)).

1 vial x 600 ul de tinte de carga (LD). (CROO0TR)
1 vial x 200 pl de amortiguador de dilucion (DB). (CRO00TV)

1 vial de 50 pl de DNA de control (DC), normal para las mutaciones del factor V
Leiden R506Q, y de la protrombina 20210A y homocigético para la variante de alelos
de la MTHFR 677C. (CR002TX)

Materiales necesarios pero no suministrados

Consumibles de laboratorio: guantes, tubos de microcentrifugadora con tapa enroscable,
puntas de pipeta, viales de RCP de 0,2 ml o 0,5 ml y pared fina (el uso de dos viales de
diferente color facilitara la identificacién de la mezcla de cebadores).

Preparacion de DNA: agua desionizada estéril de buena calidad, cloruro sddico (NacCl), sal
disédica de acido etilendiaminatetraacético (EDTA), granulos de hidréxido sédico (NaOH),
2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol (base de Tris) cristalizado, acido clorhidrico (HCI)
al 36% con gravedad especifica de 1,18, y cloruro aménico (NH,CI).

Amplificacion por RCP: aceite mineral blanco ligero Sigma*, agua destilada estéril de buena
calidad y AmpliTaq Gold (Applied Biosystems).

Electroforesis: material para electroforesis en gel, como NuSieve® 3:1 agarosa (Lonza),
escalera de 50 pares de bases (GE Healthcare) y bromuro de etidio.

* Para amplificacién llevada a cabo en viales de RCP de 0,5 ml o termocicladores sin tapas
térmicas.
Equipo necesario

Equipo de laboratorio: pipetas de precision (2 juegos: 1 para manipulacion previa a la
amplificacién y 1 para la manipulaciéon posterior a la amplificacion: preferiblemente pipetas
de desplazamiento positivo), instrumental de vidrio, ropa protectora, agitadora vorticial,
microcentrifugadora, balanza y gradillas de tubos.

Preparacion de DNA: bloque térmico (calentamiento a 100 °C).

Amplificacion: termociclador para alojar viales de 0,5 ml o 0,2 ml (con una precisién de
temperatura de +/-1 °C entre 33 °C y 100 °C y una uniformidad de temperatura estética de
+/-1 °C), tapa térmica opcional.

Electroforesis: tanque de gel submarino horizontal, fuente de alimentacion, microondas,
bafio de agua para enfriar la agarosa, transiluminador UV y sistema fotografico.
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Recogida y almacenamiento de las muestras
Deben usarse muestras de sangre entera (EDTA) o de manchas de sangre.

Se ha informado ocasionalmente de que los dispositivos de recogida de muestras resultaron
perjudiciales para la integridad de determinados analitos y pudieron interferir con algunas
tecnologias metodologicas(9). Se recomienda que cada usuario se asegure de que el
dispositivo elegido se utilice de acuerdo con las instrucciones del fabricante y de que tanto
los dispositivos de recogida de muestras como los métodos de preparacibn de DNA
alternativos sean compatibles con la prueba.

Las muestras de sangre deben almacenarse a -20 °C antes de la preparacion del DNA.
Evite congelaciones y descongelaciones repetidas.
Preparacion de DNA a partir de muestras de sangre entera (EDTA)

1. Pipetee 80 ul de cada muestra de sangre en un tubo de microcentrifugadora con tapa
enroscable.

Pipetee 320 ul de solucién de NH,CI 170 mM (9,09 g/l) en cada tubo.

Mezcle durante 20 minutos mediante giro e inversion suaves. Evite una agitacion
enérgica y la formacién de espuma.

4. Centrifugue cada tubo durante 2 minutos a 12.000 g hasta que se forme un sedimento
celular.

Utilizando una pipeta retire y deseche el liquido sobrenadante.

Pipetee 300 pl de NaCl 10 mM (0,58 g/l)/EDTA 10 mM (3,72 g/l) en cada tubo y vuelva a
suspender las células mediante mezcla en agitadora vorticial.

7. Centrifugue cada tubo durante 1 minuto a 12.000 g hasta que se forme un sedimento
celular.

8. Repita los pasos 5 a 7 al menos dos veces mas hasta que se haya eliminado toda las
coloracién roja visible del liquido sobrenadante.

9. Utilizando una pipeta retire y deseche el liquido sobrenadante.

10. Pipetee 200 pl de solucion de NaOH 50 mM (2 g/l) en cada tubo y vuelva a suspender
las células mediante mezcla en agitadora vorticial.

11. Incube en un bloque térmico a 100 °C durante 10 minutos.

12. Pipetee 40 pl de base de Tris/HCI (pH 7,5) 1 M (121,1 g/l) en cada tubo y mezcle en
agitadora vorticial.

13. Aflada 1 ml de agua desionizada estéril a cada tubo de microcentrifugadora para obtener
un volumen total de muestra de DNA de 1,24 ml.

