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VISTO, el expediente n® 1-47-3110-3008/14-7 del Registro de la

Administracidon Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica vy,

CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones la firma CROMOION S.R.L solicita
autorizacién para la venta a laboratorios de anélisis clinicos de los Productos para
diagnéstico de uso “in Vitro” denominados 1) Olerup SSP® HLA/ ENSAYQS
DISENADOS PARA LA TIPIFICACION DE LOS ALELOS HLA DE CLASE 1 Y DE
CLASE II, MEDIANTE MUESTRAS DE ADN HUMANG;2) Olerup SSP® DNA Size
Marker/ ESTANDAR DE PESO MOLECULAR PARA EL CONTROL DEL TAMANO DE
LOS PRODUCTOS DE PCR EN LAS REACCIONES DE TIPIFICACION Olerup SSP®;
3) Olerup SSP® DNA Size Marker for short gel runs/ ESTANDAR DE PESO
MOLECULAR PARA EL CONTROL DEL TAMANO DE LOS PRODUCTOS DE PCR, EN
CORRIDAS CORTAS DE GEL, EN LAS REACCIONES DE TIPIFICACION Olerup
SSP®; 4) Olerup SSP® HLA Negative Control/ PARA USO COMO CONTROL
NEGATIVO EN LAS REACCIONES DE TIPIFICACION Olerup SSP® 5) Olerup SSP®
HLLA Wipe Test/ PARA USOC COMO CONTROL NEGATIVO Y COMO CONTROL DE
CONTAMINACION EN LAS REACCIONES DE TIPIFICACION Olerup SSP@®.

Que a fs. 463 consta el informe técnico producido por el Servicio de
Productos para Diagnéstico que establece que el producto redne las condiciones

de aptitud requeridas para su autcrizacion.

e



#2015 - Afo del Bicentenario del congreso de los Pueblos Libres”

Ministerio de Salud

Secrctaria de Politicas, Regulacion - - "
e hstitutos ’:?q:‘{aiém N

ANMAT

Que la Direccion Nacional de Productos Médicos ha tomado la
intervencion de su competencia.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establece la Ley
16.463, Resolucion Ministerial N© 145/98 y Disposicion AN M AT N° 2674/99.

Que la presente se dicta en virtud de las facultédes conferidas por el

Articulo 89 inciso 11) del Decreto N® 1490/92 y 1886/14.

Por ello;
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA

DISPONE:

ARTICULO 10.- Autorizase la venta a laboratorios de andlisis clinicos de los
Productos para diagndstico de uso “in Vitro” denominados 1) Olerup SSP® HLA/
ENSAYOS DISENADOS PARA LA TIPIFICACION DE LOS ALELOS HLA DE CLASE I
Y DE CLASE II, MEDIANTE MUESTRAS DE ADN HUMANQO;2) Olerup SSP® DNA
Size Marker/ ESTANDAR DE PESO MOLECULAR PARA EL CONTROL DEL TAMANO
DE LOS PRODUCTOS DE PCR EN LAS REACCIONES DE TIPIFICACION Olerup
SSP®; 3) Olerup SSP® DNA Size Marker for short gel runs/ ESTANDAR DE PESO
MOLECULAR PARA EL CONTROL DEL TAMANO DE LOS PRODUCTOS DE PCR, EN
CORRIDAS CORTAS DE GEL, EN LAS REACCIONES DE TIPIFICACION Olerup

SSP®: 4) Olerup SSP® HLA Negative Control/ PARA USO COMO CONTROL
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NEGATIVO EN LAS REACCIONES DE TIPIFICACION Olerup SSP® 5) Olerup SSP®
HLA Wipe Test/ PARA USO COMO CONTROL NEGATIVO Y COMO CONTROL DE
CONTAMINACION EN LAS REACCIONES DE TIPIFICACION Olerup SSP® que
seran elaborados por OLERUP SSP AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Stockholm.
(SUECIA) e importados por CROMOION S.R.L a expenderse én envases
c‘onténiendo‘ VER ANEXO I;cuya composicién se detalla a fojas 55 a 56 ‘y 59 con
un perfodo de vida util de 1) 30 (TREINTA) meses, desde la fecha de elaboracién
conservado a -20°C; 2) y 3) 24 (VEINTICUATRO) meses, desde la fecha de
elaboracion conservado entre 2 y 8 °C; 4) y 5) 24 (VEINTICUATRO) meses,
desde la fecha de elaboracién conservado a -20°C.

ARTICULO 29,- Acéeptense los rotulos y manual de instrucciones obrantes a fojas
129 a 440, desglosandose las fojas 129 a 134, 148 a 150, 159 a 188, 250 a 278,
338 a 339, 345 a 347, 354 a 356, 363 a 368, 381 a 386, 399 a 405, 420 a
426debiendo constar en los mismos que la fecha de vencimiento es la declarada
por el elaborador impreso en los rotulos de cada partida.

ARTICULO 30.- Extiéndase el Certificado correspondiente.

ARTICULO 49°.- LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,
ALIMENTQOS Y TECNOLOGIA MEDICA, se reserva el derecho de reexaminar los
meétodos de control, estabilidad y elaboracién cuando las circunstancias asi lo
determinen.

ARTICULO 59.- Registrese; girese a Direccion de Gestidén de Informacion Técnica
a sus efectos, por el Departamento de Mesa de Entradas notifiquese al

interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de la presente Disposicion
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y Anexo, junto con la copia de los proyectos de rétulos, manual de instrucciones

y el Certificado correspondiente. Cumplido, archivese.-

Expediente no: '1-47-3110-3008/14-7.
5656

DISPOSICION Ne:

av.

Ing ROGELIO LOPEZ
Administrador MNactonal
AN.M.AT.
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ROTULOS EXTERNOS

Para_los productos Olerup SSP del grupo HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP, HLA-A, HLA-B vy HLA —C

ek
OLERUP SSP J E o 6)
[Nombre de producto]* - SSP 1 5 JUL 2015

Prod. N2.: [N2 de catdlogo]u — sin Taq Pelimerasa

Para la tipificacion de ADN de los alelos [Nombre del alelo]*

El equipo contiene:

Set de primer - [T]* Tests — cada ensayo consiste de una placa PCR de [N]** pocillos.
Mezcla maestra PCR sin Tag, [V]® ul o

Para productos Olerup SSP sin Tag polimerasa

( n ) * sellador PCR | |MP70HTAD(]I;UDISTRIBU\DOH‘ CROMDION 5.A.L.

Oporlo 8125 (C1408CEA} CABA. - Argentina

1 inserto de producto i ity
P . lﬁ?l?acj:)ra Thenica: Dra. Cexilia Amaboid 1o 08 Clinioos -
Ne US Estandar de Potencia Produto s e schala Labomioon oo 112
Almacenar en la oscuridad a -202C ! cent 1P
- rlzado par [a ANMAT
Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia Yo Pt geies

Lote N2: ‘ fecha de expiracidn: -

ce VD)

Nota aclaratoria:

[Nombre de producto]* (se detallan en el listado Anexo I). Por Ejemplo: DRB4

[Nombre del alela]*. Por Ejemplo: Para la tipificacién de los alelos DRB4.

[T]* = describe el nimero de determinaciones (se detallan en las presentaciones del listado Anexo 1),
Por Ejemplo: 6 Tests.

[N]** = describe el nimero de pocillos de la placa. Por ejemplo: 16 pociflos.

[V]' Describe el volumen. Por ejemplo; 275 ul. ‘ .

{n}* = nimero de selladores (dependiente del nimero de determinaciones). Por e].: 1 6 4 selladores

Para_productos Olerup SSP con Taq polimerasa

OLERUP S5P

[Nombre de producto]* - SSP

Prod. Ne.: [N2 de catdlogo] — incluyendo Taq Polimerasa

Para la tipificacion de ADN de los alelos [Nombre del alelo]

El equipo contiene: S

Set de primer — [T]* Tests — cada ensayo consiste de una placa PCR de [N]** pocillos.
Mezcia maestra PCR incluyendo Taq, V' ul

(n}* sellador PCR -

IMPORTADOR/DISTRIBUIDOR. CROMOION S.H.L.

1 inserto de producto i Eﬁ:’f&iﬁfféﬂi‘é%&*‘“"“ "

’ . 8 EIDEMD_IGSE.QOB
N2 US Estandar de Potencia Procucto Mbten s ek s opartoos o Antiss

. Lao D stico In Vi
Almacenar en la oscuridad a -202C oo
Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia Wintara ds Sak. HepibAca Aertina
. . YER INSTAUCCIONES DE USO

Lote No: Fecha de expiracion: -

ce VD)

wedin Slalino

Nota aclaratoria: ;—i; 1-';%:_1%:&33
[Nombre de producto}* {se detallan en el listado Anexo I). Por Ejemplo: DRB4 jﬁ;‘mf\g SRL

{Nombre det alelo]*. Por Ejemplo: Para la tipificacidn de los alelos DRB4.
[T]* = describe el nimero de determinaciones (se detallan en las presentaciones de! listg
Por Ejemplo:; 6 Tests.

{N]** = describe el nimero de pocillos de 1a placa. Por ejemplo: 16 pocillos.

[V]* Describe el volumen. Por ejemplo: 275 ul.

{n}* = nimero de selladores (dependiente del nimerco de determinaciones). Por ej.: 1 ¢ 4 selladgres



Para_los productos Olerup SSP del grupo SSP Combi

Para productos Olerup SSP Combi sin Taq polimerasa

OLERUP SSP

[Nombre de producto]* - SSP — Combi Tray

Prod. N2.: [N2 de catédlogo]u — sin Taq Polimerasa

Para la tipificacion de ADN de los alelos [Nombre de la combinacién de alelos]*

El equipo contiene:

Set de primer ~ [T]* Tests — cada ensayo consiste de una placa PCR de [N]** pocillos.
Mezcla maestra PCR sin Tag, [V]* ul

{n)* sellador PCR i Qn;ﬂm°°m'§g;“';”,'5‘j'§§“ﬁt'§3?"S'R‘L'
- ono " ABA. - ine
1 inserto de producto e o 44220008
Lagajo empresa: 5

N¢ US Estdndar de Potencia ! ‘,3%;::I,f-:;;?ieilf:;“;:’,-ﬁ“:mmmmmm

. ' Uso Disgnostica It Vio .
Almacenar en la oscuridad a -202C P i
Elaborador por OLERUP SSP AB - Suecia | utoizad o AT araniina

H =L \[IEFl IENSTHUL‘CIONES DE USO

Lote N2: ‘ Fecha de expiracion: I

ce [vD]

Nota aclaratoria:

[Nombre de producto]* (se detallan en el listado Anexo I). Por Ejemplo: A-B-DR.

[Nombre de |2 combinacién de alelos]*. Por Ejemplo: Para la tipificacion de los alelos HLA-A, B, DR.
[T]* = describe el nimero de determinaciones (se detallan en fas presentaciones del listado Anexo ).
Por Ejemplo: € Tests.

[N]** = describe el ndmero de pocillos de la placa. Por ejemplo: 96 pocillos.

[V]' Describe el volumen. Por ejemplo: 1 caja de 6 x 312 ul.

{n}* = nimero de selladores (dependiente del nimero de determinaciones). Por ej.: 6 & 26 selladores.

Para_productos Olerup SSP Combi con Taqg polimerasa

OLERUP SSP

{Nombre de producto]* - SSP — Combi Tray

Prod. N2.: [N2 de catdlogo] — incluyendo Tag Polimerasa
Para la tipificacién de ADN de los alelos [Nombre de la combinacién de alelos]

El equipo contiene:

Set de primer — [T]* Tests — cada ensayo consiste de una placa PCR de [N]** pocillos.
Mezcla maestra PCR incluyendo Tag, V' ul
(n}* sellador PCR

1inserto de producto

WFORTADOROISTRIBUIDOR: CROMOION SA.L.
Opori 6125 (CI40BCEA] G.A B.A. - Argenting

Tel Fax (011) 4644-3205/06

Legajo smpresa: 908

Directora Técnica: Dz Ceclia Amabotdi

Ne US Estdndar de Potencia Eézdsglsrx;dni‘?lun—v\;e;oﬂae-duskanlubnmmrlmdsﬂn&ldsGlnims
. |
Almacenar en la ascuridad a -202C ‘ cert./ P:
Elaborador por OLERUP 5SP AB - Suecia e i —
. . VER INSTRUCCIONES DE USO
Lote N@: Fecha de expiracidn: - —_—— - '

ce (VO]

Nota aclaratoria:

[Nombre de producto]™* (se detallan en el listado Anexo 1). Por Ejemplo: A-B-DR.
[Nombre de la combinacién de alelos]*. Por Ejemplo: Para la tipificacién de los alelos HLA-A, B, BR:
[T]* = describe el nimero de determinaciones (se detallan en las presentaciones del listado Anexo 1). Pg
Ejemplo: 6 Tests.

[N]** = describe el mimero de pocillos de la placa. Por ejemplo: 96 pocitios.
[V]1 Describe el volumen. Por ejemplo: 1 cajo de 6 x 312 ul.

(n)* = nimero de selladores {dependiente del nimero de determinaciones). Por ej.: 6 6 26 selladores.




Para los productos Olerup SSP del grupo Alelos KIR

Para productos Olerup S5P KIR Genotiping sin Ta

OLERUP SSP
KIR GENOTYPING - SSP

Prod. N2.: [N2 de catdlogo]u — sin Taq Polimerasa

Para la genotipificacidn KIR.
El equipo contiene:

olimerasa

Set de primer — 12 Tests — cada ensayo consiste de una placa PCR de 24 pocillos.

Mezcla maestra PCR sin Tag, 1025 ul

3 selladores PCR

1 inserto de producto

N US Estandar de Potencia

Almacenar en [a oscuridad a -202C
Elaborador por OLERUP SSP AB ~ Suecia
Lote Ne: Fecha de expiracion:

ce [VD]

IMPORTADOR/DISTRIBUIDOR: CROMOION S.R.L.

Cporta 6125 (C1408CEA) C.AB.A. - Argentina

Tl /Fax {011) 4644-3205/08

Legajo emprasa: 808

Directora Téenca: Dra. Cecilia Amabalks

Producto Médicn - Venta exclusiva a Laboratorios de Andfisis Qlinices |
Uso Dragnsatico In Vi

Certll. / PM:
Autorizado par la ANMAT

Ministaria de Salud - Replbkca Argenting
VER INSTRUCCIQNES DE USO

Para productos Olerup SSP KIR Genatiping con Tagq polimerasa

OLERUPSSP
KIR GENOTYPING - SSP

Prod. N9.: [N2 de catdlogo]u — incluyendo Taq Polimerasa

Para la genotipificacién KIR.
El equipo contiene:

Set de primer — 12 Tests — cada ensayo consiste de una placa PCR de 24 pocillos.

Mezcla maestra PCR incluyendo Taq. 1025 ul
3 selladores PCR

1 inserto de producto

Ne US Estandar de Potencia

Almacenar en la oscuridad a -202C
Elaborador por OLERUP S5P AB — Suecia

Lote N2 Fecha de expiracion:

ce VD)

Para productos Olerup SSP KIR HLA Ligand sin Taq polimerasa

OLERUP S5P
KIR HLA Ligand - SSP

Prod. N2.: [N2 de catdlogo]u — sin Taq Polimerasa
Para la tipificacién de ligandos KIR de HLA-A, By C

El equipo contiene:

Set de primer — 12 Tests — cada ensayo consiste de una placa PCR de 8 pocillos

Mezcla maestra PCR sin Tag, 375 ul

1 sellador PCR

1inserto de producto

N2 US Estandar de Potencia

Almacenar en la oscuridad a -202C
Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia
Lote N2: Fecha de expiracion:

ce VD]

IMPORTADOR/DISTRIBUIDOR: CADMGION S.R.L.

Gperlo §125 (C1408CEA) C.A.B.A. - Argantma

TeliFax (011) 4644-3205/06

Legajo empresa; 908

Diractora Téenica, Dra, Cecifia Amaboldi

Producto Misdict - Venta &xclusiva a Laboratoios da Andlisls Clinicos
Usa Dlagadsten In Vil

Certif. f PM:

Autgrizado por la ANMAT

' Ministerio de Salud - RepUblica Argentina_

VER INSTAUCCIONES DE USO

F AN

i
LOV0ION SR.L.

MPORTADOR/DISTRIBUIDOR: CROMOION SR.L.
J Oporta 8125 (C14G8CEM C.A.BLA. - Argentina },
Tol/Fax (011) 4644-320508 f

Legujo ampresa: 905 )
sctora Tecnica: Dra, Cacilia Amabolds o ,
g‘r:adumn Médico - Venta sxchuslva a Laboralorios de Analiais Clinicos |

Usa Diagnéstico In Vi
Lelif, ¢ PM:

Autorizada por i ANMAT
Ministenio ¢o Salud - Repiblica Argentina
VER INSTAUCCIONES DE uso



Para productos Olerup SSP KIR HLA Ligand con Tag polimerasa

OLERUP SSP

KIR HLA Ligand - SSP

Prod. N2.: [N2 de catdlogo]u — incluyendo Taq Polimerasa

Para la tipificacién de ligandos KIR de HLA-A, By C

E! equipo contiene:

Set de primer — 12 Tests — cada ensayo consiste de una placa PCR de 8 pocillos.
Mezcla maestra PCR incluyendo Tag. 375 ul . —

1 sellador PCR . 3‘;‘35‘2???&‘{?1&'??:{&53%_2_“3“°'9“ SRL
. A% 320
1 inserto de producto ol opras 908
Directora Técnica: Dra. Cecilia Amaboldi

Praducto Mético - Venta sxciusive a Labortordos de Analsis Ginicos ™

N2 US Estandar de Potencia Lo Biagntstis i i
Almacenar en la oscuridad a -202C et 1o
Autorizado po! 13 ANMAT
Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia by e gt
Lote N2: Fecha de expiracidn: T T

ce (VO]

Para los productos Accesorios Olerup SSP

OLERUP SSP

DNA Size Marker

Prod. N2.: [N2 de catdlogo]

Ladder de 50,100,200,300,400,500,1000 pares de bases  cormponmsmisunor cromoion s AL

Opoo 6125 {C140BCEA) C.AB.A - Agarting
2 x 500 ul TatFax (011} 4544-3205/06

Lagajo ampresa: 508

Directora Técnica: Dra. Cacliia Armabold

Listo para la carga, 10 ul por banda de gel. Prcics Wideo: e ke Lt 0 sl s
Almacenar en la oscuridad a 22-82C Contt 1o ‘

Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia gzéﬂgtﬁsﬁaﬁﬁm;gm

Lote N2: ' Fecha de expiracién: - - m— ‘
CE

OLERUP SSP

DNA Size Marker B
Prod. N2.: [N2 de catalogo) | oOTOR CROWOGNSRL.

