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Para uso Diagndstico In Vitro

USO PREVISTO

Los kits de tipificacion de HLA Olerup SSP® son kits de diagndstico cualitativos
in vitro para la tipificacion del ADN de los alelos HLA Clase | y HLA Clase Il. Los
productos son utilizados por profesionales capacitados en entornos médicos con
el fin de determinar el fenotipo HLA. El material de origen probado es el ADN.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los antigenos leucocitarios humanos (HLA) solian determinarse mediante la
prueba de linfocitotoxicidad. Sin embargo, esta prueba ha sido reemplazada por
técnicas de tipificacion de ADN basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) debido a su tasa de error y falta de resolucién del nivel de alelo. En la
mayoria de las técnicas basadas en PCR, el proceso de PCR se usa solo como
un paso de amplificaciéon del ADN objetivo necesario y se requiere un paso
posterior a la amplificacién para discriminar entre los diferentes alelos. En cambio,
en la metodologia PCR-SSP (secuencia especifica de cebador -por sus siglas en
inglés— SSP), la discriminacion entre los diferentes alelos se produce durante el
proceso de PCR. Esto acorta y simplifica el paso posterior a la amplificacién a un
simple paso de deteccion por electroforesis en gel. Los resultados de la prueba
SSP son positivos 0 negativos, lo que elimina la necesidad de una interpretacion
complicada de los resultados. Ademas, la resolucion de tipificaciéon de PCR-SSP
es mayor que la de otras técnicas de tipificacion basadas en PCR, ya que cada
par de cebadores define dos motivos de secuencia ubicados en cis, es decir, en el
mismo cromosoma. Ademas, debido a la naturaleza sintética de los reactivos SSP,
se ha mejorado la estabilidad y se ha reducido la variacion entre lotes.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

La metodologia PCR-SSP se basa en el principio de que los cebadores de
oligonucleétidos completamente o casi completamente emparejados sin
desajustes en el extremo 3' se usan de manera mas eficiente en la reaccion de
PCR que los cebadores no emparejados por ADN polimerasas termoestables sin
propiedades de correccion de errores. Los pares de cebadores estan disefiados
para combinarse con alelos individuales o grupos de alelos, segun el grado de
resolucién de tipificacion requerido. Con condiciones de PCR estrictamente
controladas, los pares de cebadores coincidentes o casi completamente
coincidentes permiten que se produzca la amplificacion, es decir, un resultado
positivo, mientras que los pares de cebadores no coincidentes no permiten que
se produzca la amplificacion, es decir, un resultado negativo.

Después del proceso de PCR, los fragmentos de ADN amplificados se separan por
tamafio, por electroforesis en gel de agarosa, visualizada por tincion con bromuro
de etidio y exposicion a luz ultravioleta, documentada por fotografia e interpretada.
La interpretacion de los resultados de PCR-SSP se basa en la presencia o ausencia

de productos de PCR especificos. - v
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Los tamafios relativos de los productos PCR especificos pueden ser Utiles en la
interpretacion de los resultados. La metodologia PCR-SSP para HLA fue descrita
originalmente por O. Olerup en 1991 y 199212,

Dado que el proceso de PCR puede verse afectado negativamente por varios factores
(p. €j., errores de pipeteo, concentracion de ADN demasiado baja, mala calidad del ADN,
presencia de inhibidores de PCR, inexactitud del termociclador), se incluye un par de
cebadores de control positivo interno en cada reaccion de PCR?2. El par de cebadores
de control positivo interno coincide con las regiones conservadas del gen de la hormona
del crecimiento humano, que esta presente en todas las muestras de ADN humano. En
presencia de un producto de PCR especifico de un alelo(s) HLA, el producto de la banda
de control positivo interno puede ser débil o estar ausente. Los amplicones generados
por los pares de cebadores HLA especificos son mas cortos que los amplicones del par
de cebadores del control positivo interno, pero mas grandes que los cebadores no
incorporados (consulte Valores Esperados).

REACTIVOS

A. lIdentificacion

Los kits de tipificacion Olerup SSP® contienen cebadores especificos de secuencia
secos y preoptimizados para la amplificacion por PCR de alelos HLA y del gen de la
hormona del crecimiento humano, PCR Master Mix que incluye polimerasa Taq ("Master
Mix") y sellos adhesivos para PCR.

Las soluciones del cebador se dividen previamente en alicuotas y se secan en pocillos
de 0,2 ml de bandejas de PCR de paredes finas cortadas. Cada pocillo de la bandeja
contiene una solucion de cebador seco que consta de una mezcla de cebador especifica,
es decir, cebadores HLA especificos de alelo y grupo, asi como un par de cebadores de
control positivo interno que coinciden con secuencias no alélicas y estan listos para
agregar la muestra de ADN, Master Mix y H20.

Los cebadores estan disefiados para una amplificacion PCR éptima cuando se utiliza la
Master Mix y el programa de ciclos de ADN recomendado (consulte Programacion del
termociclador).

En la pagina web www.caredx.com se pueden obtener tablas de especificidad e
interpretacion especificas de lote u hojas de trabajo para los alelos HLA especificos
amplificados por cada mezcla de cebadores.

B. Advertencias y Precauciones

1. Para uso diagnéstico in vitro.

2. Este producto no puede utilizarse como Unica base para tomar una decisiéon
clinica.

3. Advertencia de riesgo bioldgico: todos los productos sanguineos deben tratarse
como potencialmente infecciosos. Ningun método de prueba conocido puede
garantizar que los productos derivados de la sangre humana no transmitan
agentes infecciosos.

4. Advertencia de riesgo bioldgico: el bromuro de etidio utilizado para tefiir el ADN
en la electroforesis en gel de agarosa es carcinégeno. Manipular con el equipo
de proteccién personal adecuado.
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5. Precaucion: usar proteccion para los ojos que bloquee los rayos UV y no mirar
directamente la fuente de luz UV al ver o fotografiar geles.

6. Las pipetas y otros equipos utilizados para las manipulaciones posteriores a la
PCR no deben utilizarse para manipulaciones previas a la PCR.

7. Consultar la hoja de datos de seguridad (www.caredx.com) para obtener
informacion detallada.

C. Instrucciones de uso
Consultar las instrucciones de uso

D. Instrucciones de almacenamiento
Almacenar los componentes del kit en la oscuridad y a las temperaturas indicadas
en las etiquetas del paquete.
Utilizar antes de la fecha de vencimiento impresa en las etiquetas del paquete.

E. Purificacion o Tratamiento Requerido para el Uso
Consultar las instrucciones de uso.

F. Indicaciones de inestabilidad

1. No utilizar bandejas de cebadores con grietas en los pocillos o dafios
en el borde superior de los pocillos, ya que esto puede provocar la
evaporacion durante la amplificacién por PCR. No utilizar tiras de tapas
de PCR con grietas, ya que esto puede provocar la evaporacion durante
la amplificacion de PCR.

2. Los granulos de los pocillos deben ser de color rojo. La decoloracion
amarilla del sedimento puede indicar degradacién.

3. La Master Mix debe tener un color entre rojo y morado. La decoloracion
de amarillo a naranja puede indicar degradacion.