14. Centrifugue cada tubo durante 1 minuto a 12.000 g hasta que se forme un sedimento de
residuos celulares. EI DNA esté contenido dentro del liquido sobrenadante.
Preparacion de DNA a partir de manchas de sangre secas

1. Perfore con sacabocados discos® de 2 x 3 mm de la tarjeta de muestras y deposite en
un tubo con tapa enroscable de 1,5 ml.

Deben tomarse muestras con sacabocados de las manchas en un area de la tarjeta
gue esté completamente saturada de sangre.
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Perfore con sacabocados varias manchas de una tarjeta «limpia» y deséchelas antes de
obtener cada muestra, para evitar la contaminacion de las muestras.

2. Afada 1 ml de NaCl 10 mM (0,58 g/I)/EDTA 10 mM (3,72 g/l) y mezcle en un mezclador
giratorio durante 15 - 20 minutos. Si no esta disponible el mezclador giratorio puede que
sea hecesario prolongar los lavados hasta 30 minutos cada uno.

3. Retire y deseche la solucion de lavado.
Repita los pasos 2 y 3 una vez mas.

En este punto la mayor parte del pigmento hematico se debe haber extraido con
disolventes del disco. En esta fase, no resulta extrafia una coloracion débil marron rojiza
de las manchas de sangre.

6. Centrifugue en la microcentrifugadora brevemente (3 segundos) para recoger el resto de
solucion de lavado en la parte inferior del tubo. Utilizando una pipeta, retire y deseche
tanta solucion de lavado como sea posible, sin alterar las manchas.

7. Este paso de breve centrifugacion en la microcentrifugadora normalmente elimina los
pigmentos heméticos adicionales de las manchas de sangre.

8. Afiada 150 ul de NaOH 50 mM (2 g/l) a cada tubo. Golpee con cuidado con el dedo para
mezclar.

9. Hierva en el blogue térmico durante 10 minutos. El bloque térmico debe equilibrarse a
100 °C.

10. Centrifugue en la microcentrifugadora brevemente para recoger el sobrenadante en la
parte inferior del tubo.

11. Afiada 30 pl de base de Tris/HCI (pH 7,5) 1 M (121,1 g/l) en cada tubo, para neutralizar,
y mezcle con cuidado.

12. Aflada 420 ul de agua Sigma estéril a cada muestra de DNA para obtener un volumen
total de 600 pl.

13. Mezcle bien las muestras y centrifugue en la microcentrifugadora para recogerlas.
14. Transfiera sobrenadante a un tubo nuevo con tapa enroscable etiquetado.
Almacene el DNA extraido a -20 °C.

®) E| 4area total de muestra de sangre utilizada debe ser, al menos, equivalente a la de las
manchas de sangre circulares de 2 x 3 mm. Por ejemplo, pueden utilizarse manchas de
tarjeta de 1 x 6 mm si resulta conveniente.

El DNA Blood Kit (kit de sangre de DNA) QlAamp (Qiagen) también se ha utilizado para la
preparacion de DNA a partir de sangre liquida entera y se ha observado que produce
resultados reproducibles e interpretables.

Gen-Probe Life Sciences recomienda los métodos de preparacion de DNA descritos
anteriormente, y se ha demostrado que produce resultados uniformes y fiables. Puede que
el DNA preparado utilizando otros métodos o procedente de otros tipos de muestras no sea
optimo para la prueba Elucigene TRP y puede que produzca resultados subéptimos. Los
criterios clave para los métodos de preparacion de DNA alternativos son la concentracion de
DNA y la ausencia de inhibidores de la RCP.

Se recomienda que los métodos y tipos de muestras alternativos sean evaluados
exhaustivamente con la prueba Elucigene TRP antes de que los resultados se utilicen para
uso diagndstico. No se recomienda analizar muestras de DNA a concentraciones
<10 ng/5 pl. Bajo condiciones Optimas de RCP, se obtienen resultados uniformes a
concentraciones de DNA entre 10 y 100 ng/5 pl.
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Nota: Debido a las variaciones en la calidad y la produccion de DNA, algunas veces puede
ser necesario diluir adicionalmente la solucién de DNA final con un factor de dilucion 1:5
para garantizar una amplificacion eficiente.

Protocolo de la prueba
Procedimiento de amplificacion

Las cifras dadas en las Tablas 1 y 2 pueden aumentarse proporcionalmente para
numeros de pruebas diferentes de los indicados. Sin embargo, debido a los bajos
voliumenes implicados, Gen-Probe Life Sciences recomienda que no se preparen
menos de 5 pruebas cada vez.