Ladder de 50,100,200,300,400,500,1000 pares de bases , oo Sima ™" "

j raga: 908
Ll T enica: Dra. Cecilla Amaboldi

10 x 500 UI . 2:::::{:&%: Uemexcluslvaluhc;limﬂesdchnm\shGliﬂicns '
. | Uso Diagnasties In Vit
Listo para la carga, 10 ul por banda de gel. N
Almacenar en la oscuridad a 22 -82C e s Agerine
. VER T IDNES DE V!
Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia | T e e = T
{ote N2: Fecha de expiracidn:
CE
OLERUP SS5P
DNA Size Marker for short gel runs o e ==
Prod. N2.: [N2 de catdlogo) P ot
ax (011) 4844-
Ladder de 50,200,500,1000 pares de bases e e _
Direciota Thenica. Dra. Caciiia 1 Arlisis Chinicos:

2 x 500 ul | St s s ;
Listo para la carga, 10 ul por banda de gel. ki o D;fff},i?é?,fi‘i‘;‘”°

" | Aworizado pot anNna:T ca . iroeg, e
Almacenar en la oscuridad a 22 -82C | manetore do S o CRohai g!b:lssssR L
Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia e T T ) e
Lote N2: Fecha de expiracion:

ce (VD)



OLERUP SSP
DNA Size Marker for short gel runs o
Prod. N2.: [N2 de catélogo] L ADORISTRIEUDOR CROMOION SAL.

IMPORTADO
Oporto 6125 (C1400CEA) C.AB.A - Argentina ,

Ladder de 50,200,500,1000 pares de bases iiFax 1) 46443205006

Legayt ampress: ?fl‘:lsra. i Am;aboldi

10 x 500 U| . g;:‘:u:: ;r.lm? \nvwa ‘axclusiva a Lnboratorlos de Analbls Clinicos
i Uso Diagnastico In I
Listo para la carga, 10 ul por banda de gel.  + cuwiow . 56
Almacenar en la oscuridad a 2% -B5C e 5 &
H I YER INBTRLICG!ONES DE US0 . ,
Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia | VER STRUGED >

Lote N2: Fecha de expiracién:

ce VD]

OLERUP sSSP

HLA — NEGATIVE CONTROL S5P

Prod. N2.: [N2 de catalogo]u -~ sin Taq Polimerasa

Para uso como control negativo en las tipificaciones SSP.

El equipo contiene:

Set de primer — 96 Tests — cada 8 pocillos de la placa PCR consisten de 8 ensayos,
Mezcla maestra PCR sin Tag, 375 ul _

1 sellador PCR  eoTEmmeEEMRG Sl s
H I Tal/Fax (011} 4844-3205/06
1 inserto de producto e N

Producto Médico - Venla sxchuehva a Laboeatorias de Andlisis Clinkty

Ne US Estandar de Potencia | Ueo Digrisics i v

Almacenar en la oscuridad a -209C T

Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia gy e . L
Lote Ne: Fecha de expiracion: =~~~

ce VD]

OLERUP SSP

HLA - NEGATIVE CONTROL SSP

Prod. N2.: [N2 de catalogo] — incluyendo Taq Polimerasa

Para uso como control negativo en las tipificaciones 5SP.

£l equipo contiene:

Set de primer — 96 Tests ~ cada 8 pocillos de la placa PCR consisten de 8 ensayos,
Mezcla maestra PCR incluyende Tag, 375 ul

1 sellador PCR mmmuuom.:ls-rmaunooncnoumons.n.l..
1 inserto de producto i
| .

o ) . | Drsera acrtea: Ora. Gecifa Amabeld
N¢ US Estandar de Potencia ngdg‘ma;?m-‘x:;mmm-ubnrmwmaemr.sascmcu-
Almacenar en la oscuridad a -202C Cortt. /P4 : .
Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia St o Satut - il Argentna

. .. VERA INSTRUCCIONES DE USO

Lote N2; : Fecha de expiracién: - - -

ce (VD]

HmrmAn Slalino

iz ocion Téenica
Ti.N. 784S

GLIOION SRL.



OLERUP SSP

HLA — WIPE TEST- NEGATIVE CONTROL SSP
Prod. N2.: [N2 de catalogo]u = sin Taq Polimerasa
Para deteccién de contaminaciones con amplicones generados por equipos Olerup HLA.
El equipo contiene:

Set de primer — 96 Tests — cada 8 pocillos PCR consisten de unos 8 ensayos.

Mezcla maestra PCR sin Tag, 375 ul, Control positivo DNA, hisopos con aplicador pldstico, 5 6 5 6
1 sellador PCR, inserto de producto - _ -

MPORTADDRDISTRIBUIDOA: CROMOION S.R.L.

Q

oA
& PROD

Ne US Estandar de Potencia ecooRES RSN SROMDION
Almacenar en la oscuridad a -202C ' %?%%T;mm |
Elaborador por OLERUP SSP AB - Suecia z::r,xmmmﬂ"wmmmm
Lote Ne: Fecha de expiracién: A

CE SR
OLERUP SSP

HLA — WIPE TEST- NEGATIVE CONTROL SSP

Prod. N2.: [N2 de catdlogo] —incluyendo Taq Polimerasa

Para deteccién de contaminaciones con amplicones generados por equipos Olerup HLA.
El equipo contiene:

Set de primer — 96 Tests — cada 8 pocillos PCR consisten de unos 8 ensayos.

Mezcla maestra PCR incluyendo Taq, 375 ul, Control positivo DNA, hisopos con aplicador
plastico, 1 sellador PCR, 1 inserto de producto

N2 US Estandar de Potencia | IMPGF!TADOWDISTRIBLJIDOR-;CROMOIQNS.R.L
Qporo 6125 {(C1408CEA) C.ABA. - Argentina
Almacenar en la oscuridad a -202C Eﬁ%ﬁmﬁg c,:. '
ra ca: Dra. Cacilia Amabokdi '
Elaborador por OLERUP SSP AB - Suecia D ot exchutva & Latoratoros de Anifse Clirioos
Lote N2: Fecha de expiracion: , CothPhE:

Autorizado por la ANMAT
Mnistona - iA
cE T s




ROTULOS INTERNOS

Roétulo interno Primer set - {Para productos Olerup SSP del grupo HLA-DR, HLA-DQ, HLAZDP 5
HLA-A, HLA-B y HLA —C) J D 6

OLERUP 55P

[Nombre de producto]* - SSP

Prod. N2.: [N2 de catdlogo}/ [N2 de catdlogo]u

Para la tipificacion de ADN de los alelos [Nombre del alelo]
La caja contiene:

Primer set — [T]* Tests — cada ensayo consiste de una placa de PCR de [N]** pocillos.
N US Estandar de Potencia

Almacenar en la oscuridad a -202C

Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia

Lote N¢: ' Fecha de expiracién:

CE

Nota acloratoria:

[Nombre de producta]* (se detallan en el listado Anexo I}. Por Ejemplo: DRB4

[Nombre del alelo]*. Por Ejemplo: Para la tipificacién de los alelos DRB4.

[T]* = describe el nimero de determinaciones (se detallan en las presentaciones del listado Anexo [},
Por Ejemplo: € Tests.

[N]** = describe el nimerc de pocillos de la placa. Por ejemplo: 16 pocillos.

Rétulo interno Primer set - (Para los productos Olerup SSP del grupo $SP Combi)

OLERUP SSP

{Nombre de producto]* - S5P - Combi Tray

Prod. N2.: [N2 de catélogo]/ [N2 de catdlogoju ]

Para la tipificacién de ADN de los alelos [Nombre de la combinacion de alelos]
La caja contiene: -

Primer set — [T]* Tests — cada ensayo consiste de una placa de PCR de [N]** pocillos.
N US Estéandar de Potencia

Almacenar en la oscuridad a -202C

Elaborador por OLERUP SSP AB ~ Suecia

Lote N2: Fecha de expiracidn:

CE

Nota aclaratoria:

[Nombre de producto]* (se detallan en el listado Anexo 1). Por Ejemplo: A-B-DR

[Nombre de la combinacién de alelos]*. Por Ejemplo: Para la tipificacién de los alelos HLA-A,B,DR.
[T]* = describe el nimero de determinaciones (se detallan en las presentaciones del listado Anexo 1}.
Por Ejemplo: 6 Tests.

[N]** = describe el nimero de pocillos de la placa. Por ejemplo: 96 pocillos.

log. Her ]
s Her=dn g
Co-Drfecc?jn Tédnif:gmo
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Rétulo interno Primer set - (Para los productos Olerup SSP KIR Genotyping)

OLERUP S5P

KIR Genotyping - S5P

Prod. N2.: [N2 de catalogo]/ [N¢ de catdlogo]u

Para la genotipificacion KIR.

Primer set — 12 Tests - cada ensayo consiste de una placa de PCR de 24 pocillos.
Ne US Estéandar de Potencia :

Almacenar en la oscuridad a -202C

Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia

Lote N2: Fecha de expiracién:

" CE

Rétulo interno Primer set - (Para los productos Olerup SSP KIR HLA Ligand -.SSP)

OLERUP SSP

KIR HLA - Ligand - SSP

Prod. N2.: [N2 de catalogo]/ [N2 de catalogo]u

Para Tipificacién de ligandos HLA-ABy C.

Primer set — 12 Tests — cada ensayo consiste de una placa de PCR de 8 pocillos.
N2 US Estandar de Potencia

Almacenar en la oscuridad a -202C

Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia

Lote N2: Fecha de expiracion:

CE

Rétulo interno Master Mix sin Taq polimerasa

OLERUP SSP

PCR MASTER MIX - SIN TAQ polimerasa

Para la tipificacién de ADN.

v! ul - 3 ut cada 10 ul de reaccién SSP,
Nucledétidos, buffer, glicerol, rojo cresal.
Almacenar a -202C

Elaborador por OLERUP 55P AB

Lote N2: . Fecha de expiracién:

Nota aclaeratoria;
[V]' Describe el volumen. Por ejemplo: 2060 ul.

Rotulo interno Master Mix_ con Tag polimerasa

OLERUP SSP

PCR MASTER MIX - INCLUYENDO TAQ polimerasa

Para la tipificacién de ADN.

v! ul - 3 ul cada 10 ul de reaccidn SSP,

Tag polimerasa, nucleétidos, buffer, glicerol, rojo cresol.

Almacenar a -202C Bfocq.éjferryén-SIaHno
Elaborador por OLERUP SSP AB 0 lfffﬁ:—'ﬁ;\oggcnica
Lote N2: Fecha de expiracidn: SROMDN &AL

Nota aclaratoria:
[V]* Describe el volumen. Por ejemplo: 450 ul.



Rotulos internos para Accesorios Olerup SSP

OLERUP SSP

DNA Size Marker

Prod. N2.: [N2 de catalogo]

500 ul

Almacenar en la oscuridad a 22 -8¢C

Lote N2: Fecha de expiracion:

OLERUP SSP
DNA Size Marker for short gel runs
Prod. N2.: [N2 de catalogo]

500 ul
Almacenar en la oscuridada 22 -82C
Lote N2: Fecha de expiracion:

Rétulo interno Primer set - (Para HLA-Negative Control)

OLERUP SSP

HLA-Negative Control -SSP

Prod. N2.: [N2 de catalogo]/ [N2 de catdlogo]u

Para deteccién de contaminacion con amplicones, generada por los equipos Olerup HLA
Primer set — 96 Tests — cada 8 pocillos de la placa PCR consisten en 8 ensayos.

N2 US Estandar de Potencia

Almacenar en la oscuridad a -20°C

Elaborador por OLERUP SSP AB — Suecia

Lote N2: Fecha de expiracién:

CE

Rétulo interno Primer set - {Para HLA-Wipe Control)

OLERUP SSP

HLA-Wipe Test — Negative Control - 55P

Prod. N2.: [N2 de catalogo]/ [N2 de catalogo]u

Para deteccion de contominaciones con amplicones, generada por los equipos Olerup HLA
Primer set - 96 Tests — cada 8 pocillos de la placa PCR consisten en 8 ensayos.

N2 US Estdndar de Potencia

Almacenar en la oscuridad a -202C

Elaborador por OLERUP 55P AB — Suecia

Lote N¢: Fecha de expiracién:

CE

Biog. Herngp mi-o Hs)
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Olerup SSP®

Instrucciones de uso
Para el diagnéstico in vitro

APLICACIONES

Los kits de tipificacion de HLA Olerup SSP® son equipos de diagnéstico
cualitativo in vitro para la tipificacion mediante ADN de los alelos HLA de clase | y
de clase Il. Los productos se utilizan en centros médicos por profesionales
experimentados para determinar el fenotipo HLA. E! material original que se
analiza es el ADN,

RESUMEN Y DESCRIPCION

Nomalmente, los antigenos leucocitarios humanos (HLA) se determinaban
mediante la prueba de linfocitotoxicidad. Sin embargo, esta prueba ha sido
sustituida por las técnicas de tipificacion de! ADN basadas en la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) a causa de su tasa de error y la falta de
resolucién a nivel de alelo. En la mayoria de técnicas basadas en PCR, el
proceso de PCR se utiliza unicamente como fase de amplificacién del ADN diana
y se requiere una fase de postamplificacién para hacer distinciones entre los
diferentes alelos. Por el contrario, en la metodologia PCR-SSP (sequence-
specific primer, SSP [cebador especifico de secuencia)), la distincién entre los
diferentes alelos se produce durante el proceso de PCR. Asi se acorta y se
simplifica la fase de postamplificacién hasta una fase simple de deteccion
mediante electroforesis en gel. Los resultados de la prueba SSP pueden ser
positivos 0 negativos, con lo cual se elimina la necesidad de interpretacién
complicada de los resultados. Ademas, la resolucién de tipificacion de la PCR-
SSP es mayor que la de otras técnicas de tipificacién basadas en PCR, ya que
cada par de cebadores define dos motivos secuenciales ubicados en cis, es decir,
en el mismo cromosoma. Ademas, por la naturaleza sintética de los reactivos
SSP, se ha mejorado la estabilidad y se ha reducido la variacion de los lotes.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO
La metodologia PCR-SSP se basa en el principio de que los cebadores
oligonucleotidos, totalmente o casi totalmente apareados sin malapareamientos
del extremo 3', se utilizan de forma mas eficaz en la PCR que los cebadores mal
apareados a través de polimerasas de ADN termoestables sin propiedades
correctoras. Los pares de cebadores estan disefiados para aparearse con alelos
simples o grupos de alelos, segun el grado de resolucién requerido para la
tipificacion. Con condiciones de PCR estrictamente controladas, los pares de
cebadores apareados o casi totalmente apareados permiten que se produzca la
amplificacién, es decir, un resultado positivo, mientras los pares de cebadores no
apareados no permiten que se produzca la amplificacion, es decir, un resultado
negativo. Bioa. 5
Después del proceso de PCR, los fragmentos de ADN amplificado se separan pe
tamafios, p. ej. por electroforesis en gel de agarosa, se visualizan por tincién

IFU-01 c € Para el diagnéstico in
N.°derev.: 05 A 0088
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%‘1 ........ '

bromuro de etidio y exposicion a luz ultravioleta, se documentan por fotografi
se interpretan. La interpretacion de los resultados de PCR-SSP se basa en la

presencia o ausencia de producto/s de PCR especifico/s. Los tamaiios relativos

del/de los producto/s de PCR especifico/s pueden ser Utiles para la interpretacjon N
de los resultados. La metodologia PCR-SSP para HLA la describié por primga 6
vez O. Olerup en 1991 y 19922,

Como el proceso de PCR puede verse afectado negativamente por varios
factores (p. ej. errores de pipeteado, concentracién de ADN demasiado baja, mala
calidad del ADN, presencia de inhibidores de la PCR, exactitud dei
termociclador), se incluye un par de cebadores de control positivo interno en cada
reaccién de PCRZ. El par de cebadores de control positivo interno aparea
regiones conservadas del gen de la hormona de crecimiento humano, que se
encuentra en todas las muestras de ADN humano. Si hay un producto de PCR
especifico de un/os alelo/s de HLA, es posible que el producto de la banda de
control positivo interno sea débil o no esté presente. Los amplicones generados
por los pares de cebadores de HLA especificos son mas cortos que los
amplicones del par de cebadores de control positivo interno, aunque mas largos
que los cebadores no incorporados (véase Valores previslos).

REACTIVOS

A. ldentificacién
Los kits de tipificacion Olerup SSP® contienen cebadores especificos de
secuencia, optimizados previamente y secos para la amplificacion por PCR
de alelos HLA y del gen de la hormona de crecimiento humano, mezcla
maestra de PCR con Taq polimerasa ("mezcla maestra"), sellados adhesivos
de PCR y el prospecto del producto, que consta de las instrucciones de uso,
informacién especifica del lote y la hoja de trabajo.

Las soluciones del cebador se preparan previamente en alicuotas y se secan
en varios pocillos de 0,2 mL de placas de PCR de paredes finas y cortadas.
Cada pocillo de la placa contiene una soluciéon de cebador seca compuesta
por una mezcla especifica de cebadores: cebadores de HLA especificos de
grupos y alelos, asi como un par de cebadores de control positivo interno
apareados con secuencias no alélicas listos para la adicion de la muestra de
ADN, la mezcla maestra y HO.

Cada placa de tipificacion de baja resolucién (excepto la baja resolucién de
DQ) y combi incluye un pocillo de reaccion de control negativo que detecta la
presencia de productos PCR generados por mas del 95% de los amplicones
del HLA de clase | Olerup SSP®, DRB, DQB1 y DPB1, asi como los
amplicones generados por pares de cebadores de control positivo interno.

ptima al

Los cebadores estdn disefiados para una amplificacion de PCR

2L Haradn 8latno
Co-Diva i “znica
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Consulte las tablas provistas de especificidad e interpretacién especificas ¢ 4
lote o la hoja de trabajo de los alelos HLA especificos amplificados por cada
mezcla de cebadores. 5 5[

026

B. Advertencias y precauciones

1. Para el diagndstico in vitro.

2. Este producto no puede utilizarse como unica base para tomar una
decisién clinica.

3. Advertencia de peligro bioldgico: todos los productos sanguineos deben
tratarse como potencialmente infecciosos. Ninglin método de prueba
conocido puede ofrecer garantias de que los productos derivados de la
sangre humana no transmiten agentes infecciosos.