N
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REQUISITOS DEL INSTRUMENTO

A. Instrumento

Se debe utilizar un termociclador con las siguientes especificaciones
minimas:

« tapa calefaccionada con una temperatura de 104°C para un funcionamiento
sin aceite.

* bloque de muestras (aluminio, plata o plata enchapada en oro) para usar
con una placa de PCR de 96 pocillos o tubos de reaccién de pared fina de
0,2 ml.

* Los kits Olerup SSP estan validados en las siguientes cicladoras. Rangos
de variacion recomendados:

- GeneAmp 9700: ciclador GeneAmp 9700 configurado en el modo 9600.
Esto corresponde a una variacion de muestra de 1,6°C/s hacia arriba y 0,8
°C/s hacia abajo.

- Bloque ProFlex de 1x96 pocillos: ciclador de PCR ProFlex con un rango de
variacion de bloque de 3,0 °C/s (cada paso 3,0 °C/s). Un rango de variacion
de bloque de 3,0 °C/s corresponde a una variacion de muestra de 1,52 °C/s
hacia arriba y 1,36 °C/s hacia abajo.

- Blogue ProFlex de 2x96 pocillos: ciclador de PCR ProFlex con un rango de
variacion de bloque de 3,0 °C/s (cada paso 3,0 °C/s). Un rango de variacion
de bloque de 3,0 °C/s corresponde a una variacion de muestra de 1,9 °C/s
hacia arriba y 1,6 °C/s hacia abajo.

Nota: Variaciones mas altas que las descritas anteriormente pueden
tener un efecto en los resultados de tipificacion. Tenga en cuenta
también que el efecto sobre la tipificacion puede diferir entre diferentes
cicladores no validados segun la configuracién.

* rango de temperatura de 4,0°C a 99,9°C

* precision de temperatura de +0,25°C en el rango de 35°C a 99,9°C
 uniformidad de la temperatura del bloque de muestras de <0,75 °C en el
rango de 55 °C a 95 °C

» calibracion de temperatura trazable a un estandar de referencia (es decir,
NIST).

Programar el termociclador usando los parametros de ciclo de PCR en la
Seccién B a continuacion.

Para obtener informacion especifica sobre el termociclador, consultar el
manual de usuario del fabricante. Los termocicladores deben calibrarse de
acuerdo con las reglas de acreditacion de ASHI (Sociedad Estadounidense
de Histocompatibilidad e Inmunogenética) o EFI (Federacion Europea de
Inmunogenética).

Programar el termociclador antes de iniciar las Instrucciones de uso descritas

) - a continuacion.
{poddas
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B. Parametros del Ciclo de PCR
1. 1ciclo 94°C 2 min desnaturalizacién
2. 10ciclos 94°C 10 seg. desnaturalizacién
65°C 60 segq. hibridacion y extension
3. 20ciclos 94°C 10 seg. desnaturalizacién
61°C 50 seg. hibridacion
72°C 30 segq. extension
4. finalizar - mantener RT Menos de 8 horas
4°C Mas de 8 horas

Volumen de reaccion total en cada pocillo, 10 ul

Se utilizan los mismos parametros de ciclo de PCR para todos los kits Olerup SSP®.
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RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Se necesita ADN extraido de gran pureza para la tipificacion de SSP. Las muestras de ADN
gue se utilizaran para la tipificacion de HLA por PCR-SSP deben volver a suspenderse en
dH20. La relacion Azeorso debe ser de 1,6 a 2,0 por espectrofotometria UV para una
visualizacion optima de la banda durante la electroforesis.

Recomendamos la extraccion automética de ADN con el sistema de sangre de ADN QIAGEN
EZ1 DSP. La sangre ADC debe usarse como material de partida.

Alternativamente, el ADN se puede extraer mediante cualquier método preferido que produzca
ADN puro. Cuando se utilicen métodos alternativos, la concentracion de ADN debe ajustarse
a 30 ng/ul. No utilice sangre heparinizada con estos métodos.

Concentracion de ADN recomendada utilizando:
ADN extraido con EZ1, 15 ng/ul.
ADN extraido por otros métodos, 30 ng/pl.

Las concentraciones superiores a 50 ng/ul aumentardan el riesgo de
amplificaciones inespecificas y bandas extra débiles, especialmente para
tipificaciones SSP de alta resolucion HLA Clase I. Si es necesario, diluya el ADN
extraido en dH20.

Las muestras de ADN no deben volver a suspenderse en soluciones que
contengan agentes quelantes como EDTA, con una concentracion superior
a 0,5 mM.

Las muestras de ADN pueden utilizarse inmediatamente después de la extraccion
o almacenarse a +4°C durante un maximo de 2 semanas sin efectos adversos en
los resultados. Las muestras de ADN se pueden almacenar a

-20°C o0 menos durante 9 meses. La pureza y la concentracién de las muestras
de ADN extraidas que se han almacenado durante un periodo prolongado deben
probarse para determinar su aceptabilidad antes de la tipificacion HLA.

Las muestras de ADN deben enviarse a +4°C o menos para preservar su
integridad durante el transporte.

> A N
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PROCEDIMIENTO
A. Materiales provistos

1.
2.

3.

Bandejas de cebador Olerup SSP®.

Master Mix (volumen adecuado para las bandejas del kit). El

mismo Master Mix se utiliza para todos los kits Olerup SSP®.

Sellos PCR adhesivos (numero apropiado para las bandejas del kit).

B. Materiales Requeridos pero no Provistos

1.
2.
3.

©ooNOoOOA

13.
14.

15.

16.
17.
18.

kit/equipo de aislamiento de ADN

Espectrofotometro ultravioleta

Dispositivos de pipeteo. Recomendamos un dispensador electrénico
monocanal capaz de dispensar alicuotas de 10 pl para anadir el ADN,
Master Mix y dH20 a los pocillos de la bandeja.

Puntas de pipeta desechables

Tubos de polipropileno

Agitador Vortex

Microcentrifuge

Gradilla para bandejas PCR

Termociclador con tapa calefaccionada para PCR con formato de 96 pocillos,
un gradiente de temperatura en el bloque calefactor < 0,75 °C y
bandeja/soporte para pocillos de reaccion de pared fina de 0,2 mi

. Horno de microondas o placa caliente para calentar soluciones de agarosa.
11.
12.

Agarosa de grado de electroforesis, por ejemplo, FMC Seakem LE

0,5 x buffer TBE; 1x buffer TBE es x Tris-borato 89 mM, EDTA disédico 2 mM,
pH 8,0

Frasco cuentagotas de bromuro de etidio, N° de Producto 103.301-10

Dispositivo de pipeteo de carga de gel. Recomendamos una pipeta de

8 canales para carga de gel, volumen ajustable de 5-25 pl.

Marcador de tamafio de ADN para cubrir un rango de 50 a 1000 pb, por
ejemplo, Marcador de tamafio de 100bp DNA Ladder. Producto n.°

103.202-100 o marcador de tamafio de ADN para corridas en gel cortas
103.203-100

Aparato de electroforesis/fuente de alimentacion
Transiluminador ultravioleta
Sistema de documentacion fotogréafica o de imagenes.