1. Programe el termociclador de modo que un programa temporizador active la AmpliTaq
Gold a 94 °C durante 20 minutos en secuencia con un programa de ciclos de
amplificacion de 30 segundos a 94 °C (desnaturalizacion), 2 minutos a 58 °C (hibridacion)
y 1 minuto a 72 °C (extension) durante 35 ciclos. Esto deberia asociarse a un programa
temporizador que impusiera un retraso de 20 minutos a 72 °C (extension) en el ciclo final.

Nota: Seleccione la opcién del método «Block» en el termociclador para RCP en
viales de 0,5 ml.

2. Descongele y centrifugue los viales de mezcla de cebadores A (TA), mezcla de
cebadores B (TB), AmpliTag Gold (no suministrada), tinte de carga (LD) y amortiguador
de dilucion (DB) durante 10 segundos a 12.000 g, mezcle suavemente en agitadora
vorticial y centrifugue los viales de nuevo durante 10 segundos.

Nota: Los pasos 3-6 deben llevarse a cabo en un area libre de DNA
3. Tomando como referencia la Tabla 1, prepare suficiente dilucion de AmpliTaq Gold en el
amortiguador de dilucién y el tinte de carga suministrados y agua destilada estéril para el

namero de muestras y controles a analizar. Mezcle completamente con la pipeta
succionando y soltando la solucién con suavidad.

Tabla 1. Dilucion de AmpliTag Gold

Numero de pruebas
necesario

5 | 10 | 20 | 50

Volumen de agua destilada estéril (ul) 21 | 42 | 84 | 210
Volumen de tinte de carga (ul) 30 | 60 | 120 | 300
Volumen de amortiguador de dilucion (pl) 6 | 12 | 24 | 60
Volumen de AmpliTaq Gold (ul) 3 6 | 12 | 30
Volumen total (ul) 60 | 120 | 240 | 600

4. Tomando como referencia la Tabla 2, prepare las mezclas de reaccién A y B. Retire la
alicuota adecuada de mezcla de cebadores A a un tubo de microcentrifugadora
etiquetado. Repita con la mezcla de cebadores B en un segundo tubo de
microcentrifugadora etiquetado. Utilizando puntas de pipeta separadas afiada el volumen
adecuado de la dilucion AmpliTag Gold (como en el paso 3) a cada tubo de
microcentrifugadora. Mezcle suavemente con una agitadora vorticial y centrifugue los
viales durante 10 segundos a 12.000 g.
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Tabla 2. Preparacion de las mezclas de reacciéon Ay B

NUmero de pruebas necesario
5 10 20 50
A B A B A B A B
Volumen de mezcla de cebadores A (ul) | 82,5 165 330 825
Volumen de mezcla de cebadores B (ul) 82,5 165 330 825
Volumen de enzima diluida (ul) 27,5 27,5 55 55 110 | 110 275 275
Volumen total (ul) 110 110 220 | 220 | 440 | 440 | 1100 1100

5. Etiquete un vial con «A» y otro vial con «B» para cada muestra o, si se dispone de viales
de colores, utilice diferentes colores para cada mezcla de cebadores.

6. Pipetee 20 ul de mezcla de reaccién A preparada en la parte inferior de todos los viales
de RCP etiquetados con la «A». Repita con la mezcla de reaccién B en todos los viales
de RCP etiquetados con la «B».

7. Utilizando puntas de pipetas diferentes cada vez, afiada 5 pl de muestra de DNA
analitico en los viales A y B de cada uno de los pares. Afiada una gota de aceite mineral
blanco ligero Sigma para cubrir la fase acuosa*. Vuelva a tapar firmemente.

8. Para el control negativo no afiada DNA a uno de los pares de viales Ay B. Afiada 1 gota
de aceite mineral blanco ligero Sigma para cubrir la fase acuosa*. Vuelva a tapar
firmemente.

9. Centrifugue los viales Ay B durante 10 segundos a 12.000 g.

10.Coloque todos los viales firmemente en el blogque del termociclador. Inicie el programa
temporizador a 94 °C, seguido del programa de ciclos de amplificacion.

11.Deseche el resto de las mezclas de reaccién A y B preparadas y la dilucion AmpliTaq
Gold no utilizadas.

12.Una vez terminado el programa de ciclos de amplificacién, se pueden almacenar las
muestras a temperatura ambiente de un dia a otro 0 a 2-8 °C durante hasta 7 dias antes
de realizar el andlisis mediante electroforesis en gel.

* Para amplificacion llevada a cabo en viales de RCP de 0,5 ml o termocicladores sin tapas
térmicas.

Electroforesis en gel

Se recomienda que cada usuario se asegure de que el equipo elegido se utilice de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y sea compatible con esta prueba. En este contexto los
parametros clave son las dimensiones de la matriz de gel y el peine (formador de pocillos).
Se han obtenido resultados utilizando las siguientes condiciones de electroforesis:

1. El producto de RCP se someti6é a electroforesis en un gel de agarosa NuSieve® 3:1 al
3% utilizando tris-borato con bromuro de etidio (TBE/EtBr) como amortiguador de
migracion. Se prepar6 TBE/EtBr como base de Tris 134 mM (16,2 g/l), &cido boérico
74,9 mM (4,63 g/l), amortiguador EDTA 2,55 mM (0,95 g/l) con 0,1 pg/ml de bromuro de
etidio.