4. Advertencia de peligro biolégico: el bromuro de etidio utilizado para la
tincién del ADN en la electroforesis en gel de agarosa es cancerigeno.
Manipulelo con un equipo de proteccion personal adecuado.

5. Precaucién. utilice proteccién para los ojos contra UV y no mire
directamente a la fuente de luz UV cuando examine o fotografie geles.

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

7. Para obtener mas informacién, consulte la hoja de datos de seguridad
del material (http://www.olerup-ssp.com}.

C. Instrucciones de uso
Consulte mas adelante el apartado Instrucciones de uso.

D. Instrucciones de almacenamiento
Almacene los componentes del kit en un lugar oscuro y a las temperaturas
indicadas en las etiquetas de los envases.
Utilicelos antes de la fecha de caducidad impresa en las etiquetas de los
envases.

E. Purificacion o tratamiento requerido para el uso
Consulte mas adelante el apartado /nstrucciones de uso.

F. Indicaciones de inestabilidad

1. No utilice placas de cebadores con fisuras en las paredes o dafios en
el borde superior de los pocillos, ya que esto podria generar
evaporacién durante la amplificacién por PCR. No utilice tiras de
tapones PCR con fisuras, ya que esto podria generar evaporacién
durante la amplificacion por PCR.

2. Los pellets de los pocillos deben ser rojos. Si hay una decoloracion
amarillenta en el pellet, puede indicar degradacion.

3. La mezcla maestra debe ser de un color entre rojo y purpurs” Sifthay

[[flioa. Harnén Stalino
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[ 4N Mt ratar
IFU-01 $EicoSinVitrowi SR
N.°de rev.: 05

Marzo del 2013~~~


http://htlp://www.olerup-ssp.coml.

Oterup SSP®

REQUISITOS DE LOS INSTRUMENTOS

A. Instrumento

Debe utilizarse un termociclador con las especificaciones minimas

siguientes:

Prospecto Pagin
Instrucciones de uso
Kits de tipificacién de HLA Olerup SSP® con Taq polimerasa

» Tapa térmica con una temperatura de 104 °C para una operacién sin

aceite.

* Blogque de muestras (aluminio, plata o plata bafiada en oro) para
utilizarse con una placa de PCR de 96 pocillos o tubos de reaccion

de paredes finas de 0,2 mL.

+ [ndice de aumento de temperatura de como minimo 0,7 °C/s.
Nota: Los kits de Olerup SSP son validados con el termociclador
GeneAmp 9700 en modo 9600. Elevadas tasas de incremento de
temperatura, mayores que las descritas, pueden tener efectos en los

resultados de la tipificacion.

* Intervalo de temperatura de 4,0 °C a 99,8 °C.
* Precisién de temperatura de £ 0,25 °C en el intervalo de 35°°C a

89,9°C.

+ Uniformidad de temperatura del bloque de muestras < 0,75 °C en el

intervalo de 55°°C a 95 °C.

+ Calibraciéon de la temperatura seglin un estandar de referencia

(NIST).

Programe el termociclador segin los parametros del termociclador de PCR
que se describen a continuacién, en el apartado B.

Si desea obtener informacién especifica del termociclador, consulte el
manual de instrucciones del fabricante. Los termocicladores deben
calibrarse de acuerdo con las normas de acreditacion ASHI (American
Society of Histocompatibility and immunogenetics) o EFlI (European

Federation of Immunogenetics).

Programe el termociclador antes de abordar las instrucciones de uso que

se describen mas abajo.

B. Parametros del termociclador de PCR

1. 1ciclo 94 °C 2 min

2. 10ciclos 94°C 10s
65°C 60s

3. 20ciclos 94°C 10s
61°C 50s
72°C 30s

4. Final - mantener TA
4°C

Volumen de reaccion total en cada pocillo, 10 «L.

IFU-01 c €

N.° de rev.: 05 _
Marzodel 2013 . . . ¢
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hibridacion y extension
desnaturalizacion
hibridacion
extension

si son menos de 8 horas
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Para todos los kits Olerup SSP® se utilizan los mismos parametros
termociclador de PCR.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS 3 ﬁ 5 6
Para tipificaciones SSP se necesita ADN extraido de alta pureza. Las muestras

de ADN que se utilizaran para la tipificacién de HLA por PCR-SSP deben volver

a suspenderse en dH;O. La relacion A260/A280 debe ser de 1,6-2,0 por
espectrofotometria UV para una visualizacidn éptima de banda durante la
electroforesis.

Recomendamos la extraccidon de ADN automatica con el sistema EZ1 DSP
DNA Blood de QIAGEN. Como material de inicio debe utilizarse sangre en
ACD.

Como alternativa, el ADN puede extraerse mediante cualquier método por el
cual se obtenga ADN puro. Si utiliza métodos alternativos, la concentracion de
ADN debe ajustarse a 30 ng/«L. No utilice sangre heparinizada con estos
métodos.

Concentracién de ADN recomendada:
Si se utiliza ADN extraido por EZ1, 15 ng/ecL.
Si se utiliza ADN extraido por otros métodos,

30 ng/ecL.

Las concentraciones que superen los 50 ng/ecL aumentaran el riesgo de
amplificaciones no especificas y bandas adicionales débiles, especialmente
para tipificaciones SSP de alta resolucién de HLA de clase |. En caso
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 concentracién 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 que se produzcan
efectos adversos en los resultados. Las muestras de ADN pueden conservarse
a -20 °C o menos durante 9 meses. Antes de la tipificacién de HLA, si las
muestras de ADN extraido se han conservado durante un periodo largo debera
analizarse su pureza y concentraciéon para comprobar si son aceptables.

Las muestras de ADN deben transportarse a +4 °C 0 menos para gefisgjvar su
integridad durante el envio.

PROCEDIMIENTO

. X Bloa. Marnén Slalino
A. Materiales provistos :

Co-Direncién Tacnica
BN 7389
CROUTISY S.RL.
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1.
2.

3.

4.

Instrucciones de uso
Kits de tipificacion de HLA Oferup SSP® con Taq polimerasa

Placas de cebadores Olerup sspP®.
Mezcla maestra (volumen adecuado para las placas del kit). Para
todos los kits Olerup sSP® se utiliza la misma mezcla maestra. 6 5
Sellados adhesivos de PCR (cantidad adecuada para las placas del 6
kit).

Prospecto del producto.

B. Materiales necesarios pero no provistos

1.
2.
3.

BN A

11.
12.

13.
14,

15.

16.
17.
18.

Kit/equipo de aislamiento de ADN.

Espectrofotometro UV.

Dispositivos de pipeteado. Recomendamos un dispensador electrénico
de un canal que pueda dispensar alicuotas de 10 «<L para afiadir la
mezcla ADN-mezcla maestra-dH20 en los pocillos de la placa.

Puntas de pipetas desechables.

Tubos de polipropileno.

Mezclador de vértice.

Microcentrifuga.

Gradillas de placas PCR.

Termociclador con tapa térmica para PCR con formato para 96 pocillos,
un gradiente de temperatura en todo el bloque calefactor £0,75°C y
placa/retenedor para pocillos de reaccioén de paredes finas de 0,2 mL.
Horno microondas o placa caliente para calentar soluciones con
agarosa.

Agarosa para electroforesis, como Seakem LE (FMC).

0,5 x tampén de TBE; 1 x tampén de TBE es de 89 mM tris-borato, 2
mM de EDTA disddico, pH 8,0.

Frasco cuentagotas de bromuro de etidio, n.° de preducto 103.301-10.
Dispositivo de pipeteado de carga de gel. Recomendamos una pipeta
de 8 canales para la carga de gel, con un volumen ajustable de 5-25
ocl,

Marcador de peso molecular de ADN para cubrir un rango de 50-1.000
pb, p. €j. escalera de 100 pares de bases, N.° de producto de marcador de tamario
de ADN 103.202-100 o marcador de peso molecular de ADN para tiradas de gel
cortas 103.203-100.

Equipo de electroforesis/alimentacion eléctrica

Transiluminador UV.

Sistema de documentacién de imagenes o fotografico.

C. Procedimiento paso a paso
Consulte mas adelante el apartado Instrucciones de uso.

IFU-01
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INSTRUCCIONES DE USO
A. Preparacion de la muestra
1. Purifique el ADN genémico de la muestra de leucocitos por el métodes
elegido. Consulte Recogida y preparacion de muestras mas arriba: 2
2. Si desea obtener informacién especifica sobre la preparacion y
conservacion de muestras, consulte Recogida y preparacion de
muestras mas arriba.
3. Realice ia amplificacion por PCR en una muestra de ADN purificada
utilizando una placa de tipificacién Olerup SSP®, o guarde la muestra
de ADN hasta que esté lista para la tipificacion.

B. Preparacién del reactivo/equipo
1. Programe un termociclador para que lleve a cabo el programa PCR de
Olerup SSP®; consulte Requisitos de los instrumentos — Paramelros de
termociclador de PCR mas arriba.
2. Prepare el gel para la electroforesis; consulte el apartado C
Preparacion de la electroforesis en gel mas abajo.

C. Preparacién de la electroforesis en gel
Para Oferup SSP® Gel System 96 (n.° de producto 103.101-01).
1. Instalacion
* Nivele la cubeta para 1 gel (n.° de producto 103.101-31) 0 la cubeta para 3
geles (n.° de producto 103.101-33) mediante la burbuja de nivelacion y las
patas ajustables de tres alturas.
¢ Coloque la/s placa/s de gel en la cubeta.
2. Preparacion del gel de agarosa al 2% (peso/volumen)
Utilice una agarosa para electroforesis de alta calidad, capaz de
resolver 50-2.000 fragmentos de pares de bases de ADN.
¢ Altampédn de 5 mL de 10 x TBE (tris-borato EDTA), afiada 150 mL
de agua destilada y 2 g de agarosa en un frasco de vidrio de 500
mL.
e Disuelva la agarosa hirviéndola en un horno microondas hasta que
se forme una solucion homogénea de 100 mL.
¢ Deje que la solucién del gel diluido se enfrie a 60 °C, p. ej. en un
armario térmico.
¢ Tifa el gel antes del colado con bromuro de etidio (10 mg/mL), 5 «<L
por 100 mL de solucién de gel. Para manipularlo con la maxima
comodidad, utilice nuestros frascos cuentagotas de bromuro de
etidio (n.° de producto 103.301-10). Nota: el bromuro de etidio es
cancerigeno. Manipulelo con un equipo de proteccion personal
adecuado.
¢ Vierta 100 mL de solucién de gel en la placa de gel de I3

la placa de gel.
* Deje que el gel se solidifique durante 15 minutos.
¥1crndy Blalino

ireecitn Tosnica
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Vierta 750 mL de tampén de 0,5 x TBE en el depoésito de gekl:
Sumerja la placa de gel en la caja de gel y extraiga con cuidado los

6 peines de gel hacia arriba. 5 6 5 6

Si utiliza sistemas de electroforesis alternativos, siga las instrucciones del
fabricante. Para utilizarlos con los kits de tipificacion de HLA Olerup SSP®,
estos sistemas deben poder resolver productos de PCR en un intervalo de 50
a 1.100 pares de base de tamafio.

Procedimiento paso a paso

1. Retire de la/s temperatura/s de almacenamiento indicada/s: la cantidad
adecuada de muestras de ADN, la/s placa/s de cebadores y el volumen
de mezcla maestra necesaria para la/s muestra/s de ADN o la/s placa/s
de cebadores seleccionadas. Descongélelas a temperatura ambiente
(entre 20 y 25°C).

Para todos los kits Olerup SSP? se utiliza la misma mezcla maestra.

2. Mezcle brevemente la/s muestra/s de ADN por vértice.
3. Coloque la/s placa/s de cebadores en un gradilla de placas PCR.

4, Klts de alta y baja resolucion

IFU-01

N.°derev. 05 .. . boss__
Marzo del 2013 -

» Agite en vortice la mezcla maestra antes de tomar alicuotas.

Utilice una pipeta manual de un canal, afada a temperatura ambiente
la mezcla maestra y dH20 en un tubo de 0,5 mL o0 1,5 mL. (Consulte
mas abajo en la tabla 1 las cantidades adecuadas.)

Tape el tubo y agitelo en vértice durante 5 segundos. Pulse y gire el
tube en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de las
paredes del tubo.

Kits de baja resolucién: utilizando una pipeta manual de un canal,
afiada 8 ul de la mezcla de mezcla maestra y dH20 y 2 ul de dH20 en
el pocillo de control negativo, es decir, el pocilic con los pares de
cebadores de control negativo de la placa de cebadores.

Utilizando una pipeta manual de un canal, afiada la muestra de ADN a
temperatura ambiente en la mezcla rgradilla de mezcla maestra y
dH»0. (Consulte mas abajo en la tabla 1 las cantidades adecuadas.)
Tape el tubo y agitelo en vortice durante 5 segundos. Puise y gire el
tubo en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de las
paredes del tubo.

Utilizando un dispensador electrénico de un canal, introduzca
alicuotas de 10 pl de la muestra de mezcla de reaccion en cada
pocillo, excepto en el pocillo de control negativo de la placa de
cebadores.

Kits de alta resolucidn: utilizando una pipeta manual de un cana
afiada la muestra de ADN a temperatura ambiente en la mgz
mezcla maestra y dH20. (Consulte mas abajo en la tabia
cantidades adecuadas.)

Lif2q. Hernén s
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Instrucciones de uso
Kits de tipificacién de HLA Olerup $SP® con Taq polimerasa

» Tape el tubo y agitelo en vortice durante 5 segundos. Pulse y gire e
tubo en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de las
paredes del tubo.

o Utilizando un dispensador electrénico de un canal, introduzca r (* >
alicuotas de 10 pl de la muestra de mezcla de reaccién en cadav: () @ 6‘
pocillo.

Tabla 1: Volimenes de los componentes necesarios por prueba para varios nimeros de
pocillos al utilizar una mezcla maestra que incluya Tag polimerasa.

N.*de | Volumen de Volumen Volumen N.°de | Volumen de Volumen Volumen
pocillos | mezcla maestra | de muestra | de dH20 | - | pocillos | mezcla maestra | de muestra | de dH20
por {ul) de ADN (ul) por {1} de ADN (U
prueba {pl} prueba {pl}
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 18 40 29 99 66 185
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 45 115 76 252 168 420
21 72 48 120 80 264 178 440
22 75 50 125 84 276 184 460
23 78 52 130 88 288 192 480
24 81 54 135 92 300 200 500
06 312 208 520

Los volimenes recomendados de la lista anterior incluyen el volumen para
compensar las variaciones de pipetas y para pérdidas de liquido dentro de las
paredes de los tubos.

5. Kits Combi A-B-DR, A-B-C, A-B-DR-DQ y DPB1-DQ-DR
Kit de alta resolucion HLA-C
+ Agite en vortice la mezcla maestra.
« Utilizando una pipeta manual de un canal, aflada a temperatura
ambiente 520 pl de dH;0 en el tubo de 1,5 mL. provisto que ca
312 ul de mezcla maestra.

/ IFU-01 C €
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Kits de tipificacion de HLA Oferup $SP® con Taq polimerasa l/

!
3
¢ Tape el tubo y agitelo en vortice durante 5 segundos. Pulse y g‘§'
tubo en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de las
paredes del tubo.
» Utilizando una pipeta manual de un canal, afiada 8 pl de la mezcla de 5
mezcla maestra y dH,0 y 2 pl de dH,0 en el pocillo de control 6 5 6
negativo n.° 96, es decir, el pocillo con los pares de cebadores de
control negativo.
¢ Utilizando una pipeta manual de un canal, afiada 206 pl de la
muestra de ADN a temperatura ambiente en la mezcla rgradilla de
mezcla maestra y dH;0.
e Tape el tubo y agitelo en vértice durante 5 segundos. Pulse y gire el
tubo en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de las
paredes del tubo.
o Utilizando un dispensador electrénico de un canal, introduzca
alicuotas de 10 pl de la muestra de mezcla de reaccion en cada
pocillo, excepto en el pocillo de control negativo n.° 96 de la placa de
cebadores.

Importante:
Asegurese de aplicar a la muestra anterior los cebadores (secados en el
fondo de cada pocillo de la placa de cebadores) para evitar la
contaminacién cruzada entre pocillos. Toque la pared interna del pocillo
con la punta de la pipeta para permitir que la muestra se deslice hasta el
fondo del pocillo. Compruebe que todas las muestras han caido hasta el
fondo de cada pocillo. Si no es asi, toque suavemente la placa en la parte
superior del banco para que todas las muestras se depositen en el fondo
del pocillo antes de iniciar la PCR.

6. Cubra la/s placa/s de cebadores con los sellados adhesivos de PCR
provistos. Compruebe que todos los pocillos de reaccién queden
totalmente cubiertos para evitar la pérdida por evaporacion durante la
amplificacién por PCR. Puede aplicarse la almohadilla de compresién
Olerup ssp® (n.° de producto 103.505-08) encima de los sellados adhesivos
de PCR para evitar la evaporacién durante el termociclado.

7. Coloque la/s placa/s de cebadores en el termociclador con un adaptador
adecuado entre tubo y placa. No deje que pasen mas de 5 minutos
entre la instalacién de PCR vy el termociclado.

8. Introduzca el nimero de programa de Oferup sspP®. Especifique un
volumen de reaccion de 10 pl.

9. Inicie el programa PCR. E! programa dura aproximadamente 1 hora y
20 minutos.

10.Extraiga la/s placa/s de cebadores del termociclador. Examine la placa

de PCR para asegurarse de qgue hay aproximadamente el mismo

volumen de liquido en cada pocillo de PCR. Someta a electroforesis las
muestras; consulte mas abajo el apartado E, Electroforesis en gel.

Interprete los resultados de tipificaciéon con las tablas de especificidad

e interpretacion especificas del lote o la hoja de trabajo;

Valores previstos mas abajo.
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Olerup SSP® Prospecto
Instrucciones de uso
Kits de tipificacién de HLA Olerup SSP® con Taq polimerasa

E. Electroforesis en gel
1. Una vez completada la reacciéon PCR, disponga la placa de cebadores y

la cubeta de gel. El orden de los pocillos va de izquierda a derecha y de

arriba abajo.

Retire con cuidado el sellado PCR sin salpicar los productos de PCR.

Cargue los productos de PCR en la secuencia para el gel de agarosa al

2%. (No es necesario afadir tampdn de carga de gel.) Para la carga del

ge!l se recomienda utilizar una pipeta de 8 canales.