C. Procedimiento Paso a Paso
Ver instrucciones de uso.

INSTRUCCIONES DE USO
A. Ejemplo de Preparacion

1.

2.

CROMOION s.r.l.
Farm. Cecilia A. Amaboldi
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Purificar el ADN gendmico de la muestra de leucocitos por el método de su
eleccion, consultar recoleccion y preparacion de muestras mas arriba.

Para obtener informacion especifica sobre la preparacién y el

almacenamiento de muestras, consultar recoleccion y preparacion de
muestras mas arriba.

Realizar la amplificacion por PCR en una muestra de ADN purificada utilizando
una bandeja de tipificacién Olerup SSP® o almacenar la muestra de ADN
hasta que esté lista para tipificar.
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B. Preparacion de Reactivos / Equipos
1. Programar un termociclador para ejecutar el programa de PCR Olerup SSP®;
consultar Requisitos del instrumento - Parametros de ciclo de PCR mas arriba.
2. Preparar el gel de electroforesis, consultar la seccién C: Preparacion de
electroforesis en gel a continuacion.

C. Preparacion de Electroforesis en Gel
Para el sistema de gel Olerup SSP® 96 (N° de Producto 103.101-01)
1. Preparacion

e Nivelar la camara de fundicién para 1 gel (N° de Producto 103.101-31) O la
camara de fundicion para 3 geles (N° de Producto 103.101-33) utilizando la
burbuja niveladora y las tres patas regulables en altura.

e Colocar la(s) bandeja(s) de gel en la camara de fundicion.

2. Preparacion de gel de agarosa al 2% (p/v)
Utilizar una agarosa de grado de electroforesis de alta calidad, capaz de
resolver fragmentos de ADN de 50 a 2000 pares de bases.

e A5 mlde 10 x buffer TBE (Tris Borate EDTA) agregar 150 ml de agua
destilada y 2 g de agarosa en una botella de vidrio de 500 ml.

e Disolver la agarosa hirviéndola en un horno microondas hasta formar
una solucion homogénea de 100 ml.

e Dejar que la solucion de gel disuelto se enfrie a 60°C, por ejemplo, en
una cdmara de calefaccion.

e Teiiir el gel antes del vaciado con bromuro de etidio (10 mg/ml), 5 ul
por 100 ml de solucién de gel. Para una maxima facilidad de manejo,
utilice nuestros frascos cuentagotas de bromuro de etidio (n.° de
producto 103.301-10). Nota: ElI bromuro de etidio es un
cancerigeno. Manipular con el equipo de proteccién personal
adecuado.

e Vertir 100 ml de solucién de gel en la bandeja de gel en la cAmara
de fundicién. Colocar 6 peines de gel (N° de Producto 103.101-21)
en las ranuras de la bandeja de gel.

e Dejar que el gel se asiente durante 15 minutos.

e Vertir 750 ml de 0,5 x buffer TBE en el tanque de gel. Sumergir la
bandeja de gel en la caja de gel y retirar con cuidado los 6 peines de
gel levantandolos.

Siga las instrucciones de uso del fabricante cuando utilice sistemas de
electroforesis alternativos. Para ser utilizados con los kits de tipificacion de
HLA Olerup SSP®, estos sistemas deben ser capaces de resolver productos
de PCR con un tamafio de entre 50 y 1100 pares de bases.

D. Procedimiento Paso a Paso

CROMOION s.r.l.
Farm. Cecilia A. Amaboldi
M.P. 15633 + M.N. 13795
Direccién Técnica

1. Retirar de la(s) temperatura(s) de almacenamiento indicada(s): el nimero
adecuado de muestras de ADN, la(s) bandeja(s) de cebadores y el
volumen de Master Mix necesario para la(s) muestra(s) de ADN /
bandeja(s) de cebador seleccionadas. Descongelar a temperatura

o/
ambiente (20 a 25°C).
Se utiliza la misma Master Mix para todos los kits Olerup SSP®.
@) . Garcia
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2. Mezclar la(s) muestra(s) de ADN brevemente agitando en vortex.

3. Colocar la(s) bandeja(s) de cebadores en una gradilla para bandejas PCR.

4. Kits de Altay Baja Resolucién

N
LY
holdas
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Agitar en vortex la Master Mix antes de tomar alicuotas.

Usando una pipeta manual de un solo canal, agregar Master Mix y
dH20 a temperatura ambiente en un tubo de 0,5 ml o 1,5 ml.
(Consultar la tabla 1 a continuacidon para ver las cantidades
apropiadas).

Tapar el tubo y agitar en vortex durante 5 segundos. Haga girar el tubo
por pulsos en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de los
lados del tubo.

Con una pipeta monocanal manual, agregar 8 ul de la mezcla Master
Mix — dH20 y 2 ul de dH20 en el pocillo de control negativo, es decir,
el pocillo con los pares de cebadores de control negativo, de la
bandeja de cebadores.

Usando una pipeta manual de un solo canal, agregar a temperatura
ambiente la muestra de ADN a la mezcla restante de Master Mix —
dH20. (Consultar la tabla 1 a continuacion para ver las cantidades
apropiadas).

Tapar el tubo y agitar en vortex durante 5 segundos. Haga girar el tubo
por pulsos en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de los
lados del tubo.

Usando un dispensador electrénico de un solo canal, colocar una
alicuota de 10 ul de la mezcla de reaccion de la muestra en cada
pocillo, excepto el pocillo de control negativo, de la bandeja de
cebadores.

Osc

arcia

Socio Gerente
Cromoion

Pagina 10 de 29
0197

Pagina 10 de 33

Para uso diagnostico in vitro

c € IF-2023-93383315-APN-INPM#ANMAT



& CareDx
Instrucciones de Uso

Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA Taq polimerasa incluido

Tabla 1: Volimenes de los componentes necesarios por prueba para diferentes nimeros
de pocillos cuando se usa Master Mix.

N° de Volumen de Volumen Volumen N° de Volumen de Volumen Volumen
pocillos | Master Mix (ul) de ¢ dH20 pocillos Master Mix de de dH20
por muestrace | (ul) por (uh muestra (1))
prueba ADN (ul) prueba de
ADN (ul)
2 12 8 20 25 87 58 145
3 15 10 25 26 90 60 150
4 18 12 30 27 93 62 155
5 21 14 35 28 96 64 160
6 24 16 40 29 99 66 165
7 27 18 45 30 102 68 170
8 30 20 50 31 105 70 175
9 33 22 55 32 108 72 180
10 36 24 60 36 126 84 210
11 39 26 65 40 138 92 230
12 42 28 70 44 150 100 250
13 45 30 75 48 162 108 270
14 48 32 80 52 174 116 290
15 51 34 85 56 186 124 310
16 54 36 90 60 198 132 330
17 60 40 100 64 210 140 350
18 63 42 105 68 228 152 380
19 66 44 110 72 240 160 400
20 69 46 115 76 252 168 420
21 72 48 120 80 264 176 440
22 75 50 125 84 276 184 460
23 78 52 130 88 288 192 480
24 81 54 135 92 300 200 500
96 312 208 520

Los volumenes recomendados enumerados anteriormente incluyen el volumen para
compensar las variaciones de la pipeta y las pérdidas de liquido en las paredes
interiores de los tubos.