2. Se disolvieron 3 g de NuSieve® 3:1 en 100 ml de TBE/EtBr y se vertieron en una
bandeja de gel horizontal de 15 x 12 cm con formadores de pocillos de 1,5 mm x 5 mm
suspendidos 1 mm por encima de la base.

3. Deben cargarse 15 pl del producto de RCP de cada vial de RCP en posiciones de
pocillos adyacentes del gel de agarosa preparado.
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4. Se colocd una escalera de 50 pares de bases (GE Healthcare) adyacente a las muestras
como marcador de peso molecular.

5. Se llev6 a cabo la electroforesis a de 5 a 6 V/cm entre los electrodos hasta que el frontal
tefAido hubo migrado 4 cm de los pocillos de carga hacia el anodo (1 a 1,5 horas).

6. Después de la electroforesis los geles se colocaron en un transiluminador UV a 260 nm,
luego se visualizaron y fotografiaron.

Interpretacion de los resultados

1. El control negativo no debe mostrar bandas dentro del area definida por las banda de
control superior e inferior (véase la Figura 1).

2. Las bandas de control superior e inferior deben estar claramente visibles en todas las
muestras (véase la Figura 1).

3. La posicién de las bandas de control superior e inferior debe indicar el tamafio molecular
correcto (véase la Figura 1).

Si no se observa alguno de los puntos anteriores no deben interpretarse los resultados y
debe llevarse a cabo una nueva prueba.

La Figura 1 muestra un diagrama del tamafio, en pares de bases, y la ubicacion relativa de
los productos de la RCP en un gel que se espera para un genotipo de trombosis
heterocigético (con mutaciones del factor V, el factor Il o la MTHFR) utilizando el reactivo de
la prueba de riesgo de trombosis.

Figura 1

ESCALERA PCR TAMARNO MUTACION

600 bp —— Normal Mutante
500 bp I:|I:I L 526 bp Control superior
400bp —— ] 423 bp Control superior
350bp
300bp [/

[ ] ] 260 bp Factor Il
250bp [/
200bp [ ] [ ] 200 bp Factor V
150bp [

L I I 140bp MTHFR
100 bp [—] I 97 bp Control inferior

20bP

Nota: El Elucigene TRP n.° de cat. THO02B2 no detecta alelos de la MTHFR.
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Caracteristicas de rendimiento

Un estudio interno utilizé el kit Elucigene TRP (THO03B2) y el protocolo recomendado del kit
para analizar treinta muestras previamente genotipadas mediante andlisis de digestion
enzimatica de restriccion. Se amplificaron con éxito veintinueve muestras de DNA utilizando
el kit Elucigene TRP. Una muestra de DNA no pudo amplificarse pero dio un resultado
aceptable al repetir la prueba. Veintiséis de las muestras dieron positivo para mutaciones
detectadas por el kit Elucigene TRP; no se detectaron mutaciones en cuatro muestras. De
las 30 muestras analizadas, 7 dieron positivo para mutacion del factor V (R506Q), 10 dieron
positivo para mutacion del factor Il (protrombina 20210A) y 16 dieron positivo para mutacion
de la MTHFR (677C>T). Todos los resultados determinados por el kit Elucigene TRP fueron
confirmados por los resultados originales del genotipado.

Un estudio interno utilizé el kit Elucigene TRP (THO03B2) y el protocolo recomendado del kit
para analizar treinta muestras emparejadas de sangre entera y manchas de sangre
obtenidas de treinta individuos. Dieciocho de las muestras emparejadas dieron positivo para
mutaciones detectadas por el kit Elucigene TRP. El resultado obtenido con cada muestra de
sangre entera concordd con el obtenido utilizando la muestra de mancha de sangre del
mismo individuo.

Limitaciones del procedimiento

1. Los resultados de este y otros ensayos diagndsticos deben interpretarse junto con otros
datos clinicos y de laboratorio de los que disponga el médico.

2. La ausencia de las mutaciones detectadas por este kit no garantiza la ausencia de otras
mutaciones en los genes del factor V Leiden, del factor Il y de la MTHFR. Es posible que
haya otras mutaciones y que no sean detectadas por este Kkit.

3. Como ocurre con cualquier prueba genética, se pueden obtener resultados erréneos de
muestras de sangre que se hayan obtenido después de una transfusion sanguinea
reciente.

El usuario de estas pruebas debe recalcar estos puntos al informar de los resultados al
médico que realiza el diagndstico o al asesor genético.
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