4. Cargue un marcador de peso molecular de ADN (escalera de 100 pares de
bases, n.° de producto del marcador de peso molecular de ADN 103.202-100 o del
marcador de peso molecular de ADN para tiradas de gel cortas 103.203-100) en un
pocillo por fila.

5. Tape la caja de gel con su tapa.

6. Someta al gel a electroforesis en tampén de 05 x TBE, sin
recirculacién del tampén, durante 15-20 minutos a 8-10 V/cm.

7. Pase la placa de gel con gel a un transiluminador UV.

8. Fotografie el gel con o sin la placa de gel.

9. Marque la fotografia seguin las normas del laboratorio.

w N

CONTROL DE CALIDAD

Las directrices ASHI para la prueba de HLA indican que debe incluirse un pocillo
de control negativo (contaminacion) en cada instalacion de PCR. (Normas para
laboratorios acreditados, American Society for Histocompatibility and
Immunogenetics, normas revisadas definitivas aprobadas por el consejo de

56356

administracion de ASHI: 31 de agosto de 2007, version final de la guia de enero

de 2008). Se incluye un pocillo de control negativo en los kits de baja resolucion
de HLA-A, HLA-B, HLA-C y DR, los kits de alta resolucién de HLA-C para alelos
frecuentes y de alta resclucién de DQB1 para alelos frecuentes y en los kits de
pfaca Combi A-B-DR, A-B-C, A-B-DR-DQ, DPB1-DQ-DR y DQ-DR y en los kits
de DQA1*02,05;0QB1*02,03:02 y HLA-B*57:01.

Consulte Intferpretacion del gel en la pagina 14.

RESULTADOS
Con cada kit se proporcionan hojas de validacion de lineas celulares
especificas del lote y certificado de analisis.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. El procesoc PCR-SSP requiere condiciones de prueba altamente
controladas para garantizar una amplificacion discriminatoria adecuada.
Debe seguirse estrictamente el procedimiento descrito en Instrucciones de
uso.

2. La muestra de ADN extraido es el patrén para el proceso de amplificacion
por PCR especifico. ElI ADN purificado debe tener una relacién A260/A2§

electroforesis.
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Olerup 55P® Prospecto
Instrucciones de uso

Kits de tipificacion de HLA Olerup SSP® con Taq polimerasa

3. Todos los instrumentos, como el termociclador, dispositivos de pipeteado,
etc., deben calibrarse de acuerdo con las recomendaciones de! fabricante.
4, En el prospecto del producto se proporciona informacién especifica del,
lote: Informacién especifica del lote, y en la hoja de trabajo especifica d& 6 5
lote.
5. Basandose en la prueba realizada, se evaluaron las sustancias siguientes
con tres (3) métodos de extraccidn a las concentraciones de la lista y no
influyeron en la realizacién de la prueba.

Método de Sustancias que Concentracién de
extracciéon interfieren interferencia®
Sistema Bilirrubina 200 mg/L

Hemoglobina 200 g/L
EZ1 DSP —
DNA Blood Triglicéridos 30 g/L
. Proteinas 110 g/L
. Bilirrubina 200 mg/L
Kit QlAamp Hemoglobina 200 g/l
DSP DNA T
Blood Triglicéridos 18,2 g/L
Proteinas 77 -96 g/l
. Bilirrubina 200 mg/L
Metodo Hemoglobina 200 g/L
Gentra SATIE
PureGene Tnghc:éndos 18,2 g/L
Proteinas 119-146 g/L

6. Las placas de PCR son compatibles con la mayoria de termocicladores
del mercado. Vea mas abajo la tabla de compatibilidad de los
termocicladores. La tabla pretende ser solamente una guia.

-HOCI Herrdn c‘mh
QDIC"‘HQ ~rica o

Ro WIJ-{\B’F

IFU-01
N.°de rev.: 05

iMarzo del 2013

.. 0088




Olerup ssP®

Kits de tipificacién de HLA Oferup SSP® con Taq polimerasa

Prospecto
Instrucciones de uso

Tabla de compatibilidad

Fabricante

Termociclador

Biometra

Uno

Uno i

Tpersonal Cycler

T1 Thermocycler

T3 Thermocycler

TGradient

TRobot

Bio-Rad

Genecycler

iCycler™

MyCycler

Corbett Research

Palm Cycler™

Eppendorf

Mastercycler® Gradient

MasterCycler EP Gradient

M384

Ericomp

SingleBlock System

TwinBlock System

Deltacycler |

ThermoHMybaid

PCR Sprint

PCR Express, Px2, PxE

MultiBlock System and MBS®

Touchdown

Omnigene

Omn-E

MJ Research™

PTC-200 DNA Engine™

PTC-225/220/221 DNA Tetrad™/ Dyad™

PTC-100™ with 96-well block

MWG

Primus 96

Primus 384

TheQ Lifecycler™

ABI

GeneAmp® 2400

Geneamp® 270002720

Geneamp® 9600

Geneamp® 9700

Geneamp® 9800 FAST Block

Stratagene

Robocycler

Takara

TP 240

TP 3000

Techne

TC-412/512

Touchgene Gradient

Flexigene

Genius

VALO  [GStorm

GS1/GS4/GSX

RES
PREVISTOS
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Olerup SSP® Prospecto

A. Andlisis de los datos
Examine meticulosamente la fotografia del gel y determme los carrile

Instrucciones de uso
Kits de tipificacién de HLA Oferup SSP® con Tag polimerasa

positivos.

1.

IFU-01

Ne°derev:05 . _ 00838
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Si se amplificaron alelos de HLA especificos, en un carril de gel se 5

observara una banda mas corta y de migracién mas rapida. Esto indica

un resultado de la prueba positivo.

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

b. Es util monitorizar las longitudes correspondientes de los productos
de PCR especificos segun los prospectos de los productos
especificos del lote al interpretar los resultados del gel. Varios
carriles tienen dos o mas longitudes posibles de productos de PCR
especificos. Estos pocillos contienen varios pares de cebadores
que generan productos de PCR de varios tamafios segun el/los
alelo/s de HLA de la muestra de ADN.,

¢. Haga corresponder el patrén de carriles de gel con productos de
PCR especificos con la informacién de las tablas de especificidad e
interpretacion especificas del lote para obtener la tipificacion de
HLA de la muestra de ADN.

Debe ver una banda de control positivo interno, de migracion mas lenta

y mas larga, en todos los carriles de gel excepto en el carril de gel de

control negativo, como un control de una amplificacién correcta. Es

posible que la banda de contro! positivo interno sea débil o no se
encuentre en los carriles de gel positivos.

a. Registre la presencia y las longitudes correspondientes de las
bandas de control positivo interno. Las bandas de control de
diferentes tamanos ayudaran en la orientacion correcta de la
tipificacién, asi como en la identificacion de kits.

b. La ausencia de banda de control positivo interne sin un producto de
PCR especifico indica una reaccion PCR fallida.

i. Si pueden determinarse alelos de HLA en presencia de
reaccion/es PCR fallida/s y esta/s no cambian la asignacion de
los alelos, no sera necesario repetir la prueba.

ii.” 8i, no obstante, la/s reaccién/es PCR fallida/s pueden cambiar
la asignacién de alelos de HLA, debera repetirse la tipificacion.

La presencia de productos de PCR especificos o banda de control

positivo interno en elflos carrilles de control negativo indica Ia

contaminacion con producto/s de PCR e invalida todos los resultados
de la prueba. En el/los carril/es de control negativo pueden observarse
oligébmeros de cebadores con un tamafio entre 40 y 60 pares de bases.

Esto no constituye una contaminacion.
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B. Interpretacién del gel
Reaccién Reaccién Falloenla

positiva negativa reaccién PCR
Pocillo | | | | | |
Bandadecontrof _____
positivo interno
Banda especifica

Banda del cebadorENENEN. ININEEEN AN

1. Debe hacerse pasar un marcador de peso molecular de ADN (escalera
de 100 pares de bases, n.° de producto del marcador de peso molecular de ADN
103.202-100 o del marcador de pese molecular de ADN para tiradas de gel cortas
103.203-100) en un pocillo por fila del gel o siguiendo las directrices de
acreditacion del laboratorio local.

2. Pueden obtenerse bandas mas largas que la banda de control positivo
interno y estas deben descartarse en la interpretacién de los resultados
de tipificacion.

3. Los cebadores no utilizados formaran una banda difusa mas corta
que 50 pares de bases.

4. Pueden observarse artefactos de oligémeros en los cebadores. Estos
son mas largos que la banda del cebador, aunque mas cortos que las
bandas especificas.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL FUNCIONAMIENTO

Control de calidad del lote del kit

Cada solucién de cebadores se prueba en comparacién con un panel de 48
muestras de ADN de lineas celulares caracterizadas en pocillos del IHWC;
consulte la/s hoja/s de validacién de lineas celulares especificas del lote en el
prospecto del producto, informacién especifica del lote.

Estudio 1 comparativo de métodos

Fue un estudio multicéntrico en el que se evalué la concordancia del kit de
tipificacion de HLA de baja resoluciéon DR Oferup SSP® y la placa"de
tipificacion de ADN de HLA One Lambda Micro SSP™ en tres laboyétorios
clinicos de los Estados Unidos.
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Los resultados de tlplflcacmn analizados del kit de tipificacion de baJs
resolucién DR Olerup SSP y de la placa de tipificacion de ADN de HLA
One Lambda Micro SSP™ mostraron una concordancia del 98,4% (123/125; 5 6

IC del 95%: 94,3-99,8) al considerar discordantes dos resultados ambiguos 5 6
de Olerup. La concordancia fue del 100% (123/123; IC del 95%: 97,1-100)

cuando en el andlisis no se incluyeron los resultados ambiguos de Olerup,

reflejo de la practica clinica normal.

Estudio 2 comparativo de métodos

Este estudio se disefié para demostrar la concordancia de los resultados de

tipificacion de baja resolucioén de alelos de HLA (A, B, C, DQ) obtenidos con los

kits de tipificacion de HLA en mvestlgamén Olerup SSP® y los kits de referencia

One Lambda LABType SSO. Se recogieron muestras de sangre total en ACD

de 95 sujetos distribuidos en 3 centros clinicos de los Estados Unidos. Se

extrajo el ADN y se analizé el ADN purificado resultante con el método de HLA
en investigacion Olerup SSP®y el de referencia One Lambda LabType SSO.

La concordancia global en alelos de clase | fue del 99,6% (278/279; IC del
95%: 98,0 - 100). En alelos de clase Il, la concordancia fue del 100% (94/94; IC
del 95%: 96,2 — 100).

Tabla 1
Concordancia global de los resultados de
Olerup SSP® y One Lambda SSO para
alelos de clase I y de clase Il

. _ Total
Locusde | AN concordancia|
~HLA - : | (IC del 96%)
100
A 95795 (96.2 — 100)
100
B 90/90 | g5 0-100y
889
c 93/94 | (942-100)
Todos los
99,6
locus 27817279 ’
clase | (98,0 — 100)
Locus
100
clasell 94 /94
(DQ) (96,2 — 100)

Estudio de reproducibilidad de resultados del kit

En este estudio se compararon los resultados de tipificacién HLA de O
SSP® entre tres laboratorios de analisis de HLA utilizando
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Qlerup ssp®

muestras de ADN caracterizadas en 10 pocillos cuyos resuitados ad&
concordancia se incluyen en el banco de ADN de HLA UCLA para HLA de
clase | (A, B y C), alelos comunes de clase Il (DRB1*, DRB3*/DRB4*/DRB5" y .
DQB1*) y los alelos de clase |l investigados con menos frecuencia (DQA1¥, 5 6 5 8
DPA1*y DPB1%). )

Tabla 2: Resumen de los resultados de los estudios de reproducibilidad
del kit de HLA Olerup SSP®

% de precisién de tipificacion
_ n/N
Tipo de alelo HLA Intervalo de conf. del 95% (LL, UL)
Resultado ambiguo Resultado ambiguo
considerado considerado como
discordante indeterminado y
excluido del anéalisis
Clase [ baja resolucién 98,3 100
(A y B combinados) (59/60) (59/59)
91,1, 100 93,9, 100
Clase [ alta resolucion 94,7 98,6
(A, By C combinados) (142/150) (142/144)
89,8, 97,7 95,1, 99,8
Clase Il baja resolucién 100 100
(DRB1* y (60/60) (60/60)
DRB3*/DRB4*/DRB5*} 94,0, 100 94,0, 100
Clase Il alta resolucion - 98,3 100
Alelos comunes (118/120) (118/118)
(DRB1*, 94,1, 99,8 96,9, 100
DRB3*DRB4*/DRB5* y
DQB1")
Clase Il alta resolucion 83,3 86,2
Alelos investigados con (75/90) (75/87)
menos frecuencia 74,0, 90,4 772,927
(DQAT* DPAT*y
DPB1*)

En este estudio se utiliz6 un panel de diez (10) muestras de D
resultados de tipificacién de HLA caracterizado en pocillos.
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Las concordancias inferiores observadas para los alelos de alta resolucion™y
clase Il investigados con menos frecuencia reflejan la mayor incertidumbre en r : _
los "resultados de concordancia” de las muestras de ADN UCLA, teniendo en o @ 5 5
cuenta la informacion de secuencia incompleta disponible para los alelos

DQA1*, DPA1* y DPB1*. Para 9 de los 11 resultados discordantes observados

durante el estudio de reproducibilidad (una determinacién de DQA1*0505 por

Olerup SSP® frente a "tipificacion concordante” de DQA1*0501), los tres

centros de analisis lograron el mismo resultado, lo que indica el funcionamiento

concordante del kit DQA1* Olerup.

BIBLIOGRAFIA

1. Olerup O, Zetterquist H. HLA-DRB171*01 subtyping by allele-specific PCR-
amplification: A sensitive, specific and rapid technique. Tissue Antigens 1991:
37: 197-204.

2. Olerup O, Zetterquist H. HLA-DR typing by PCR amplification with sequence-
specific primers (PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serological DR typing
in clinical practice including donor-recipient matching in cadaveric transplanta-
tions. Tissue Antigens 1992: 39: 225-235.

3. Los alelos de HLA actuales pueden encontrarse en:

a. hitp://www.ebi.ac.uk/imgt/hla o
b. hitp://iwww.anthonynolan.org.uk/HIG
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Olerup ssp®

Kits de tipificacion de HLA Olerup SSP® con Taq polimerasa

RESOLUCION DE PROBLEMAS

Problema Motivo

Accion

No hay amplificacién {ni | Poca cantidad de ADN.
amplificacién de los
fragmentos de control
interno ni
amplificaciones

especificas).

Mida la concentracién de
ADN y compruebe si la
cantidad afnadida es
correcta.

La contaminacién de
ARN puede provocar una
sobrestimacion
espectrofotométrica de la
concentracion de ADN.
Repita 1a extraccion de
ADN con cuidado con
soluciones recién
preparadas.
Recomendameos la
extraccidn de ADN
automatica con el
sisterna EZ1 DSP DNA
Blood de QIAGEN.

565 6

El ADN contiene
inhibidores de la PCR,
como proteinas, etanol (de
los pasos de precipitacién),
matrices rgradillas de
productos de la purificacion
de ADN en fase sdélida.

Mida la calidad del ADN.
Recomendamos una
relacion A260/A280 de
1,6-2,0 por
espectrofotometria UV.
Siga estrictamente el
protocolo de extraccién
de ADN de los
distribuidores.

Vuelva a extraer el ADN.
Recomendamos la
extraccion de ADN
automatica con el
sistema EZ1 DSP DNA
Blood de QIAGEN.,

El ADN se ha extraido de
sangre heparinizada.

Utilice sangre no
heparinizada o
protocolos de extraccion
de ADN para sangre
heparinizada.

El ADN se disuelve en un
tampén que contiene

Repita la extraccion de
ADN y disuelva el ADN

EDTA. en dH,0. -~
Co-D{UIecc.'ﬂia Tianica
LN 7959
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Kits de tipificacién de HLA Oferup SSP® con Taq polimerasa
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Problema

Motivo

Accidn

Continuacion:
No hay amplificacién (ni
amplificacion de los

Introduccién accidental de
lejia en la prueba.

Revise las zonas en las
que se haya podido
introducir lejia.

fragmentos de control
interno ni
amplificaciones

Los kits no se conservan a
una temperatura
adecuada.

Conserve los kits a -
20°°C.

especificas).

El termociclador no
funciona correctamente.

Calibre el termociclador y
compruebe el programa
de PCR.

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

Contacto incorrecto entre
el bloque calefactor del
termociclador y la placa de
tipificacion SSP.

Utilice una placa o un
retenedor adecuados
para pocillos de reaccién
de paredes finas de 0,2
mL; consulte el manual
del termociclador.

Fallo ocasional de la
amplificacion (caidas).

Los sellados o tapas de
tubos PCR que no estén
bien cerrados provocaran
la evaporacion y, en
consecuencia, fallos en la
amplificacion.

Aseglrese de que los
sellados y tapas PCR
estan bien cerrados.
Puede aplicarse la
almohadilla de
compresionOferup ssp®
{n.? de producto 103.505-08)
encima de los sellados
adhesivos de PCR para
evitar la evaporacion
durante el termociclado.

Errores de carga de gel.

Compruebe que se ha
cargado la cantidad de
pocillos correcta y que
cada pocillo contiene
aproximadamente el
mismo volumen de
mezcia PCR.

Uso de pipetas no
calibradas.

Calibre todas las pipetas
de forma habitual de
acuerdo con las
recomendaciones

del proveedor. .

Errores de pipeteado.

Realice el pipete?o{on
mas cuidado.
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La mezcla maestra y la
muestra de ADN no se han
mezclado bien antes del
uso.

5,
Mézclelas brevememeS A
en vortice antes de su
uso. Recomendamos
agitar en vértice cada

fila.

Se ha afiadido un volumen
desigual de mezcla
maestra y ADN en los
pocillos.

Realice el pipeteado con
mas cuidado.
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Problema

Motivo

Accién

Fragmentos de control
interno deébiles.

ADN impuro.

Mida la calidad del ADN.
La relacién A260/A280
debe ser de 1,6-2,0 por
espectrofotometria UV.
La contaminacién del
ARN puede provocar una
sobrestimacién
espectrofotométrica de la
concentracién de ADN.
El ADN degradado hace
surgir manchas en los
carriles de gel.