5. Kits Combi A-B-DR, A-B-C, A-B-DR-DQ y DQA-DQB-DR mejorado y
el kit HLA-C de alta resolucion para alelos frecuentes

e Agitar en vortex la Master Mix.

e Usando una pipeta monocanal manual, agregar a temperatura ambiente 520l
dH20 en el tubo provisto de 1,5 ml que contiene 312 ul de Master Mix.

e Tapar el tubo y agitar en vortex durante 5 segundos. Hacer girar el tubo por
pulsos en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de los lados.

e Usando una pipeta monocanal manual, agregar 8 pl de la mezcla Master Mix —
dH20 y 2 pl dH20 en el pocillo de control negativo N° 96, por ejemplo, el pocillo
con los pares de cebadores de control negativo.

e Usando una pipeta monocanal manual, agregar a temperatura ambiente 206l
de muestra de ADN a la mezcla de Master Mix - dH20 restante.

e Tapar el tubo y agitar en vortex durante 5 segundos. Hacer girar el tubo por
pulsos en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de los lados del tubo.

0192-LBL v06 Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA que incluyen Taq polimerasa Para uso diagnostico in vitro y
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e Con un dispensador electronico de un solo canal, cologue una alicuota de 10 pl
de la mezcla de reaccion de la muestra en cada pocillo, excepto en el pocillo de
control negativo n° 96, de la bandeja de cebadores.

Importante:

Asegurese de aplicar la muestra sobre los cebadores (secado en el fondo de cada
pocillo de la bandeja de cebadores) para evitar la contaminacioén cruzada entre
pocillos. Tocar la pared interior del pocillo con la punta de la pipeta para permitir que
la muestra se deslice hacia el fondo del pocillo. Comprobar que todas las muestras
hayan caido al fondo de cada pocillo. De lo contrario, golpear suavemente la bandeja
en la parte superior del banco para que todas las muestras se asienten en el fondo
del pocillo antes de comenzar la PCR.

6. Cubrir la(s) bandeja(s) de cebador con los sellos PCR adhesivos proporcionados.
Comprobar que todos los pocillos de reaccion estén completamente cubiertos para
evitar la pérdida por evaporacion durante la amplificacion por PCR. La almohadilla de
compresion Olerup SSP® (N° de producto 103.505-06) se puede aplicar sobre los
sellos adhesivos de PCR para evitar la evaporacion durante los ciclos térmicos.

7. Colocar la(s) bandeja(s) de cebadores en el termociclador con un adaptador de
bandeja de tubos adecuado. No permitir mas de 5 minutos de retraso entre la
configuracion de la PCR vy el ciclo térmico.

8. Ingresar su numero de programa Olerup SSP®. Especificar un volumen de
reaccion de 10 pl.

9. Iniciar el programa PCR. El programa dura aproximadamente 1 hora y 20 minutos.
10. Retirar la(s) bandeja(s) de cebadores del termociclador. Inspeccionar la bandeja
de PCR para asegurarse de que haya aproximadamente el mismo volumen de liquido
en cada pocillo de PCR. Realizar la electroforesis de las muestras, consultar la
seccion E: Electroforesis en gel a continuacién. Interpretar los resultados de la
tipificacion con las tablas de interpretaciéon y especificidad especificas del lote o
la hoja de trabajo; consultar los valores esperados a continuacion.

(oldas
CROMOION s.r.l.
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E. Electroforesis en gel
1. Después de completar la reaccion de PCR, orientar la bandeja de

cebador y la caja de gel. El orden de los pocillos es de izquierda a

derecha y de arriba a abajo.

Retirar con cuidado las tapas de las tiras sin salpicar los productos de PCR.

Cargar los productos de PCR en secuencia en el gel de agarosa al 2 %.

(No es necesario agregar tampon de gel). Se recomienda el uso de una

pipeta de 8 canales para la carga de gel.

4. Cargar un marcador de tamafio de ADN (100 bp ladder, marcador de
tamafo de ADN N° de producto 103.202-100 o marcador de tamafio de
ADN para corridas cortas en gel 103.203-100) en un pocillo por fila.

5. Cubrir la caja de gel con la tapa de la caja de gel.

6. Realizar la electroforesis del gel en 0,5 x buffer TBE, sin recirculacion del
tampdn, durante 15-20 minutos a 8-10 V/cm.

7. Transferir la bandeja de gel con el gel a un transiluminador UV.

8. Fotografiar el gel con o sin la cubeta de gel.

9. Marcar la fotografia segun las normas del laboratorio.

wn

CONTROL DE CALIDAD

Las pautas de prueba de ASHI HLA indican que se debe incluir un pocillo de
control negativo (contaminacion) en cada configuracion de PCR. (Estandares
revisados para laboratorios acreditados, Sociedad Estadounidense de
Histocompatibilidad e Inmunogenética, Aprobado por CMS: 16 de febrero de
2021). Se incluye un pocillo de control negativo en todos los kits, con la excepcion
de los kits de pocillo tnico HLA-B*27 y HLA-B*27.

Consultar la Interpretaciéon del gel en la pagina 14.

RESULTADOS
Se puede acceder en linea a las hojas de validacion de lineas celulares especificas
de lote y al certificado de analisis, www.caredx.com.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. El proceso PCR-SSP requiere condiciones de prueba altamente controladas para
garantizar una amplificacion discriminatoria adecuada. Se debe seguir
estrictamente el procedimiento descripto en las Instrucciones de uso.

2. La muestra de ADN extraida es la plantilla para el proceso especifico de
amplificacion por PCR. EI ADN purificado debe tener una relacion A260/280 entre
1,6 y 2,0 para obtener una visualizacion de banda 6ptima por electroforesis.

3. Todos los instrumentos, como el termociclador, dispositivos de pipeteo, deben
calibrarse de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

4. La informacion especifica del lote se proporciona en el Prospecto del producto:
Informacidn especifica del lote y en la Hoja de trabajo especifica del lote.

5. Segun las pruebas realizadas, las siguientes sustancias se evaluaron con tres (3)
métodos de extraccion en las concentraciones enumeradas y se encontro que no
afectan el rendimiento de la prueba.
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Instrucciones de Uso

Método de Sustancia Concentracion
Extraccion Interferente de Interferencia*
Sistemna de Bilirubina _ 200mg/L
sangre de Hemoglobina 200g/L
ADN EZ1 Trigliceridos 30g/L
DSP Proteina 110g/L
Kit de Bilirubina ' 200mg/L
sangre Hemoglobina 200g/L
QlAamp Trigliceridos 18,2g/L
DSP DNA Proteina 77 - 96g/L
3 Bilirubina 200mg/L
Método ;
Gentra Hemoglobina 200g/L
PureGene Trigliceridos 18,2¢g/L
Proteina 119 -1469/L

Tabla de Compatibilidad

Fabricante

Termociclador

Applied Biosystems

GeneAmp 9700

ProFlex 96-pocillos

ProFlex 2x96-pocillos

Veriti 0,2ml 96-well Block

GeneAmp 2700, 2720, 9600

Agilent (Stratagene)