Repita la extraccion de
ADN con cuidado con
soluciones recién
preparadas.
Recomendamos la
extraccién de ADN
automatica con el
sistema EZ1 DSP DNA
Blood de QIAGEN.

Poca cantidad de ADN.

Mida la concentracién de |.

ADN y ajustela a 30 ng/pl
0 15 ng/ul para ADN
extraido por el sistema
EZ1 DSP DNA Blood de
QIAGEN.,

La contaminacion del
ARN puede provocar una
sobrestimacién
espectrofotométrica de la
concentracién de ADN.
El ADN degradado hace
surgir manchas en los
carriles de gel.

Repita la extraccién de
ADN con cuidado con
soluciones recién
preparadas.
Recomendamos la
extraccion de ADN
automatica con el
sistema EZ1 DSP DNA
Blood de QIAGENT )
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Prospecto
Instrucciones de uso

Problema

Motivo

Accidn

Continuacion:
Fragmentos de control
interno débiles.

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

Calibre el termociclador y
compruebe el programa d
PCR.

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

La mezcla maestra de PCR
se ha conservado a +4 °C
durante mas de 2 semanas.

Conserve la mezcla
maestra de PCR a -20°°C.

Amplificacién no
especifica (escaleras o
manchas).

Uso de una muestra de
ADN excesiva.

Mida la concentracién de
ADN y ajustela a 30 ng/pl o
15 ng/pl para ADN extraido
por el sistema EZ1 DSP
DNA Blood de QIAGEN.
Algunas soluciones de
cebadores tienen una
mayor tendencia a generar
amplificacién no especifica,
vea las notas al pie de
cada tabla de especificidad
especifica del lote.

ADN impuro.

En la interpretacion de los
resultados obtenidos,
deben descartarse todos
los fragmentos mayores
que el fragmento de control
interno.

Compruebe la calidad del
ADN. Repita la extraccion
de ADN.

Recomendamos la
extraccion de ADN
automatica con el sistema
EZ1 DSP DNA Blood de
QIAGEN,

Algunas soluciones de
cebadores tienen una
mayor tendencia a generar
amplificacién no especifica;
vea las notas al pie de
cada tabla de espegifjcidad
especifica del [pté.
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Problema

Motivo

Accion

Sefiales de amplificacion
cada vez mas débiles al
cabo del tiempo.

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

Prepare una nueva
solucion de bromuro de
etidio para conseguir una
mejor tincién del gel de
agarosa y una mejor
sefal. Las nubes de los
cebadores son faciles de
detectar si la tincion del
gel de agarosa es
normal.

Una de las lamparas UV
esta rota.

Compruebe el equipo de
iluminacién UV. Las
nubes de los cebadores
son faciles de detectar si
la iluminacién UV es
normal.

Se ha utilizado una
muestra de ADN
demasiado pequeiia.

Mida la concentracién de
ADN y ajustela a 30 ng/pl
0 15 ng/ul para ADN
extraido por el sistema
EZ1 DSP DNA Blood de
QIAGEN.

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

Calibre el termociclador y
compruebe el programa
de PCR.

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

Patrones de
amplificacion extraios.

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

Compruebe el nimero
de lote del producto
utilizado y la

hoja de trabajo o tabla de
interpretacion utilizada.

Orden incorrecto en la
carga de gel.

Compruebe la alineacion
de mezclas y carriles de
gel.

El patrén de amplificacion
contiene un falso positivo.

Véase a continuacion.

El patrén de amplificacion
contiene un falso negativo.

Véase a continuacion.
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Problema

Motivo

Accion

Amplificaciones de
falsos positivos.

Contaminacion del ADN.

Utilice guantes, puntas de
pipeta con barreras (tapones
de filtro) y espacios
separados para la
manipulacioén previa a la
PCR y la posterior a la PCR.
Asegurese de manipular con
cuidado todas las muestras
en cada paso.

Compruebe la presencia de
contaminacién con un kit de
contaminacion Oferup SSP®
(Wipe Test kit).

ADN impuro.

Mida la calidad del ADN.
Siga estrictamente el
protocolo de extracciéon de
ADN de los distribuidores.
Pruebe otros sistemas de
extraccién de ADN.
Vuelva a extraer el ADN.
Recomendamos la
extraccion de ADN
automatica con el sistema
£EZ1 DSP DNA Blood de
QIAGEN.

Uso de una muestra de
ADN excesiva.

Mida la concentracién de
ADN y ajustela a 30 ng/pl o
15 ng/ul para ADN extraido
por el sistema EZ1 DSP
DNA Blood de QIAGEN.

Temperatura de hibridacion
muy baja.

Calibre el termociclador y
compruebe el programa de
PCR. Un termociclador
utilizado para la tipificacion
PCR-SSP de rutina debe
calibrarse cada 6-12 meses.

Demasiado tiempo
transcurrido entre la
instalacion de PCR y el
inicio del termociclado.

No debe permitirse un
retraso superior a 5 minutos
antes del termociclado.

Mucho tiempo transcurrido
entre la colocacion de las
placas de tipificacion en el
termociclador y el inicio del
termociclado.

Utilice un termociclador
precalentado.
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Prospecto
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Problema

Motivo

Accion

Continuacioén:
Amplificaciones de
falsos positivos.

Uso de bromuro de etidio
excesivo.

Utilice la cantidad
recomendada de
bromuro de etidio.

Interpretacién incorrecta de
un artefacto como una
banda especifica.

Compruebe la tabla u
hoja de trabajo de
interpretacién especifica
del lote y la tabla de
especificidad para el
tamano de banda
correcto y las notas al
pie.

El patrén de amplificacion
contiene un falso positivo.

Compruebe si todas las
amplificaciones
especificas tienen el
tamafo adecuado o si se
ha malinterpretado como
amplificacién un
artefacto (arrastre de
muestra, dimero del
cebador).

Orden incorrecto en la
carga de gel.

Compruebe la alineacion
de mezclas y carriles de
gel.

Amplificaciones de
falsos negativos.

El termociclador no esta
bien calibrado.

Calibre el termociclador y
compruebe el programa
de PCR. Un
termociclador utilizado
para la tipificacion PCR-
SSP de rutina debe
calibrarse cada 6-12
meses.

Si no se corrige con la
recalibracion, vuelva a
tipificar la prueba con
una muestra de
referencia de la misma
especificidad. Si se
confirma la negatividad,
pongase en contacto con
el departamento de
atencion al cliente.

Orden incorrecto en la
carga de gel.

Compruebe la alineacién
de mezclas y carriles de
gel.
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Problema Motivo Accién
Problemas generales |Muestra de ADN Aparece una mancha en los i
con el gel (geles degradado. carriles de gel. Aisle el ADN

borrosos yl/o carriles

de una muestra reciente.

manchados). Muchas estrias en Suspensiones irregulares de

algunos pocillos. ADN. Aseglrese de que la
muestra de ADN esté
disuelta antes de tomar una
alicuota. Agite en vértice la
muestra de ADN diluido.

El producto de PCR ha Alinee cuidadosamente las

rebasado los bordes del | puntas de pipeta con los

pocillo. pocillos de gel y dispense
lentamente.

Es posible que el tampén |Prepare un nuevo tampadn

de electroforesis esté de TBE.

demasiado caliente. Hagalo circular a un voltaje
mas bajo.

Se ha utilizado un Asegurese de que utiliza el

porcentaje incorrecto de | gel de agarosa al 2%

gel de agarosa. recomendado.

La agarosa no se ha Vuelva a hervirla

disuelto totalmente. brevemente para que se
funda la agarosa.

Concentracion de TBE Utilice la concentracién de

incorrecta. 0,5 x TBE recomendada.

Geles colados hace poco. |Los geles no estan listos
para usarse hasta pasados
15 minutos desde el colado.

Geles demasiado viejos. |No cuele los geles
demasiado pronto.

El peine de gel utilizado | Utilice peines finos

tiene ranuras demasiado |(4 x 1 mm).

gruesas. ,

La placa de ge!l no es Extraiga el gel de la placa

transparente a UV, antes de visualizarlo.

Fotografia de gel Uso de bromuro de etidio

demasiado brillante. excesivo.
Compruebe la configuracion
de la cdmara.

Fotografia de gel Utilice la cantidad

demasiado oscura. recomendada de bromuro
de etidio.
Compruebe la configuracién
de la camara. )
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Kits de tipificacién de HLA Oferup $8P® con Taq polimerasa

Problema

Motivo

Accidn

Problemas generales
con falsos negativos
en la amplificacién o
problemas
dependientes test-a-
test de cualquier

Tasa de incremento de
temperatura demasiado
alta.

Los kits de Olerup SSP son
validados con el
termociclador GeneAmp
9700 en modo 9600.
Elevadas tasas de
incremento de temperatura,

naturaleza. mayores que las descritas,
pueden tener efectos en los
resultados de la tipificacién.
CROU L i &
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MARCAS COMERCIALES UTILIZADAS EN ESTE DOCUMENTO/PRODUCYE\. "

Olerup 5SP® es una marca comercial registrada de Olerup SSP AB.
QialgenTM es una marca comercial de QIAGEN.

GARANTIA

Olerup SSP AB garantiza al comprador original que sus productos no
presentan defectos de material o de mano de obra si se utilizan y aplican de
forma normal. La unica obligacion de Oferup SSP AB de acuerdo con esta
garantia sera cambiar, sin ningdn coste, cualquier producto que no cumpla los
niveles de funcionamiento indicados en la hoja de especificacion del producto.
Esta garantia es valida Unicamente para productos que se hayan manipulado y
almacenado de acuerdo con las recomendaciones de Olerup SSP AB y no
sirve para productos que hayan sido objeto de alteracion, abuso o uso
indebido.

Todas las reclamaciones amparadas por esta garantia deben dirigirse a Olerup
SSP AB por escrito y deben ir acompafiadas de una copia de la factura del
comprador. Esta garantia reemplaza cualquier otra garantia, expresa o
implicita, incluidas las garantias de comerciabilidad e idoneidad para un fin
concreto. En ninglin caso se responsabilizara a Olerup SSP AB de darios
accidentales o consecuentes.

Este producto no puede reformularse, reenvasarse o revenderse de ningdn
modo sin el consentimiento por escrito de Olerup SSP AB, Franzengatan 5, SE-
112 51 Stockholm, Suecia.

Manipule todas las muestras como posibles transmisoras de enfermedades.
Todas las tareas deben llevarse a cabo con guantes y la proteccion adecuada.

CERTIFICADO DE GARANTIA

Olerup SSP AB garantiza que los cebadores de !as placas de tipificacion Olerup
sSP® tienen las especificidades indicadas en la hoja de trabajo y las fablas de
interpretacion y especificidad especifica del lote del prospecto del producto.

Si se conservan a -20 °C, los cebadores secos se mantienen estables durante
30 meses a partir de la fecha de fabricacién.

Si se conservan a -20 °C, la mezcla maestra de PCR con Tag polimerasa se
mantiene estable durante 33 meses a partir de la fecha de fabricacion.
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DIRECCIONES:

Fabricante:

Olerup SSP AB, Franzengatan 5, SE-112 51 Stockholm, Sweden.
Tel.; +46-8-717 88 27

Fax: +46-8-717 88 18

Correo electrénico: info-ssp@olerup.com

Sitio web: http://www.olerup-ssp.com

Distribuido por:

Olerup GmbH, Léwengasse 47 / 6, AT-1030 Viena, Austria.
Tel.; +43-1-710 15 00

Fax: +43-1-710 1500 10

Correo electrénico: support-at@olerup.com

Sitio web: http://www.olerup.com

Olerup Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel.: 1-877-OLERUP1
Fax: 610-344-7989

Correo electrénico: info.us@oclerup.com
Sitio web: hitp://www.olerup.com

Para obtener informacién sobre los distribuidores de Olerup SSP a nivel mundial,
péngase en contacto con Olerup GmbH.
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Olerup SSP®
Instrucciones de uso

Para diagnostico in vitro

APLICACIONES

Los kits de tipificacion de HLA Olerup SSP® son equipos de diagnéstico
cualitativo in vitro para la tipificacion mediante ADN de los alelos HLA de clase | y
de clase ll. Los productos son utilizados en centros médicos por profesionales
experimentados para determinar el fenotipo HLA, El material original que se
analiza es el ADN.

RESUMEN Y DESCRIPCION

Habitualmente, los antigenos leucocitarios humanos {HLA) se determinaban
mediante la prueba de linfocitotoxicidad. Sin embargo, esta prueba ha sido
sustituida por las técnicas de tipificacién del ADN basadas en la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) a causa de su tasa de error y la falta de
resolucion a nivel de alelo. En la mayoria de técnicas basadas en PCR, el
proceso de PCR se utiliza unicamente como fase de amplificacion del ADN diana
y se requiere una fase de postamplificacion para hacer distinciones entre los
diferentes alelos. Por el contrario, en la metodologia PCR-SSP (sequence-
specific primer — SSP [cebador especifico de secuencia)), la distincion entre los
diferentes alelos se produce durante el proceso de PCR. Asi se acorta y se
simplifica la fase de postamplificacién hasta una fase simple de deteccion
mediante electroforesis en gel. Los resultados de la prueba SSP pueden ser
positivos 0 negativos, con lo cual se elimina la necesidad de una interpretacién
complicada de los resultados. Ademads, la resolucién de tipificacién de la PCR-
SSP es mayor que la de otras técnicas de tipificacion basadas en PCR, ya que
cada par de cebadores define dos motivos secuenciales ubicados en ¢is, es decir,
en el mismo cromosoma. Ademas, por la naturaleza sintética de los reactivos
SSP, se ha mejorado la estabilidad y se ha reducido la variacién entre lotes.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO
La metodologia PCR-SSP se basa en el principio de que los cebadores
oligonucleétidos, total o casi totalmente apareados sin malapareamientos del
extremo 3', se utilizan de forma mas eficaz en la PCR que los cebadores mal
apareados a través de polimerasas de ADN termoestables sin propiedades
correctoras. Los pares de cebadores estan disefiados para aparearse con alelos
simples o grupos de alelos, segun el grado de resolucion requerido para la
tipificacién. Con condiciones de PCR estrictamente controladas, los pares de
cebadores apareados o casi totalmente apareados permiten que se produzca la
amplificacién, es decir, un resultado positivo, mientras los pares de cebadores
mal apareados no permiten que se produzca la amplificacién, es decir, un
resultado negativo.

Después del proceso de PCR, los fragmentos de ADN amplifi
tamanios, p. ej. por electroforesis en gel de agarosa, se vis
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bromuro de etidio y exposicién a luz ultravioleta, se documentan por fotografia
se interpretan. La interpretacién de los resultados de PCR-SSP se basa en la

presencia o ausencia de productos de PCR especificos. Los tamarios relativos ﬁ

los productos de PCR especificos pueden ser Utiles para la interpretacion de | 6 5 6
resultados. l.a metodologia PCR-SSP para HLA fue descrita por primera vez por

O. Olerup en 1991 y 1992"2.

Como el proceso de PCR puede verse afectado negativamente por varios
factores (p. ej. errores de pipeteado, concentracion de ADN demasiado baja, mala
calidad del ADN, presencia de inhibidores de la PCR, exactitud del
termociclador), se incluye un par de cebadores de control positivo interno en cada
reaccion de PCR?. El par de cebadores de control positive interno aparea
regiones conservadas del gen de la hormona de crecimiento humano, que se
encuentra en todas las muestras de ADN humano. Si hay un producto de PCR
especifico de algln alelo de HLA, es posible que el producto de la banda de
control positivo interno sea débil o no esté presente. Los amplicones generados
por los pares de cebadores de HLA especificos son mas cortos que los
amplicones del par de cebadores de control positivo interno, aunque mas largos
que los cebadores no incorporados (véase "Valores previstos”).

REACTIVOS -

A. ldentificacion
Los kits de tipificacion Olerup SSP® contienen cebadores especificos de
secuencia, optimizados previamente y secos para la amplificacién por PCR
de alelos HLA y del gen de la hormona de crecimiento humano, mezcla
maestra de PCR sin Taqg polimerasa ("mezcla maestra"), precintos adhesivos
de PCR y el prospecto del producto, que consta de las instrucciones de uso,
informacién especifica del lote y la hoja de trabajo.

Las soluciones del cebador se preparan previamente en alicuotas y se secan
en varios pocillos de 0,2 mL de placas de PCR de paredes finas y cortadas.
Cada pocillo de la placa contiene una solucion de cebador seca compuesta
por una mezcla especifica de cebadores: cebadores de HLA especificos de
grupos y alelos, asi como un par de cebadores de control positivo interno
apareados con secuencias no alélicas listos para la adicién de la muestra de
ADN, la mezcla maestra y H;0.

Cada placa de tipificacién de baja resolucion (excepto la de baja resolucion
DQ) y Combi incluye un pocillo de reaccién de control negativo que detecta la
presencia de productos PCR generados por mas del 95% de los amplicones
de HLA de clase |, DRB, DQB1 y DPB1 de Olerup SSP®, asi como los
amplicones generados por pares de cebadores de control positivo interno.

Los cebadores estan disefiados para una amplificacion de PCR éptima al
utilizar la mezcla maestra y el programa del termocicladorde JADN
recomendado (véase "Programacion del termociclador”).
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Consulte las tablas proporcionadas de especificidad e interpretacion
especificas del lote o la hoja de trabajo de los alelos HLA especificos
amplificados por cada mezcla de cebadores.

ERE ¢
B. Advertencias y precauciones J 5 @ 6
1. Para diagnéstico in vitro.
2. Este producto no puede utilizarse como uUnica base para tomar una
decisién clinica.
3. Advertencia de peligro biolégico: todos los productos sanguineos deben
tratarse como potencialmente infecciosos. Ningtin método de prueba
conocido puede ofrecer garantias de que los productos derivados de la
sangre humana no transmiten agentes infecciosos.
4. Advertencia de peligro bioldgico: el bromure de etidio utilizado para la
tincion del ADN en la electroforesis en gel de agarosa es cancerigeno.
Manipulelo con un equipo de proteccion personal adecuado.
5. Precaucién: utilice proteccion para los ojos contra rayos UV y no mire
directamente a la fuente de luz UV cuando examine o fotografie geles.
6. Las pipetas y otros equipos utilizados para las manipulaciones
posteriores a la PCR no deben utilizarse para manipulaciones previas
ala PCR.
7. Para obtener mas informacién, consulte Ia hoja de datos de seguridad
del material (http://www.olerup-ssp.com).

C. Instrucciones de uso
Consulte el apartado "Instrucciones de uso".

D. Instrucciones de almacenamiento
Almacene los componentes del kit en un [ugar oscuro y a las temperaturas
indicadas en las etiquetas de los envases.
Utilicelos antes de la fecha de caducidad impresa en las etiquetas de los
envases.

E. Purificacion o tratamiento requerido para el uso
Consulte el apartado "Instrucciones de uso".

F. Indicaciones de inestabilidad

1. No utilice placas de cebadores con fisuras en los pocillos o dafios en el
borde superior de los pocillos, ya que esto podria generar evaporacion
durante la amplificacién por PCR. No utilice tiras de tapones PCR con
fisuras, ya que esto podria generar evaporacion durante Ila
amplificacién por PCR.

2. Los pellets de los pocillos deben ser rojos. Si hay una decoloracién
amarillenta en el pelfet, puede indicar degradacion.

3. La mezcla maestra debe ser de un color entre rojo y purpura-
una decoloracién entre amarillo y naranja, puede indicgs g
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REQUISITOS DE LOS INSTRUMENTOS
A. Instrumento
Debe utilizarse un termociclador con las especificaciones minimas

siguientes: : ~

» Tapa térmica con una temperatura de 104 °C para una operaciér{%—in@_. 5: @
aceite. -

+ Blogue de muestras (aluminio, plata o plata bafiada en oro) para
utilizarse con una placa de PCR de 96 pocillos o tubos de reaccion
de paredes finas de 0,2 mL.

+ [ndice de aumento de temperatura de como minimo 0,7 °C/s.
Nota: Los kits de Olerup SSP son validados con el termociclador
GeneAmp 9700 en modo 9600. Elevadas tasas de incremento de
temperatura, mayores que las descritas, pueden tener efectos en los
resultados de la tipificacion. . !

* Intervalo de temperatura de 4,0 °C a 99,9 °C. |

* Precision de temperatura de £ 0,25 °C en el intervalo de 35 °C a -
99,9 °C.

+ Uniformidad de temperatura del bloque de muestras = 0,75 °C en el
intervalo de 55 °C a 95 °C.

« Calibracién de la temperatura segin un estandar de referencia
(NIST).

Programe el termociclador segtn los parametros del termociclador de PCR
que se describen a continuacién, en el apartado B.

Si desea obtener informacion especifica del termociclador, consuite el
manual de instrucciones del fabricante. Los termocicladores deben
calibrarse de acuerdo con las normas de acreditacién ASHI (American
Society of Histocompatibility and Immunogenetics) o EFI (European
Federation of Immunogenetics).

Programe el termociclador antes de abordar las instrucciones de uso gque
se describen mas abajo.

B. Parametros del termociclador de PCR

1. 1ciclo 94°C 2 min desnaturalizacion
2. 10ciclos 94°C 10s desnaturalizacion
- 65°C 60s hibridacién y extensién
3. 20ciclos 94°C 10s desnaturalizacién
61°C 50s hibridacién
72°C 30s extensién
4, Final - mantener TA si son menos de 8 horas
4°C si son mas de 8 horas

Volumen de reaccién total en cada pocillo, 10 pL. .
: I
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termociclador de PCR.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Para tipificaciones SSP se necesita ADN extraido de alta pureza. Las muestras
de ADN que se utilizaran para la tipificacion de HLA por PCR-SSP deben volver
a suspenderse en dH,0. La relacion A260/A280 debe ser de 1,6 — 2,0 por
espectrofotometria UV para una visualizacién éptima de banda durante la
electroforesis.

Recomendamos la extraccién de ADN automatica con el sistema EZ1 DSP
DNA Blood de QIAGEN. Como material de inicio debe utilizarse sangre en
ACD.

Como alternativa, el ADN puede extraerse mediante cualquier método por el
cual se obtenga ADN puro. Si utiliza métodos alternativos, la concentracion de
ADN debe ajustarse a 30 ng/uL. No utilice sangre heparinizada con estos
métodos.

Concentracién de ADN recomendada:
Si se utiliza ADN extraido por EZ1, 15 ng/pL.
Si se utiliza ADN extraido por otros meétodos,

30 ng/uL.

Las concentraciones que superen los 50 ng/uL aumentaran el riesgo de
amplificaciones no especificas y bandas adicionales débiles, especialmente
para tipificaciones SSP de alta resoluciéon de HLA de clase I. En caso
necesario, diluya el ADN extraide en dH20.

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

Las muestras de ADN pueden utilizarse inmediatamente después de la extraccion
o almacenarse a +4 °C durante un maximo de 2 semanas sin que esto tenga
efectos negativos en los resultados. Las muestras de ADN pueden conservarse
a -20°C o menos durante 9 meses. Antes de la tipificacion de HLA, si las
muestras de ADN extraido se han conservado durante un periodo prolongado,
debera analizarse su pureza y concentracién para comprobar si son
aceptables.

Las muestras de ADN deben transportarse a +4 °C o menos pa su

integridad durante el envio.
PROCEDIMIENTO
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A. Materiales provistos

1. Placds de cebadores Olerup sspP®
2. Mezcla maestra sin Taq polimerasa (volumen adecuado para las

placas del kit). Para todos los kits Olerup SSP® se utiliza la misma ¢ "
mezcla maestra. , 6 6
3. Precintos adhesivos de PCR (cantidad adecuada para las placas del
kit).
4. Prospecto del producto.

B. Materiales necesarios pero no provistos

1. Kitlequipo de aislamiento de ADN.

2. Espectrofotometro UV.

3. Dispositivos de pipeteado. Recomendamos un dispensador electrénico
de un canal que pueda dispensar alicuotas de 10 pL para afiadir la
mezcla DNA-mezcla maestra-dH;0 en los pocillos de [a placa.

Puntas de pipetas desechables.
Tubos de polipropileno.
Mezclador de vortice.
Microcentrifuga.
Gradillas de placas PCR.
Termociclador con tapa térmica para PCR con formato para 96 pocillos,
un gradiente de temperatura en todo el bloque calefactor 0,75 °C y ‘
placa/retenedor para pocillos de reaccién de paredes finas de 0,2 mL. |
10. Horno microondas o placa caliente para calentar soluciones con
agarosa.
11. Agarosa para electroforesis, como Seakem LE (FMC).
12. 0,5 x tampdn de TBE; 1 x tampén de TBE es de 89 mM tris-borato, 2
mM de EDTA disédico, pH 8,0.
13. Frasco cuentagotas de bromuro de etidio, n.® de producto: 103.301-10.
14. Dispositivo de pipeteado de carga de gel. Recomendamos una pipeta
de 8 canales para la carga de gel, con un valor ajustable de 5-25 pl..
15. Marcador de peso molecular de ADN — para cubrir un rango de 50-

1.000 bp, p. e]. escalera de 100 pares de bases, n.° de producto del marcador de

peso molecular de ADN: 103.202-100, o n.° de marcador de peso molecular de ADN

para tiradas de gel cortas: 103.203-100.

16. Equipo de electroforesis/alimentacion eléctrica.

17. Transiluminador UV.

18. Sistema de documentacién de imagenes o fotografico.

19. Taq ADN polimerasa de Roche, grado GMP. [N.° de catalogo: 03 734

927 001 (1000 U) o 03 734 935 001 (5000 U)].

LeNO A

C. Procedimiento paso a paso
Consulte el apartado "Instrucciones de uso”.
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INSTRUCCIONES DE USO
A. Preparacion de la muestra

1.

Purifique el ADN genémico de la muestra de leucocitos mediante el

método elegido. Consulte el apartado anterior "Recogida y preparacién 5 6 5 6

de muestras”.

Si desea obtener informacién especifica sobre la preparacion y
conservacion de muestras, consulte el apartado "Recogida y
preparacioén de muestras”.

Realice la amplificacion por PCR en una muestra de ADN purificada
utilizando una placa de tipificacion Olerup SSP o conserve la muestra
de ADN hasta que esté lista para la tipificacion.

B. Preparacion del reactivo/equipo

1.

Programe un termociclador para que lleve a cabo el programa PCR de
Olerup SSP consulte "Requisitos de los instrumentos — Parametros
del tennomclador de PCR" mss arriba.

Prepare Taq polimerasa (5 unidades/plL), almacenada a -20 °C.
Prepare el gel para la electroforesis; consulte el apartado C ~
"Preparacioén de la electroforesis en gel" a continuacion.

C. Preparacion de Ia electroforesis en gel
Para Olerup ssP® Gel System 96 (n.° de producto: 103.101-01).

1.

Instalacion

¢ Nivele la cubeta para 1 gel (n.° de producto: 103.101-31) 0 la cubeta para
3 geles (n.° de producto: 103.101-33) mediante la burbuja de nivelacion y
las patas ajustables de tres alturas.

» Coloque las placas de gel en la cubeta.

2. Preparacion del gel de agarosa al 2% (peso/volumen)

Utilice una agarosa para electroforesis de alta calidad, capaz de

resolver 50 — 2.000 fragmentos de pares de bases de ADN.

e Altampdn de 5 mL de 10 x TBE (tris-borato EDTA), afiada 150 mL
de agua destilada y 2 g de agarosa en un frasco de vidrio de 500
mL.

s Disuelva la agarosa hirviéndola en un horno microondas hasta que
se forme una soluciéon homogenea de 100 mL.

+ Deje que la solucion del gel diluido se enfrie hasta 60°C, p. ej. en
un armario térmico.

« Tifa el gel antes del colado con bromuro de etidio (10 mg/mL), 5 pL
por 100 mL de solucion de gel. Para manipularlo con la maxima
comodidad, utilice nuestros frascos cuentagotas de bromuro de
etidio (n.° de producto: 103.301-10). Nota: el bromuro de etidio es
cancerigeno. Manipulelo con un equipo de proteccion personal
adecuado.

e Vierta 100 mL de solucién de gel en la placa de gel.de€ ia tubeta
Coloque 6 peines de gel (n.° de producto: 103.101-21) &N las yapuras de
la placa de gel.
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Deje que el gel se solidifique durante 15 minutos.
Vierta 750 mL de tampén de 0,5 x TBE en el depdsito de get
Sumerja la placa de gel en la caja de gel y extraiga con cuidado los
6 peines de gel hacia arriba.

Si utiliza sistemas de electroforesis alternativos, siga las instrucciones%el@ 5 @
fabricante. Para utilizarlos con los kits de tipificacion de HLA Olerup SSP®,

estos sistemas deben poder resolver productos de PCR en un intervalo de 50

a 1.100 pares de base de tamafio.

D. Procedimiento paso a paso
1. Retire del lugar de almacenamiento con las temperaturas indicadas: la
cantidad adecuada de muestras de ADN, las placas de cebadores, el
volumen de mezcla maestra y la cantidad de Tag polimerasa (5
unidades/uL) necesaria para las muestras de ADN o las placas de
cebadores seleccionadas. Descongélelas a temperatura ambiente
(entre 20 y 25°C).

Para todos los kits Olerup SSP® se utiliza la misma mezcla maestra.

2. Mezcle brevemente las muestras de ADN por vértice.
3. Coloque las placas de cebadores en una gradilla de placas PCR.

4. Kits de alta y baja resolucién

+ Agite en vortice la mezcla maestra antes de tomar alicuotas.

s Utilice una pipeta manual de un canal, afiada a temperatura ambiente
la mezcla maestra y Taq polimerasa (5 unidades/ul) y dH20 en un
tubo de 0,5 mL o 1,5 mL. (Consulte las cantidades adecuadas en la
tabla 1, mas abajo).

« Tape el tubo y agitelo en vortice durante 5 segundos. Pulse y gire el
tubo en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de las
paredes del tubo.

e Kits de baja resglucién: con una pipeta manual de un canal, afiada 8
pL de la mezcla de mezcla maestra — Taq polimerasa ~y dHO y 2 uL
de dH;0O en el pocillo de contro! negativo, es decir, el pocillo con los
pares de cebadores de control negativo de la placa de cebadores.

e Utilizando una pipeta manual de un canal, afiada la muestra de ADN a
temperatura ambiente en la mezcla restante de mezcla maestra — 7ag
polimerasa — y dH.0. (Consulte las cantidades adecuadas en Ia tabla
1, mas abajo).

» Tape el tubo y agitelo en vértice durante 5 segundos. Pulse y gire el
tubo en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de las
paredes del tubo.

+ Utilizando un dispensador electrénico de un canal, introduzca

cebadores.
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¢ Kits de alta resolucién: utilizando una pipeta manual de un canal,
afiada la muestra de ADN a temperatura ambiente a la mezcla de
mezcla maestra — Tag polimerasa — y dH>0. (Consdulte las cantidades 5 6 5 6
adecuadas en la tabla 1, mas abajo).

e Tape el tubo y agitelo en vortice durante 5 segundos. Pulse y gire el
tubo en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de las
paredes del tubo.

¢ Utilizando un dispensador electrénico de un canal, introduzca
alicuotas de 10 L de la mezcla de reaccidn de la muestra en cada
pocillo.

Tabla 1: volimenes de los componentes necesarios por prueba para varios nimeros de
pocillos al utilizar una mezcla maestra sin Tag polimerasa.

N°de | Volumende | Volumende | Volumen | Volumende Ne°de | Volumende | Volumende | Volumen | Volumende
pocillo | mezcla muestra de de dH0O Tag pacillos | mezcla muestra de de dH,O Taq
s por maestra (pL) | ADN (ul) (k) polimerasa por maestra (uL) | ADN (pL) (uL) polimerasa
prueb (uL) prueba (T}
a
2 12 8 19,7 0.3 25 87 58 1427 23
3 15 10 24.6 0.4 26 S0 60 1476 2,4
4 18 12 29,5 0,5 27 93 62 152,5 2,5
5 21 14 34,4 0,6 28 96 64 157.4 2.6
4] 24 16 394 086 29 99 68 162.4 2,6
7 27 18 44,2 0.8 30 102 68 167,3 27
8 30 20 49,2 0,8 31 105 70 1722 2.8
9 33 22 54,1 0,8 32 108 72 1771 2.9
10 36 24 59 1,0 36 126 84 2066 34
11 39 26 639 1.1 40 138 92 226,3 37
12 42 28 68,9 1.1 44 150 100 245 4,0
13 45 30 73,8 1,2 48 162 10 265f7 4,3
14 48 32 78,7 1,3 52 174 416 288.4 4,6
IFU-02 c € LQNVilro,4n Sialino
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51 34 83,6 14 56 186 124 (
54 36 88,6 14 60 198 132 324.7 53
60 40 98,4 16 64 210 140 344.4 Y-
63 42 103.3 17 68 228 152 373,9 8,1
66 44 108,2 1.8 72 240 160 393,6 6,4
69 46 113.2 1.8 76 252 168 4133 6,7
72 48 118, 1 1,9 80 264 176 433 7.0
75 50 123 2,0 84 276 184 4526 7.4
78 52 127.9 2,1 88 288 192 4723 7.7
81 54 132.8 2,2 92 300 200 492 8.0
96 312 208 511,7 8,3

Los volimenes recomendados de la lista anterior incluyen el volumen para
compensar las variaciones de pipetas y las pérdidas de liquido dentro de las
paredes de los tubos.

5. Kits Combi A-B-DR y A-B-C, kit de alta resolucion HLA-Cw
Agite en vértice la mezcla maestra.
Utilizando una pipeta manual de un canal, afiada a temperatura
ambiente 8,3 pL. de Tagq polimerasa (5 unidades/puL) y 511,7 pL de
dH,0 en el tubo de 1,5 mL provisto que contiene 312 pL de mezcla
maestra.

o Tape el tubo y agitelo en vértice durante 5 segundos. Pulse y gire el
tubo en una microcentrifuga para que baje todo el liquido de las
paredes del tubo.

e con una pipeta manual de un canal, afiada 8 pL de la mezcla de
mezcla maestra — Tag polimerasa —y dH,O y 2 pL de dH;O en el
pocillo de control negativo nimero 96, es decir, el pocillo con los
pares de cebadores de control negativo.

o Utilizando una pipeta manual de un canal, afiada una muestra de
ADN de 206 pL a temperatura ambiente en la mezcla restante de
mezcla maestra — Taq polimerasa — y dH20.

+ Tape el tubo y agitelo en vértice durante 5 segundos. Pulse y gire el
tubo en una microcentrifuga para que baje todo el liquide de las
paredes del tubo.

¢ Utilizando un dispensador electrénico de un canal, introduzca
alicuotas de 10 pL de la muestra de mezcla de reaccion en cada
pocillo, excepto en el pocillo de control negativo n.° 96 de la placa de
cebadores.

Importante:
Asegurese de aplicar la muestra encima de los cebadores (secados en el
fondo de cada pocillo de la placa de cebadores) para evitar la
contaminacién cruzada entre pocillos. Toque la pared interna del pocillo
con la punta de la pipeta para permitir que la muestra se deslice hasta el
fondo del pocillo. Compruebe que todas las muestras han caido hasta el
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superior del banco para que todas las muestras se depositen en el fondo
del pocillo antes de iniciar la PCR.

6. Cubra las placas de cebadores con los precintos adhesivos de PCRS 6 5
provistos. Compruebe que todos los pocillos de reaccién queden 6
totalmente cubiertos para evitar la pérdida por evaporacion durante la
amplificacién por PCR. Puede aplicarse la almohadilla de compresién

Olerup ssp® {n.° de producto: 103.505-08) encima de los precintos adhesivos
de PCR para evitar la evaporacién durante el termociclado.

7. Coloque las placas de cebadores en el termociclador con un adaptador
adecuado entre tubo y placa. No deje que pasen mas de 5 minutos
entre la instalacion de PCR y el termociclado.

8. Introduzca el nimero de programa de Olerup sspP®. Especifique un
volumen de reaccién de 10 pL.

9. Inicie el programa PCR. El programa dura aproximadamente 1 hora y
20 minutos.

10.Extraiga las placas de cebadores del termociclador. Examine la placa
de PCR para asegurarse de que hay aproximadamente el mismo
volumen de liquido en cada pocillo de PCR. Someta a electroforesis las
muestras. Consulte el apartado E - "Electroforesis en gel" a
continuacion. Interprete los resultados de tipificacién con las tablas de
especificidad e interpretacién especificas del lote o la hoja de
trabajo; consulte "Valores previstos" mas abajo.

E. Electroforesis en gel

1. Una vez completada la reaccion PCR, disponga la placa de cebadores y
la cubeta de gel. El orden de los pocillos va de izquierda a derecha y de
arriba abajo.