SureCycler 8800

RoboCycler

Gradient Cycler

Biometra

Uno, Uno Il

T1 Thermocycler

TGradient/TAdvanced

TRobot

TProfessional

Bio-Rad

MJ Mini

T100

iCycler, MyCycler

C1000, S1000

PTC-2(xx)

PTC-100 con 96-well block

Eppendorf

Mastercycler Gradient

Mastercycler EP Gradient, Pro, Nexus

Revisado en Junio 2022

Las placas PCR son fisicamente compatibles con la mayoria de termocicladores
del mercado. Consulte la tabla de compatibilidad de plasticos del termociclador a
continuacion.
Nota: La tabla es solo una guia. Para cicladores validados, consulte la seccion
Requisitos del instrumento - Instrumento.
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MWG Primus 96
TheQ Lifecycler
Thermo Scientific Arktik
Techne Flexigene, TC-412, TC-4000

Genius, Touchgene, TC-512, TC-5000
TC-PLUS, Prime, PrimeG, Prime Elite
Thermo Scientific Hybaid PCR Express, Px2, PxE

MultiBlock System & MBS

Omnigene, Omn-E

Gene Technologies GS1, GS4, GSX

Takara TP 3000

VALORES ESPERADOS
A. Andlisis de Datos
Examinar la foto del gel cuidadosamente y determinar los carriles positivos.

1. Se observara una banda mas corta y de migracion mas rapida en un
carril de gel si se amplificaron alelos HLA especificos. Esto indica un
resultado positivo de la prueba.

a. Registrar la presencia y ausencia de productos PCR especificos.

b. Es util monitorear las longitudes relativas de los productos de PCR
especificos como se indica en los prospectos de productos
especificos de lote cuando se interpretan los resultados del gel.
Varios carriles tienen dos o mas longitudes posibles de productos
PCR especificos. Estos pocillos contienen varios pares de cebadores
gue generan productos de PCR de diferentes tamafios segun los
alelos HLA del ADN de la muestra.

c. Hacer coincidir el patron de carriles de gel con productos de PCR
especificos con la informacién de las tablas de interpretacion y
especificidad especificas del lote para obtener la tipificacion HLA del
ADN de la muestra.

2. Una banda interna de control positivo, de migracion mas lenta y mas
larga, debe ser visible en todos los carriles de gel, excepto en el carril
de gel de control negativo, como control de la amplificacion exitosa.
La banda de control positivo interno puede ser débil o estar ausente
en los carriles de gel positivos.

a. Registrar la presencia y las longitudes relativas de las bandas de
control positivo interno. Las bandas de control de diferentes tamarios
ayudaran en la orientacién correcta de la tipificacién, asi como en la
identificacion del kit.

b. Laausencia de una banda de control positivo interno sin un producto
de PCR especifico indica una reaccion de PCR fallida.

I. Silos alelos HLA pueden determinarse en presencia de reacciones de

N
& \ J \ o PCR fallidas y las reacciones de PCR fallidas no cambian la asignacion
o de alelos, entonces no es necesario repetir la prueba.
_CROMOION .. ii.  Sin embargo, si la(s) reaccion(es) PCR fallida(s) pudiera(n) cambiar la
arm. . J . ., . s .,
M.P. 16633 - M. 13705 asignacion del alelo HLA, entonces se debe repetir la tipificacion. ,
Direccién Técnica s
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3. La presencia de un producto de PCR especifico o una banda de

control positivo interno en los carriles de control negativo indica
contaminacion con productos de PCR y anula todos los resultados de
la prueba. Se pueden observar oligomeros de cebadores que oscilan
entre 40 y 60 pares de bases en el (los) carril (es) de control negativo.
Esto no representa contaminacion.

B. Interpretacién del Gel

Reaccion Reaccion Reaccion de

Positiva Negativa PCR fallida
Pocillo | | | |
Banda de Control
Positivo Interno

|
Banda Especifica
|

Banda de
cebador

1. Se debe ejecutar un marcador de tamafio de ADN (100 bp ladder, marcador
de tamafio de ADN N° de producto 103.202-100 o marcador de tamafio de
ADN para corridas cortas en gel 103.203-100) en un pocillo por fila del gel o
de acuerdo con las pautas de acreditacion del laboratorio local.

2. Es posible que se obtengan bandas mas largas que la banda del
control positivo interno y estas deben descartarse en la interpretacion
de los resultados de tipificacion.

3. Los cebadores no utilizados formaran una banda difusa de 50 pares

de bases mas corta.

4. Pueden observarse artefactos de oligdmeros de cebador. Estas son

mas largas que la banda del cebador, pero mas cortas que las bandas
especificas.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO

Control de calidad del lote del kit

Cada solucion de cebador se analiza frente a un panel de 48 muestras de ADN
de lineas celulares bien caracterizadas del IHWC. Consultar las hojas de
validacion de lineas celulares especificas del lote en el prospecto del producto,
informacion especifica del lote.

LY
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Estudio de comparacién de métodos 1

Este fue un estudio multicéntrico que evalu6 la concordancia del kit de
tipificacion de HLA de baja resolucion Olerup SSP® DR y la bandeja de
tipificacion de ADN de HLA One Lambda Micro SSPTM en tres laboratorios
clinicos en los Estados Unidos.

Los resultados de tipificacion analizados del kit de tipificacion de HLA de baja
resolucion Olerup SSP® DR y de la bandeja de tipificacion de ADN HLA One
Lambda Micro SSPTM mostraron una concordancia del 98,4 % (123/125; IC
del 95 %: 94,3 — 99,8) cuando se tratan dos resultados Olerup ambiguos
como discordante. El acuerdo fue 100% (123 / 123; 95% CI: 97,1 — 100)
cuando los resultados ambiguos de Olerup no se incluyeron en el andlisis, lo
que refleja la practica clinica normal.

Estudio de Comparacion de Métodos 2

Este estudio se disefié para demostrar la concordancia de los resultados de
tipificacion de baja resolucion del alelo HLA (A, B, C, DQ) obtenidos con los kits
de tipificacion de HLA Olerup SSP® en investigacion y los kits de referencia One
Lambda LABType SSO. Se recolectaron muestras de sangre total ACD de 95
sujetos distribuidos en 3 sitios clinicos en los Estados Unidos. Se realiz6 la
extraccion de ADN y el ADN purificado resultante se analizé con los métodos de
investigacion Olerup SSP® y One Lambda LabType SSO HLA de referencia.

La concordancia general para los alelos de Clase | fue del 99,6 % (278/279; IC del 95
%: 98,0 -100). Para los alelos de Clase I, la concordancia fue del 100 % (94/94; IC del
95 %: 96,2 — 100).

Tabla 1
Concordancia general de los resultados
de Olerup SSP® y OneLambda SSO
para los alelos de Clase | y Clase |l.

Total
HLA n/N % de
Locus acuerdo
(95% CI)

100
100

B 90/ 90 (96,0 — 100)
98.9

C 93/94 (94,2 - 100)
Ny on Todos los 99.6

:& Jas Locide | 2787279 | (98,0- 100)

CROMOION s.r.l Clase |
S.r.l. .
Farm. Cecilia A. Amaboldi Loci (DQ) 100
o o Clase | 94194 | (96,2 -100) )
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Este estudio comparo6 los resultados de tipificacion de HLA de Olerup SSP® entre tres laboratorios
de pruebas de HLA utilizando un panel de 10 muestras de ADN bien caracterizadas cuyos resultados
de consenso se incluyen en el Banco de ADN de HLA de UCLA para HLA Clase | (A, By C), alelos
comunes de Clase Il (DRB1*, DRB3*/DRB4*/DRB5* y DQB1*) y alelos de clase Il investigados con
menos frecuencia (DQA1*, DPA1* y DPB1*).

Tabla 2: Resumen de los resultados del estudio de reproducibilidad del kit Olerup

SSP® HLA
Precision de
tipificacién % n/N
Tipo de alelo HLA 95% de conf. del Intervalo
(LL, UL)
Resultado ambiguo Resultado ambiguo
tratado como tratado como
discordante indeterminado y excluido
del analisis
Clase | Baja Resolucién
98,3 100
(A'y B combinados) (59/60) (59/59)
91,1, 100 93,9, 100
Clase | Alta Resolucién
94,7 98,6
(A, By C combinados) (142/150) (142/144)
89,8, 97,7 95,1, 99.8
Clase Il baja resolucion
100 100
(DRB1*y (60/60) (60/60)
DRB3*/DRB4*/DRB5*) 94,0, 100 94,0, 100
Clase Il alta resolucién 98,3 100
— alelos comunes (118/120) (118/118)
(DRB1*, 94.1, 99,8 96,9, 100
DRB3*/DRB4*/DRB5*,
y DQB1%)
Clase Il de alta resolucion
83,3 86,2
Poco frecuente (75/90) (75/87)
alelos investigados 74.0, 90,4 77,2,92,7
(DQA1*, DPAL*,y
DPB1*)

Ay oy Este estudio utilizé un panel de diez (10) muestras de ADN con resultados de
\)\/& JS  tipificacion HLA bien caracterizados.

CROMOION s.r.l.
Farm. Cecilia A. Amaboldi
M.P. 15533 « MN. 13785 _ "
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Las concordancias mas bajas observadas para los alelos de alta resolucion
Clase Il investigados con menos frecuencia reflejan la mayor incertidumbre en
los "resultados de consenso” de las muestras de ADN de UCLA considerando la
informacion de secuencia incompleta disponible para los alelos DQA1*, DPAl*y
DPB1*. Para 9 de los 11 resultados discordantes observados durante el estudio
de reproducibilidad (una llamada DQA1*0505 de Olerup SSP® frente a
DQA1*0501 "tipificacion por consenso”), los tres sitios de prueba llegaron al
mismo resultado, lo que indica un rendimiento constante del kit Olerup DQA1*.

Wuldas

CRONOION s.1 Os ~“Garcia
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SOLUCION DE PROBLEMAS

Problema Motivo Accion

Sin amplificacion (ni Cantidad demasiado baja de | Medir la concentracion de
amplificacion de fragmentos| ADN. ADN y ver si la cantidad
del control interno, ni afnadida es correcta.
amplificaciones La contaminacion por ARN
especificas). puede causar una

sobreestimacion
espectrofotométrica de la
concentracion de ADN.
Repetir cuidadosamente la
extraccion de ADN con
soluciones recién
preparadas.
Recomendamos la
extraccion de ADN
automatizada con el
Sistema Sanguineo
QIAGEN EZ1 DSP DNA.

El ADN contiene inhibidores | Medir la calidad del ADN.
de PCR, como, por ejemplo, |Recomendamos

proteinas, etanol (de los una relacion A260/A280 de
pasos de precipitacion), 1,6 — 2,0 por

matrices restantes de espectrofotometria UV.
productos de depuracion de | Seguir exactamente el
ADN en fase solida. protocolo de extraccion de

ADN del proveedor.
Volver a extraer el ADN.
Recomendamos la
extraccion de ADN
automatizada con el
Sistema Sanguineo
QIAGEN EZ1 DSP DNA.

El ADN ha sido extraido de Utilizar sangre no

sangre heparinizada. heparinizada o utilizar
protocolos de extraccion de
ADN para sangre
heparinizada.

El ADN se disuelve en un Repetir la extraccion de
tampon que contiene EDTA. | ADN y disolver el ADN en
dH20.
A o
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Instrucciones de Uso

Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA Taq polimerasa incluido

Problema

Motivo

Accién

Sin amplificacion (ni
amplificacion de
fragmentos del control
interno, ni amplificaciones
especificas).

Introduccién accidental de
lavandina en la prueba.

Revisar las areas donde
posiblemente se utilice
lavandina.

Los kits no se
almacenan a la
temperatura adecuada.

Almacenar los kits a
-20°C.

El termociclador no
funciona correctamente.

Calibrar el
termociclador y
verificar el programa
PCR.

Un termociclador
utilizado para la
tipificacion rutinaria de
PCR-SSP debe
calibrarse cada 6-12
meses.

Contacto inadecuado
entre el bloque de
calentamiento del
termociclador y la
bandeja de tipificacion
SSP.

Utilizar la bandeja/soporte
correctos para pocillos de
reaccion de paredes finas
de 0,2 ml; consultar el

manual del termociclador.

Fallo aleatorio de
amplificacion (pérdidas
alélicas)

Los sellos de PCR o las
tapas de los tubos de PCR
gue no estén bien cerrados
provocaran la evaporacion y
el posterior fallo de la
amplificacién.

Asegurarse de que los
sellos PCR/todas las tapas
estén bien cerrados. La
almohadilla de compresion
Olerup SSP® (N.° de
producto 103.505-06) se
puede aplicar encima de la
Sellos adhesivos de

PCR para evitar la
evaporacion durante los
ciclos térmicos.

Errores de carga de gel

Comprobar que se ha
cargado el nimero
correcto de pocillos y que
cada pocillo contiene
aproximadamente el
mismo volumen de
mezcla de PCR.

Uso de pipetas no
calibradas

Calibrar todas las pipetas
de forma rutinaria de
acuerdo con las
recomendaciones del
proveedor

Error de pipeteo.

Realizar el pipeteo mas
cuidadosamente.

CROMOION s.r.l.
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& CareDx
Instrucciones de Uso

Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA Taq polimerasa incluido

La Master Mix y el ADN de la | Mezclar brevemente
muestra no se han mezclado | mediante vértex antes
correctamente antes de su de usar. Recomendamos

uso. agitar en vortex después
de cada fila.

Se ha agregado a los Realizar el pipeteo mas

pocillos un volumen cuidadosamente.

irregular de la mezcla
ADN-Master Mix.

[a\
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& CareDx
Instrucciones de Uso

Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA Taq polimerasa incluido

Problema Motivo Accion
Fragmentos débiles de ADN impuro Medir la calidad del ADN.
control interno La relacion A260/280

debe ser 1,6 — 2,0 por
espectrofotometria UV.

La contaminacion por ARN
puede causar una
sobreestimacion
espectrofotométrica de la
concentracion del ADN.

El ADN degradado da lugar
a manchas en carriles de
gel.