2. Retire con cuidado las tapas de apertura sin salpicar los productos de
PCR.

3. Cargue los productos de PCR en la secuencia para el gel de agarosa al
2%. (No es necesario afiadir tampén de carga de gel). Para la carga del
gel se recomienda utilizar una pipeta de 8 canales.

4. Cargue un marcador de peso molecular de ADN (escalera de 100 pares de
bases, n.? de producto del marcador de peso molecular de ADN: 103.202-100, o n.®

del marcador de peso molecular de ADN para tiradas de gel cortas: 103.203-100) en
un pocillo por fila. '

5. Tape la caja de gel con su tapa.

6. Someta al gel a electroforesis en tampén de 0,5 x TBE, sin
recirculacién del tampén, durante 15-20 minutos a 8-10 V/cm.

7. Pase la placa de gel con gel a un transiluminador UV,

8. Fotografie el gel con o sin la placa de gel.

9. Marque la fotografia segun las normas del laboratorio.

CONTROL DE CALIDAD

Las directrices ASHI para la prueba de HLA indican que debe incluirss
pocillo de control negativo (contaminacion) en cada instalacion de-f
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(Normas para laboratorios acreditados, American Society for Histocompatibility
and immunogenetics, normas revisadas definitivas aprobadas por el consejo de
administraciéon de ASHI: 31 de agosto del 2007, versidn final de la guia de

enero del 2008). Se incluye un pocillo de control negativo en los kits de baja -
resolucion HLA-A, HLA-B, HLA-C y DR y en los kits de placa Combi A-B-DR, A- 3
B-C y DQ- DR

Consulte "Interpretacion del gel” en la pagina 14.

RESULTADOS
Con cada Kit se proporcionan hojas de validacion de lineas celulares
especificas del lote y certificado de analisis.

LIMITACIONE_S DEL PROCEDIMIENTO

1. El proceso PCR-SSP requiere condiciones de prueba altamente
controladas para garantizar una amplificacién discriminatoria adecuada.
Debe seguirse estrictamente el procedimiento descrito en "Instrucciones de
uso".

2. La muestra de ADN extraido es el patrén para el proceso de amplificacion
por PCR especifico. El ADN purificado debe tener una relacion A260/A280
entre 1,6 y 2,0 para obtener una visualizacion 6ptima de las bandas por
electroforesis.

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

4. La informacién especifica del lote se proporciona en el prospecto del
producto y en la hoja de trabajo especifica del lote.

5. Basandose en la prueba realizada, se evaluaron las sustancias siguientes
con tres (3) métodos de extraccién a las concentraciones de la lista y no
influyeron en la realizacion de la prueba.

Método de | Sustancias o -
extraccién | . que Concentracion de interferencia
interfieren
Sistema Bilirrubina_ 200 mg/L
EZ1 DSP ngn_oglpbma 200 g/L
DNA Blood Triglicéridos 30g/L
Proteinas 110 g/L
Kit Bilirrubina 200 mg/L
QlAamp | Hemoglobina 200 g/L
DSP DNA | Triglicéridos 18,2 g/L
Blood Proteinas 77-96 g/l
. Bilirrubina 200 mg/L
Método  "Hemoglobina 200 g/l
Gentra  "Trigjicéridos 18.2 g/L
PureGene poteinas 119-146 g/L / /
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b
6. Las placas de PCR son compatibles con la mayoria de termocicladores
del mercado. Vea mas abajo la tabla de compatibilidad de los

termocicladores. Esta tabla es solo de referencia. , oo
Tabla de compatibilidad
Fabricante Termociclador
Biometra Uno
Uno Il

Tpersonal Cycler
T1 Thermocycler
T3 Thermocycler
TGradient
TRobot
Bio-Rad Genecycler
iCycler™
MyCycler
Corbett Research Palm Cycler™
Eppendorf Mastercycler® Gradient
MasterCycler EP Gradient

: M384
Ericomp SingleBlock System
TwinBlock System
Deltacycler |
ThermoHybaid PCR Sprint
PCR Express, Px2, PxE
MultiBlock System and MBS®
Touchdown
Omnigene
Omn-E
MJ Research™ PTC-200 DNA Engine™
PTC-225/220/221 DNA Tetrad™/ Dyad™
PTC-100™ with 96-wel block
MWG Primus 96
Primus 384
TheQ Lifecycler™
ABI GeneAmp® 2400
Geneamp® 270012720
Geneamp® 9600
Geneamp® 9700
Geneamp® 9800 FAST Block
Stratagene Robocycler
Takara TP 240
TP 3000
Techne TC-412/512
Touchgene Gradient
Flexigene
Genius
G-Storm GS1/GS4/GSX

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
o
+
+
+
-+
+
+
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7. El funcionamiento de este kit con la mezcla maestra sin Tag polimerasa
s6lo se ha aprobado con Tag ADN Polimerasa de Roche, grado GMP
(n.° de catalogo: 03 734 927 001 o 03 734 935 001). Se desconoce el
rendimiento en ensayos con cualquier otra enzima, y debe establecerse

y aprobarse por parte del usuario. 5 6 5 6
VALORES PREVISTOS
A. Analisis de los datos

Examine meticulosamente la fotografia del gel y determine los carriles

positivos.

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

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

b. Es util supervisar las longitudes correspondientes de los productos
de PCR especificos segun los prospectos de los productos
especificos del lote al interpretar los resultados del gel. Varios
carriles tienen dos o mas longitudes posibles de productos de PCR
especificos. Estos pocillos contienen varios pares de cebadores
que generan productos de PCR de varios tamafos segun los alelos
de HLA de la muestra de ADN.

c. Haga corresponder el patron de carriles de gel con productos de
PCR especificos con la informacion de [as tablas de especificidad e
interpretacion especificas del lote para obtener la tipificacién de
HLA de la muestra de ADN.

2. Debe ver una banda de control positivo interno, de migracién mas lenta
y mas larga, en todos los carriles de gel excepto en el carril de gel de
control negativo, como un control de una amplificacion correcta. Es
posible que la banda de control positivo interno sea débil o no se
encuentre en los carriles de gel positivos.

a. Registre la presencia y las longitudes correspondientes de las
bandas de control positivo interno. Las bandas de control de
diferentes tamafos ayudaran en la orientacién correcta de la
tipificacion, asi como en la identificacion en los kits.

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

i. Si pueden determinarse alelos de HLA en presencia de
reacciones PCR fallidas y estas no cambian la asignacion de
los alelos, no sera necesario repetir [a prueba.

ii. Si, no obstante, las reacciones PCR fallidas pueden cambiar la
asignacion de alelos de HLA, debera repetirse la tipificacion.

3. La presencia de productos de PCR especificos o banda de control
positivo interno en los carriles de control negativo indica la
contaminacién con productos de PCR e invalida todos los resultados de
la prueba. En los carriles de control negativo pueden observarse
oligébmeros de cebadores con un tamafio entre 40 y 60 pare
Esto no constituye una contaminacion.

! a'. i Vitrer « =R
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B. Interpretacién del gel

Reaccién Reaccién Falloen la
positiva negativa reaccién PCR
Pocillo | 1 | | |
Banda de control -

positivo interno

Banda especifica

Banda del cebado NN HNEEEEE NN

1.

Debe hacerse pasar un marcador de peso molecular de ADN (escalera
de 100 pares de bases, n.° de producto del marcador de peso molecular de ADN:
103.202-100, o n.° del marcador de peso molecular de ADN para tiradas de gel

cortas: 103.203-100) en un pocillo por fila del gel o siguiendo las
directrices de acreditacion del laboratorio local.

Pueden obtenerse bandas mas largas que la banda de control positivo
interno y estas deben descartarse en la interpretacién de los resultados
de tipificacion.

Los cebadores no utilizados formaran una banda difusa mas corta
que 50 pares de bases.

Pueden observarse artefactos de oligdmeros en los cebadores. Estos
son mas largos que la banda del cebador, aunque mas cortos que las
bandas especificas.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL FUNCIONAMIENTO

Control de calidad del lote del kit

Cada solucién de cebadores se prueba en comparacién con un panel de 48
muestras de ADN de lineas celulares bien definidas del IHWC; consulte las
hojas de validacion de lineas celulares especificas del lote en la informacion

especifica del lote del prospecto del producto.

Comparacién de métodos
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Se llevd a cabo un estudio para comparar los kits de tipificacion de HLA Olerup
SSP® con y sin Taq polimerasa proporcionados en la mezcla maestra de PCR.
El objetivo del estudio era demostrar que fa adicién manual no afecta a los

resultados del ensayo y que se obtienen los mismos resultados con diferentes |2
lotes de Tag polimerasa. El estudio incluy¢ la tipificacién de baja resolucion de =

HLA-A, HLA-B (clase |} y HLA-DRB (clase II) de 15 muestras de ADN con
genotipo HLA conocido obtenidas durante la recogida del Taller Internacional
de Histocompatibilidad. Las muestras fueron preparadas y codificadas por
personas distintas a las encargadas de llevar a cabo las pruebas, quienes no
conocian los tipos de HLA de las muestras. Cada muestra se probo
paralelamente con el kit de placa Combi Olerup SSP® HLA-A-B-DR con mezcla
maestra de PCR sin Tag polimerasa (“prueba”), y con el kit de placa Combi
Olerup SSP® HLA-A-B-DR con mezcla maestra de PCR con Taq polimerasa
(“control’), de acuerdo con las instrucciones del prospecto del producto de cada
ensayo. Todas las pruebas se realizaron en el laboratorio de Olerup SPP AB en
Saltsjobaden {Suecia), con un lote del kits y dos lotes de Taq polimerasa. En el
estudio se utilizd Tag ADN polimerasa, grado GMP, de Roche. Las pruebas de
cada muestra consistian en la tipificacion de baja resolucion con el kit de placa
Combi Olerup SSP® HLA-A-B-DR con: 1) mezcla maestra de PCR con Taq
polimerasa {ensayo autorizado por la FDA; ensayo de control); 2) mezcla
maestra de PCR con 5 U/uL de Taq ADN polimerasa, grado GMP, de Roche;
lote n.° 1 (lote de prueba n.° 1), y 3) mezcla maestra de PCR con 5 U/uL de
Taq ADN polimerasa, grado GMP, de Roche; lote n.° 2 (lote de prueba n.° 2).
Después del proceso de PCR, se llevé a cabo una fase de deteccién mediante
electroforesis en gel. A continuacion se detallan los resultados.

Concordancia
Resultados de
tipiﬁS:c?g:addeofachse | tipificacion de la conco:/siancia
Comparacidn (n.° clase Il (Intervalo de
" (n.° :
concordancias/total) concordanciasftotal) conggr:/z% del
HLA-A HLA-B HLA-DRB °
Lote de 100%
o
p’”fgti " Yl qsns 15/15 15/15 1(33 i )
control
Lote de 100%
prueban?®1/ 15/15 15/15 15/15 (84,7 -
Concordancia® 100,0%)
Lote de 100%
prueban? 2/ (84,7 —
Lote de 15/15 15/15 15/15 100,0%)
control
Lote de 100%
prueba n.® 2/ 15/15 15/15 15/15 m
Concordancia 00,0%)
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Lote de

1]
pr”fgtae ’;-61 Il 1sns 1515 15/15

prugban®2

8 Método de puntuacién
b Resultados de concordancia de la recogida durante el Taller
Internacional de Histocompatibilidad
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37: 197-204.

2. Olerup O, Zetterquist H. HLA-DR typing by PCR amplification with sequence-
specific primers {(PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serological DR typing
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tions. Tissue Antigens 1992: 39: 225-235.

3. Los alelos de HLA actuales pueden encontrarse en:

a. http://iwww.ebi.ac.uk/imgt/hla o

b. http://www.anthonynolan.org.uk/HIG.
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RESOLUCION DE PROBLEMAS

Problema

Motivo

Accion

No hay amplificacién (ni
amplificacion de los
fragmentos de control
interno ni
amplificaciones
especificas).

Poca cantidad de ADN.

Mida la concentracion de |;

ADN y compruebe si la
cantidad afadida es
correcta.

La contaminacion del
ARN puede provocar una
sobrestimacion
espectrofotométrica de la
concentracion de ADN.
Repita la extraccion de
ADN con cuidado con
soluciones recién
preparadas.
Recomendamos la
extraccion de ADN
automatica con el
sistema EZ1 DSP DNA
Blood de QIAGEN.

El ADN contiene
inhibidores de la PCR,
como proteinas, etanol (de
los pasos de precipitacion)
o matrices restantes de
productos de la purificacion
de ADN en fase sélida.

Mida la calidad del ADN.
Recomendamos una
relacion A260/A280 de
1,6 - 2,0 por
espectrofotometria UV.
Siga estrictamente el
protocolo de extraccion
de ADN de los
proveedores.

Vuelva a extraer el ADN.
Recomendamos la
extraccién de ADN
autornética con el
sistema EZ1 DSP DNA
Blood de QIAGEN.

El ADN se ha extraido de
sangre heparinizada.

Utilice sangre no
heparinizada o
protocolos de extraccién
de ADN para sangre
heparinizada.

El ADN se disuelve en un
tampén que contiene
EDTA.

Repita la extraccion de
ADN y disuelva el ADN
en dH,0.
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Problema

Motivo

Accion

Continuacion:

No hay amplificacién (ni
amplificacién de los
fragmentos de control
interno ni
amplificaciones
especificas).

Introduccion accidental de
iejia en la prueba.

Revise las zonas en las
que se haya podido
intreducir lejia.

Los kits no se han
conservado a una
temperatura adecuada.

Conserve los kits a -
20 °C.

El termociclador no
funciona correctamente.

Calibre el termociclador y
compruebe el programa
de PCR.

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

Contacto incorrecto entre
el bloque calefactor del
termociclador y la placa de
tipificacion SSP.

Utilice una placa o un
retenedor adecuados
para pocillos de reaccion
de paredes finas de 0,2
mL.. Consulte el manual
del termociclador.

Fallo ocasional de la
amplificacion (caidas).

Los precintos o tapas de
tubos PCR que no estén
bien cerrados provocaran
evaporacién y, en
consecuencia, fallos en la
amplificacion.

Aseglrese de que los
precintos y tapas PCR
estan bien cerrados.
Puede aplicarse la
almohadilla de
compresién Olerup ssp®
{n.* de preducto: 103.505-06)
encima de los precintos
adhesivos de PCR para
evitar la evaporacion
durante el termociclado.

Errores de carga de gel.

Compruebe que se ha
cargado la cantidad de
pocillos correcta y que
cada pocillo contiene
aproximadamente el
mismo volumen de
mezcla PCR.

Uso de pipetas no
calibradas.

Calibre todas las pipetas
de forma habitual de
acuerdo con las
recomendaciones

del proveedor. )

Errores de pipeteado.

Realice el pipe ado/on
mas cuidado. L
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La mezcla maestra y la Mézclelas brevemente
muestra de ADN no se han | en vdrtice antes de su
mezclado bien antes del uso. Recomendamos
uso. agitar en vértice cada
fila. ree
Se ha afiadido un volumen |Realice el pipeteado con f) @ 5 5
desigual de mezcla mas cuidado.
maestra y ADN en los
pocillos.
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Problema Motivo Accion
Fragmentos de control ADN impuro. Mida la calidad deil ADN.
interno débiles. La relacion A260/A280

debeserde 1,6-20p
espectrofotometria UV.
La contaminacién del
ARN puede provocar una
sobrestimacién
espectrofotométrica de la
concentracién de ADN.
El ADN degradado hace
surgir manchas en los
carriles de gel.

Repita la extraccién de
ADN con cuidado con
soluciones recién
preparadas.
Recomendamos la
extraccion de ADN
automatica con el
sistema EZ1 DSP DNA
Blood de QIAGEN. ,
Poca cantidad de ADN. Mida la concentracion de
ADN y ajustela a 30
ng/ul 0 15 ng/uL para
ADN extraido por el
sistema EZ1 DSP DNA
Blood de QIAGEN.

La contaminacién del
ARN puede provocar una
sobrestimacién
espectrofotomeétrica de la
concentracion de ADN.
El ADN degradado hace
surgir manchas en los
carriles de gel.

Repita la extraccién de
ADN con cuidado con
soluciones recién
preparadas.
Recomendamos la
extraccion de ADN
automatica con el

sistema EZ1 D A
Blood de GEN.
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Problema

Motivo

Accion

Continuacion:
Fragmentos de control
interno débiles.

Temperatura de hibridacién
demasiado alta; el
termociclador no esta
calibrado.

Calibre el termociclador y
compruebe el programa de
PCR.

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

La mezcla maestra de PCR
se ha conservado a +4 °C
durante mas de 2 semanas.

Conserve la mezcla
maestra de PCR
debidamente.

Amplificaciéon no
especifica (escaleras o
manchas).

Uso de una muestra de
ADN excesiva.

Mida la concentracion de
ADN y ajuastela a 30 ng/uL
0 15 ng/uL para ADN
extraido por el sistema EZ1
DSP DNA Blood de
QIAGEN.

Algunas soluciones de
cebadores tienen una
mayor tendencia a generar
amplificaciéon no especifica;
vea las notas al pie de
cada tabla de especificidad
especifica del lote.

ADN impuro.

En [a interpretacion de los
resultados obtenidos,
deben descartarse todos
los fragmentos mayores
que el fragmento de control
interno.

Compruebe la calidad del
ADN. Repita la extraccion
de ADN.

Recomendamos la
extracciéon de ADN
automatica con el sistema
EZ1 DSP DNA Blood de
QIAGEN.

Algunas soluciones de
cebadores tienen una
mayor tendencia a generar
amplificaciéon no especifica;
vea las notas al pie de

cada tablaWad
especifica lote.
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Problema

Motivo

Accion

Sefiales de amplificacién
cada vez mas débiles al
cabo del tiempo.

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

Prepare una nueva I
solucién de bromuro de |
etidio para conseguir una
mejor tincién del gel de
agarosa y una mejor
sefal. Las nubes de los
cebadores son faciles de
detectar si la tincién del
gel de agarosa es

normal.

Una de las lamparas UV
esta rota.

Compruebe e! equipo de
iluminacion UV. Las
nubes de los cebadores
son faciles de detectar si
la iluminacién UV es
normal.

Se ha utilizado una
muestra de ADN
demasiado pequefia.

Mida la concentracion de
ADN y ajusteia a 30
ng/uL o 15 ng/uL para
ADN extraido por el
sistema EZ1 DSP DNA
Blood de QIAGEN.,

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

Calibre el termociclador y
compruebe el programa
de PCR.

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

Patrones de
amplificacion extrafos.

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

Compruebe el nimero
de lote del producto
utilizado y la

hoja de trabajo o tabla de
interpretacién utilizada.