Repetir la extraccion de
ADN con cuidado con
soluciones recién
preparadas.
Recomendamos la
extraccion de ADN
automatizada con el
Sistema Sanguineo
QIAGEN EZ1 DSP DNA.

Cantidad demasiado baja de | Medir la concentracién de
ADN ADN y ajustar a 30 ng/ul o a
15 ng/pl para el ADN
extraido por el Sistema
Sanguineo ADN QIAGEN
EZ1 DSP.

La contaminacion por ARN
puede causar una
sobreestimacion
espectrofotométrica de la
concentracion de ADN.

El ADN degradado da lugar
a manchas en carriles de
gel.

Repetir la extraccion de
ADN cuidadosamente con
Soluciones recién
preparadas.
Recomendamos la
extraccién automatizada del
ADN con el Sistema
Sanguineo QIAGEN EZ1

DSP DNA.
,\) N\ " o/
‘ S
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Instrucciones de Uso

Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA Taq polimerasa incluido

Problema Motivo Accion
Fragmentos de control Temperatura de Calibrar el
interno débiles. hibridacion demasiado termociclador y
alta, el termociclador no verificar el programa
est4 calibrado. PCR.

Un termociclador utilizado
para la tipificacion rutinaria
de PCR-SSP debe
calibrarse cada 6 a 12

meses.
La PCR Master Mix se ha Almacenar
almacenado a +4 °C durante | correctamente la
mas de 2 semanas. PCR Master Mix.
Amplificacion no especifica | Uso de muestra de ADN en | Medir la concentracion de
(escaleras o manchas) exceso. ADN vy ajustar 30 ng/ul o

hasta 15 ng/ul para el ADN
extraido por el Sistema
Sanguineo QIAGEN EZ1
DSP DNA

Algunas soluciones de
cebador tienen una mayor
tendencia

de dar lugar a una
amplificacién inespecifica.
Ver las notas a pie de
pagina en cada tabla de
especificidad de lote.

ADN impuro Todos los fragmentos mas
grandes que el fragmento de
control interno deben ser
ignorados al interpretar los
resultados obtenidos.
Comprobar la calidad del
ADN. Repetir la extraccién
del ADN.

Recomendamos extraccion
de ADN automatizado

con el Sistema Sanguineo
QIAGEN EZ1 DSP DNA.
Algunas soluciones de
cebador tienen una mayor
tendencia de dar lugar a
una amplificacion
inespecifica.

Consultar las notas a pie de
pagina en cada tabla de
especificidad de lote.

0192-LBL v06 Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA que incluyen Taq polimerasa Para uso diagnostico in vitro
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Instrucciones de Uso

Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA Taq polimerasa incluido

Problema

Motivo

Accién

Sefales de
amplificacion cada
vez mas débiles con el
tiempo.

La solucién de tincién
de gel de agarosa con
bromuro de etidio es
vieja.

Preparar una solucién
fresca de bromuro de etidio
para lograr una mejor
coloracién del gel de
agarosa y una mejor sefial.
Las nubes de cebador son
faciles de detectar si la
coloracién del gel de
agarosa es normal.

Una de las lamparas UV
esta rota.

Comprobar el equipo de
luz ultravioleta. Las nubes
de cebador son faciles de
detectar sila luz
ultravioleta es normal.

Us6 muy poca
muestra de ADN.

Medir la concentracion de
ADN vy ajustar a 30 ng/ul o
a 15 ng/ul para el ADN
extraido por el Sistema
Sanguineo QIAGEN EZ1
DSP DNA

Temperatura de
hibridacion demasiado
alta, el termociclador no
esta calibrado.

Calibre el
termociclador y
verifique el programa
PCR.

Se debe calibrar un
termociclador utilizado
para la tipificacion
rutinaria de PCR-SSP.
cada 6-12 meses.

Extrafios patrones de
amplificacion.

Se utiliza una tabla de
interpretacion / hoja
de trabajo especifica
del lote incorrecta.

Verifigue el nimero de lote
del producto utilizado y la
Tabla de Interpretacion /
hoja de trabajo utilizada.

Orden incorrecto en la

Compruebe la

carga del gel. alineacion de las
mezclas y los carriles
de gel.

El patrén de amplificacion Ver debajo

contiene un falso positivo.

El patrén de amplificacion Ver debajo

contiene un falso negativo.
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Instrucciones de Uso

Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA Taq polimerasa incluido

Problema

Motivo

Accién

Amplificaciones
falsas positivas.

contaminacion del ADN.

Utilizar guantes, puntas

de pipeta que contengan
barreras (tapones de filtro)
y salas separadas para la
manipulacién previa y
posterior a la PCR.
Asegurar el manejo
preciso de todas las
muestras, en todos los
pasos.

Comprobar si hay
contaminacion con el kit de
prueba de limpieza Olerup
SSP®-

ADN impuro

Medir la calidad del ADN.
Seguir exactamente el
protocolo de extracciéon
de ADN del proveedor.
Pruebar otros sistemas
de extraccion de ADN.
Volver a extraer el ADN.
Recomendamos la
extracciéon automatica de
ADN con el QIAGEN EZ1
Sistema Sanguineo de ADN
DSP.

Uso de muestra de
ADN en exceso.

Medir la concentracién de
ADN vy ajustar a 30 ng/pl o
a 15 ng/ul para el ADN
extraido por el QIAGEN
EZ1 DSP DNA

sistema sanguineo.

Temperatura de
hibridacion
demasiado baja.

Calibrar el termociclador y
verificar el programa PCR.
Un termociclador utilizado
para la tipificacion rutinaria
de PCR-SSP debe
calibrarse cada 6 -12
meses.

Gran retraso entre la
configuracion de la PCR y
el inicio del ciclo térmico.

No se debe permitir mas
de 5 minutos de retraso
antes del ciclo térmico.

Retraso entre la colocacion
de las bandejas de
tipificacion en el
termociclador y el inicio del
ciclo.

Utilizar termociclador
precalentado.
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Instrucciones de Uso

Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA Taq polimerasa incluido

Problema Motivo

Accibn

Uso en exceso de
bromuro de etidio.

Continuando:
Amplificaciones
de falsos

Usar la cantidad
recomendada de
bromuro de etidio.

positivos. Interpretacion incorrecta de

un artefacto como una
banda especifica.

Consultar la tabla de
interpretacion/hoja de
trabajo especifica del lote y
la tabla de especificidad
para conocer el tamafio
correcto de la banday las
notas al pie.

El patron de amplificacion
contiene un falso positivo.

Comprobar si todas las
amplificaciones especificas
tienen el tamafio correcto o
si se trata de un artefacto
(remanente, dimero de
cebador) que

ha sido malinterpretado
como una amplificacion.

Orden incorrecto en la
carga del gel.

Verificar la alineacion
de las mezclas y los
carriles de gel.

El termociclador no esta
correctamente calibrado.

Amplificaciones
falsas
negativas.

Calibrar el termociclador y
verificar el programa PCR.
Un termociclador utilizado
para la tipificacién rutinaria
de PCR-SSP debe
calibrarse cada 6 a 12
meses.

Si no se corrige con la
recalibracion, volver a
escribir la prueba con

una muestra de

referencia de la misma
especificidad. Si se
confirma negativo,
ponerse en contacto con
el servicio de atencion al
cliente.

Orden incorrecto en la
carga del gel.

Verificar la alineacion
de las mezclas y los
carriles de gel.
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Instrucciones de Uso

Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA Taq polimerasa incluido

Problema Motivo

Accién

Problemas generales
de gel (geles borrosos
y/o carriles
manchados).

Muestra de ADN degradado.

Aparece como una
mancha en los carriles
de gel. Aislar el ADN de
una muestra fresca.

Fuerte rayado en pocillos
aleatorios.

Suspensiones irregulares
de ADN. Asegurarse de
que el ADN de la muestra
esté disuelto antes de
tomar su alicuota.
Muestra de ADN

diluida en Vortex.

El producto PCR sali6
flotando del pocillo.

Alinear con cuidado las
puntas de las pipetas
con los pocillos de gel y
dispensar lentamente.

El tampédn de electroforesis
podria estar demasiado
caliente.

Preparar un nuevo bufer
TBE. Ejecutar a un voltaje
mas bajo.

Se ha utilizado un
porcentaje incorrecto
de gel de agarosa.

Asegurarse de utilizar
el gel de agarosa al 2
% recomendado.

Agarosa no disuelta
completamente.

Volver a hervir brevemente
para derretir la agarosa.

Concentracion de TBE
incorrecta.

Utilizar la concentracion
recomendada 0,5 x TBE.

Geles recientemente utiizados

Los geles no estan listos
para usar hasta 15 minutos
después de colar.

Geles muy viejos.

No verter los geles con
demasiada anticipacion.

El peine de gel utilizado tiene
ranuras demasiado gruesas.

Utilizar peines finos (4 x
1 mm).

Bandeja de gel
que no es UV

Retirar el gel de la bandeja
de gel antes de ver.

transparente
Imagen de gel demasiado Uso excesivo de
brillante. bromuro de etidio.

Comprobar la
configuracioén de la

camara.
Imagen de gel demasiado Utilizar la cantidad
oscura. recomendada de
bromuro de etidio.
Comprobar la

configuracién de la
camara.
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Instrucciones de Uso

Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA Taq polimerasa incluido

Problema

Motivo

Accién

Problemas generales con
amplificacion de falsos
negativos o problemas
dependientes entre
ejecuciones de tal
naturaleza

Configuracion de velocidad de
rampa demasiado alta.

Los kits Olerup SSP® se
validan con el ciclador
GeneAmp 9700
configurado en el modo
9600 y ProFlex con un
rango de variacion de
3°C/s. Rangos de
variaciones mas altas que
el equivalente a eso
pueden tener un efecto en
los resultados de la
tipificacion.

MARCAS UTILIZADAS EN ESTE DOCUMENTO / PRODUCTO
Olerup SSP® es una marca registrada de CareDx AB.

QiagenT'\/I es una marca registrada de QIAGEN.

GARANTIA

CareDx AB garantiza sus productos al comprador original contra defectos de
materiales y mano de obra en condiciones normales de uso y aplicacion. La Unica
obligacion de CareDx AB bajo esta garantia sera reemplazar, sin cargo, cualquier
producto que no cumpla con los estandares de rendimiento establecidos en la

hoja de especificaciones del producto.

Esta garantia se aplica solo a los productos que han sido manipulados y
almacenados de acuerdo con las recomendaciones de CareDx AB y no se aplica

a los productos que han sido objeto de alternancia, mal uso o abuso.

Todas los reclamos bajo esta garantia deben dirigirse a CareDx AB por escrito y
deben ir acompafados de una copia de la factura del comprador. Esta garantia
sustituye a todas las demas garantias, expresas o implicitas, incluidas las
garantias de comerciabilidad e idoneidad para un propdsito particular. En ningun

caso CareDx AB sera responsable por dafios incidentales o consecuentes.

Este producto no se puede reformular, volver a empaquetar ni revender de
ninguna forma sin el consentimiento por escrito de CareDx AB, Franzéngatan 5,
SE-112 51 Estocolmo, Suecia. Manipular todas las muestras como si fueran
capaces de transmitir enfermedades. Todos los trabajos deben realizarse con

guantes y proteccion adecuada.

GARANTIA

CareDx AB garantiza que los cebadores en las bandejas de tipificacion Olerup
SSP® tienen las especificidades proporcionadas en la hoja de trabajo, las Tablas
de Interpretacion y Especificidad especificas del lote del prospecto del producto.
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Kits de tipificacion Olerup SSP® HLA Taq polimerasa incluido

DIRECCIONES:

Fabricante:

CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Estocolmo, Suiza
Tel: +46-8-508 939 00

Fax: +46-8-717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Pagina Web: www.caredx.com

Distribuido por:

CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Estocolmo, Suiza
Tel: +46-8-508 939 00

Fax: +46-8-717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Pagina Web: www.caredx.com

CareDx Lab Solutions Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel: 1-877-653-7871

Fax: 610-344-7989

E-mail: orders-us@caredx.com

Pagina Web: www.caredx.com

CareDx Pty Ltd., 20 Collie Street, Fremantle WA 6160, Australia
Tel: +61 8 9336 4212

E-mail: orders-aus@caredx.com

Pagina Web: www.caredx.com

Para obtener informacion sobre los distribuidores de CareDx en todo el mundo,
comuniquese con CareDx AB.

Cambios en la revision 0192-LBL v06 en comparaciéon con 0192-LBL v05:
1. Se elimind la informacion sobre el prospecto del producto.
2. Redaccion revisada en todo el documento.
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ROTULO EXTERNO

OLERUP SSF [w (€ &
PCR Master Mix- .. [

Including Taq Polymerase

[REF| 101.804-01 KL
XXXX gl = YYYY-MM-DD :
+l] 2023-05-28  [LoT] QXX s

‘ Careln -!-._E-
1251 (01) 07340035 5XXXX X |

ROTULOS INTERNOS

MasterMix with Taq 1125 pl

Z1%
o

R ce =
PCR Master Mix - | sc

Including Taq Polymerase
1125 pl
lLoT|Qus 2 2026-10-01

"

MasterMix with Taqg 750 pl

Joddas
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PCR Master Mix - f s
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MasterMix with Taqg 112 ul

ELERUP SSP CE =

PCR Master Mix - e ¥ 15°C

Including Taq Polvmerase

312

QU8 o 2026-10-01
t ﬂ 2022-09-19 (01) 0 7340035 521129

SOBRE ROTULO QUE SE AGREGA A LAS CAJAS DE LOS
PRODUCTOS

IMPORTADOR/DISTRIBUIDOR: CROMOION S.R.L.

Oporto 6125 (C1408CEA) C.A.B.A. — Argentina

Tel./Fax (011) 4644-3205/06

Legajo empresa 908

Directora Técnica: Dra. Cecilia Arnaboldi - M.N. 13795

Producto Médico — Venta exclusiva a Laboratorios de Analisis Clinicos
USO PROFESIONAL EXCLUSIVO

Uso Diagnéstico In Vitro

Certif./PM: 908-239
Autorizado por la ANMAT

Ministerio de Salud — Republica Argentina
VER INSTRUCCIONES DE USO
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