Orden incorrecto en la
carga de gel.

Compruebe la alineacién
de mezclas y carriles de

gel,

El patron de amplificacién
contiene un falso positivo.

Véase a continuacion.

El patrén de amplificacion
contiene un falso negativo.

Véase a continuacion.

IFU-02
N.° de rev.. 04
Siuiio del 20127

e e B il

C€

0088




Olerup SSP® Prospecto
Instrucciones de uso
Kits de tipificacion de HLA Olerup SSP® sin Taq polimerasa

Problema Motivo Accién g 5
Amplificaciones de Contaminacién del ADN. Utilice guantes, puntas de % 5 6
falsos positivos. pipeta con barreras (tapones
de filtro) y espacios
separados para la
manipulacién previa a la
PCR y la posterior a la PCR.
Asegurese de manipular con
cuidado todas las muestras
en cada paso.

Compruebe la presencia de
contaminacién con un kit de
contaminacion Olerup SSP®
(Wipe Test kit).

ADN impuro. Mida la calidad del ADN.
Siga estrictamente el
protocolo de extraccion de
ADN de los proveedores.
Pruebe otros sistemas de
extraccion de ADN,

Vuelva a extraer el ADN.
Recomendamos la
extracciéon de ADN
automatica con el sistema
EZ1 DSP DNA Blood de

QIAGEN.
Uso de una muestra de Mida la concentracién de
ADN excesiva. ADN y ajustela a 30 ng/uL o

15 ng/uL para ADN extraido
por el sistema EZ1 DSP
DNA Blood de QIAGEN.
Temperatura de hibridaciéon | Calibre el termociclador y
muy baja. - |compruebe el programa de
PCR. Un termociclador
utilizado para la tipificacion
PCR-SSP de rutina dehe
calibrarse cada 6-12 meses.

Demasiado tiempo No debe permitirse un
transcurrido entre la retraso superior a 5 minutos
instalacion de PCR y el antes del termociclado.

inicio del termociclado.
Mucho tiempo transcurrido | Utilice un termociclador
entre la colocacidén de las | precalentado.

placas de tipificacion en el
termociclador y el inicio del
termociclado.

] i~rman Sialino
. ioo~tnTecnica
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Problema

Motivo

Accion

Continuacién:
Amplificaciones de
falsos positivos.

Uso de bromuro de etidio
excesivo.

Utilice la cantidad
recomendada de
bromuro de etidio.

Interpretacién incorrecta de
un artefactc como una
banda especifica.

Compruebe la tabla u
hoja de trabajo de
interpretacion especifica
del lote y la tabla de
especificidad para el
tamafio de banda
correcto y las notas al
pie.

El patrén de amplificacion
contiene un falso positivo.

Compruebe si todas las
amplificaciones
especificas tienen el
tamafio adecuado o si se
ha malinterpretado como
amplificacién un
artefacto (arrastre de
muestra, dimero del
cebador).

Qrden incorrecto en la
carga de gel.

Compruebe la alineacion
de mezclas y carriles de
gel.

Amplificaciones de
falsos negativos.

El termociclador no esta
bien calibrado.

Calibre el termociciador y
compruebe el programa
de PCR. Un
termociclador utilizado
para la tipificacién PCR-
SSP de rutina debe
calibrarse cada 6-12
meses. .

Si no se corrige con la
recalibracién, vuelva a
tipificar la prueba con
una muestra de
referencia de la misma
especificidad. Si se
confirma la negatividad,
péngase en contacto con
el departamento de

atencién al cliente. 1

Orden incorrecto en la
carga de gel.

Compruebe la ali

IFU-02
Nederev.: 04 .

q3

0088

iutio del 2012




A

Olerup SSP®

Kits de tipificacion de HLA Oferup SSP® sin Tag polimerasa

Prospecto
Instrucciones de uso

Pagina 26 de

Prohlema Motivo Accion
Problemas generales |Muestra de ADN Aparece una mancha e
con el gel (geles degradado.

borrosos y/o carriles

los carriles de gel. Aisledl é
ADN de una muestra

manchados). reciente.
Muchas estrias en algunos | Suspensiones irregulares
pocillos. de ADN. Aseglrese de que
la muestra de ADN esté
disuelta antes de tomar una
alicuota. Agite en vortice la
muestra de ADN diluido.
El producto de PCR ha Alinee cuidadosamente las
rebasado los bordes del puntas de pipeta con los
pocillo. pocillos de gel y dispense
lentamente.
Es posible que el tampén | Prepare un nuevo tampén
de electroforesis esté de TBE.
demasiado caliente. Hagalo funcionar a un
voltaje mas bajo.
Se ha utilizado un Asegurese de que utiliza el
porcentaje incorrecto de gel |gel de agarosa al 2%
de agarosa. recomendado.
La agarosa no se ha Vuelva a hervirla
disuelto totaimente. brevemente para que se
funda la agarosa.
Concentracion de TBE Utilice la concentracion de
incorrecta. 0,5 x TBE recomendada.
Geles colados hace poco. |Los geles no estan listos
para usarse hasta pasados
16 minutos desde el colado.
Geles demasiado viejos. No cuele los geles
demasiado pronto.
El peine de gel utilizado Utilice peines finos
tiene ranuras demasiado (4 x 1 mm).
gruesas.
La placa de gel no es Extraiga el gel de la placa
transparente a UV. antes de visualizarlo.
La fotografia de gel es Uso de bromuro de etidio
demasiado brillante. excesivo.
Compruebe la configuracion
de la camara.
La fotografia de gel es Utilice la cantidad
demasiado oscura. recomendada de bromuro
de etidio.
Compruebeélajm’@ :
de la camara- ,
IFU-02 c €
N.°derev.: 04 ¥
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Olerup SSP® Prospecto
‘ Instrucciones de uso
Kits de tipificacion de HLA Olerup SSP® sin Taq polimerasa

Problema Motivo Accién
Problemas generales | Tasa de incremento de Los kits de Olerup SSP son
con falsos negativos |temperatura demasiado validados con el
en la amplificaciéon o |aita. termociclador GeneAmp &5y 3 I
problemas 9700 en modo 9600, SR VNS g
dependientes test-a- Elevadas tasas de
test de cualquier incremento de temperatura,
naturaleza. mayores que las descritas,

pueden tener efectos en los

resultados de la tipificacion.
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Instrucciones de uso
Kits de tipificacion de HLA Olerup SSP® sin Taq polimerasa

MARCAS COMERCIALES UTILIZADAS EN ESTE DOCUMENTO/PRODUCTO

Olerup 55P®es una marca comercial registrada de Olerup SSP AB.
Qiagen™ es una marca comercial de QIAGEN.

AVISO AL COMPRADOR: kits Oferup SSP® sin Tag polimerasa — Se
recomienda utilizar este producto con Taq polimerasa, grado GMP, de Roche
(n.° de catalogo: 03 734 927 001 o 03 734 935 001) en el proceso de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), que goza de patentes de Roche Molecular
Systems, Inc. y F. Hoffmann-La Roche Ltd. ("Roche"). El laboratorio es
responsable de contactar con Roche Molecular Systems, Inc. para determinar
si se necesita una licencia bajo estas patentes.

GARANTIA

Olerup SSP AB ofrece garantia de sus productos al comprador original en caso
de defectos de material o de fabricacién, siempre que los productos se utilicen
de forma normal y para su aplicacién normal. La tnica obligaciéon de Olerup
SSP AB de acuerdo con esta garantia sera cambiar, sin ningun coste, cualquier
producto que no cumpla los niveles de funcionamiento indicados en la hoja de
especificaciones del producto.

Esta garantia es valida tinicamente para productos que se hayan manipulado y
almacenado de acuerdo con las recomendaciones de Olerup SSP AB y no es
valida para aquellos productos que hayan sido objeto de alteracién, mal uso o
uso indebido.

Todas las reclamaciones amparadas por esta garantia deben dirigirse a Olerup
SSP AB por escrito y deben ir acompafiadas de una copia de la factura del
comprador. Esta garantia reemplaza cualquier otra garantia, expresa o
implicita, incluidas las garantias de comerciabilidad e idoneidad para un fin
concreto. En ningun caso se responsabilizara a Olerup SSP AB de daiios
accidentales o consecuentes.

Este producto no puede reformularse, reenvasarse ni revenderse de ningun
modo sin el consentimiento por escrito de Olerup SSP AB, Franzengatan 5, SE-
112 51 Stockholm, Suecia.

Manipule todas las muestras como posibles transmisoras de enfermedades.
Todas las tareas deben llevarse a cabo con guantes y la proteccion adecuada.

CERTIFICADO DE GARANTIA
Olerup SSP AB garantiza que los cebadores de las placas de tipificacion Olerup
sSP® cuentan con las especificidades indicadas en la hoja de trabajo y las tablas
de interpretacion y especificidad especifica del lote del prospecto del producto.

Si se conservan a —20°C, los cebadores secos se mantienen estables durante
30 meses a partir de la fecha de fabricacién.

Si se conserva a -20°C, ia mezcla maesira de PCR sin Tag polime
mantiene estable durante 33 meses a partir de la fecha de fabricacjé
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Olerup SSP® Prospecto
Instrucciones de uso
Kits de tipificacién de HLA Olerup SSP® sin Taq polimerasa

DIRECCIONES:

Fabricante:

Olerup SSP AB, Franzengatan 5, SE-112 51 Stockholm, Sweden.
Tel.: +46-8-717 88 27

Fax: +46-8-717 88 18

Correo electrénico: info-ssp@olerup.com

Sitio web: hitp://iwww.olerup-ssp.com

Distribuido por:

Olerup GmbH, Léwengasse 47 / 6, AT-1030 Viena, Austria.
Tel.: +43-1-710 15 00

Fax: +43-1-710 1500 10

Correo electrénico: support-at@olerup.com

Sitio web: htip://www.olerup.com

Olerup Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel.: 1-877-OCLERUP1

Fax: 610-344-7989

Correo electronico: info.us@olerup.com

Sitio web: http://www.olerup.com

pdéngase en contacto con Olerup GmbH.

IFU-02 c E

N.°derev.: 04 . 0ogs
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~ Inserto de producto — Instrucciones para uso (IFU)

Informacion Lote especifica

OLERUP SSP [Nombre especifico]*
* [Ver Anexo | — columna “nombre del producto”]

Ndmero de producto: N2 de catalogo / [referencia de si incluye ¢ n\o Tag polimerasa.]

Ndmero de lote: XXX [5 6

Fecha de expiracién: afio — mes — dia e
Numero de ensayos (Presentaciones del producto):
Ejempio: 48 Tests — Producto Catdlogo N2 XXX

12 Tests — Producto Catdlogo N2 YYY

Nimero de pocillos por ensayo: Variable segun el lote.
Almacenamiento — primers pre - alicuotados: En la oscuridad a — 202C
- PCR Master Mix: -20°C
- Selladores adhesivos PCR: Temperatura ambiente
- Inserto de producto: Temperatura ambiente

ESTA DESCRIPCION DE PRODUCTO ES SOLO VALIDA PARA EL LOTE N2 XXX
Cambios comparados con el lote previo

[Se informa la actualizacion de las tablas de interpretacién y de la especificidad del nuevo lote
comparada con el previo)

Descripcidn del producto
Nombre: [Describe nombre]
Contenido: {Describe el contenido del conjunto de primers, de los grupos de alelos y grupos
serolégicos de alelos que reconocen)
Disposicidn de la placa: [Describe nimero de determinaciones, es decir de reacciones PCR, por
ensayo y la disposicién de las reacciones en los pocillos de la placa]
Interpretacién: [Describe que alelos serdan amplificados]
Alelos identificados de forma inequivoca: [Describe todos los alelos que seran amplificados y
agrupados segun sus especificidades serolégicas]

TABLA ESPECIFICIDAD
[Presenta el Detalle de especificidades (alelos amplificados) y tamafios de los productos PCR,
de las bandas de control]

TABLA DE INTERPRETACION
[Presenta los patrones de amplificacién de los alelos correspondientes al producto]

HOIJA DE VALIDACION DE LA LINEA CELULAR
[Presenta la validacién del conjunto de primers correspondientes en diversas linea

- CERTIFICADO DE ANALISIS .
[Presenta el Certificado de Control de Calidad de producto terminadode icd, con
fecha de aprobacidn, firma autorizada del Supervisor de Control de e )

NN RT3
GROLDICN S.RL.
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*

resultados de amplificaciones obtenidos)

DECLARACION DE CONFORMIDAD

lote, fecha de expiracion, nimero de ensayos, nimero de pocillos por ensayo, especificac .“; s, 3&‘3
de cada pocillo. Describe las lineas celulares contra las que fueron ensayados los primers Wg e

ROt N\ A

[Presenta una Declaracién de Conformidad relacionada con la Conformidad con estdndares

internacionales que rigen las regulaciones de los dispositivos médicos de diagnéstico uso in

vitro/ Conformidad con las normas 1SO 9001:2008, 1SO 13485:2003 y la Directiva 98/79/EC [5 6 &
! .

para dispositivos médicos, Anexo Il Lista B}

DATOS DEL ELABORADOR

Olerup SSP AB; Hasselstigen 1, SE-133 33 Saltsjobaden, Suecia
Tel: +46-8-717 88 27

Fax: +46-8-717 88 18

E-mail: info-ssp@qclerup.com

Webpage: http://www.olerup-ssp.com

DATOS DEL DISTRIBUIDOR

Olerup GmbH, Lowengasse 47/6 , AT -1030 Viena, Austria.
Tel: +43-1-710 15 00

Fax: +43-1-710 1500 10

E-mail: support-at@olerup.com
Web page: http://www.olerup.com

Olerup Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel: 1-877- OLERUP1

Fax: 610-344-7989

E-mail: info.us@olerup.com

Webpage: http://www.olerup.com
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DNA Size Marker Inserto de producto

Catélogo: 103.202-100/500
Lote N¢:

OLERUP SSP DNA Size Marker

Numero de producto: 103.202-100/500

Numero de lote: f‘%’ 6 ‘

Volumen:  Producto Ne 103.202-100: 2 x 500 ul f 5 )
Producto N2 103.202.500; 10 x 500 ul

Concentracion: 20 ng/ul

Formato: Listo para cargar, 10 ul por banda de gel

Fecha de expiracion:

Almacenamiento : 2-82C

DESCRIPCION: 103.202-100: 2 viales, 500 ul cada uno.
103.202-500: 10 viales, 500 ul cada uno.
DNA ladder, con 7 bandas: 50,100,200,300,400,500 y 1000 bp,
20 ng/ul
En 10 mM Tris-HC| (pH 9.0}, 50 mM KCl, 5 % (v/v) glicerol
(99.5 %), rojo cresol 100 ng/ul.

El DNA ladder contiene 7 fragmentos de igual intensidad:

Fragmento Namero de pares de bases
1 1000
2 500
3 400
4 300
5 200
6 100
7 50
USO DEL PRODUCTO

El DNA Size marker puede ser resuelto bien en geles estdndares LE agarosa del 1-2%, en geles
NuSieve 3:1 o Metaphor hasta el 4 %.

ALMACENAMIENTO: Almacenar a 2-82C.
TRANSPORTE: El DNA Size Marker es transportado a temperatura ambiente.,

ESTABILIDAD: El DNA Size marker es estable por 24 meses cuando se almacend a 2-82C.

~refin Shalino
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CERTIFICADO DE ANALISIS

Olerup SSP DNA Size Marker
Numero de producto: 103.202-100/-500
Niamero de lote:
Volumen: Producto N2 103.202-100: 2 x 500 ul

Producto N2 103.202.500: 10 x 500 ul
Concentracion: 20 ng/ul
Fecha de expiracidn:

10 ul de DNA Size Marker fueron separados sobre un gel de agarosa al 2 % tefiido por bromuro
de etidio. '

Resultados: 7 fragmentos de 50,100,200,300,400,500 y 1000 bp, fueron visibles sobre un
transiluminador UV.

Fecha de aprobacion: afio — mes — dia

Aprobado por:

Supervisor de Control de Calidad




DECLARACION DE CONFORMIDAD

Nombre del producto: DNA Size MArker
Producto ndmero: 103.202-100/-500
Ndmero de lote:

Uso a que estd destinado: DNA Size Marker

Elaborador: Olerup SSP AB
Hasselstigen 1
SE-133 33 Saltsjébaden, Suecia

Tel: +46 8 717 88 27 L5 6 ’

Fax: +468717 8818

Nosotros, Olerup SSP AB, declaramos que este producto, al cual se refaciona esta declaracion
de conformidad esta en conformidad con los siguientes estdndares y otros documentos
normativos 1SO 9001:2000 e 1SO 13485:2003, siguiendo las directivas de la Directiva 98/79/EC
sobre dispositivos médicos de diagndstico, anexo lil, segin las leyes nacionales de los estados
miembros de la Comunidad Europea.

El archivo de documentacién técnica es mantenido en olerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33
Saltsjtibaden, Suecia.

Fecha:

Director:

DOMICILIOS:

Elaborador: Olerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33 Saltsjébaden, Suecia
Tel: +46 8717 88 27

Fax: +46 87178818

E-mail: info-ssp@olerup.com

Web page: http://www.olerup.com

Distribuido por:

Olerup Gmbh, Lowengasse 47/6, AT — 1030 Vienna, Austria.
Tel: +43-1-710 15 00

Fax: +43-1-710 15 00 10

E-mail: support-at@olerup.com

Web page: http://www.olerup.com

Olerup Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel; 1-877 = Olerupl

Fax: 610-344-7989

E-mail: info.us@olerup.com

Web page: http://www.olerup.com

Para informacion sobre los distribuidores en todo el mundo, contactara Q
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HLA- Control Negativo Inserto de producto

Instrucciones generales para uso
Catdlogo: 102.102-01u - sin Taq polimerasa

Lote N; Informacién especifica de lote www.olerup-ssp.com

OLERUP SSP HLA — CONTROL NEGATIVO SSP

Numero de producto: 102.102-01u ~ sin Taq polimerasa
Ndmero de lote:
Fecha de expiracion: 5 6 5 .
Numero de ensayos: 96 5
Numero de pocillos por ensayo: 1
Almacenamiento de - primers pre-alicuotados: oscuridad a — 20°C

- Master Mix PCR: -202C

- Selladores adhesivos PCR: Temperatura ambiente

- Inserto del producto: Temperatura ambiente

ESTA DESCRIPCION DE PRODUCTO ES SOLO VALIDA PARA EL LOTE N2 XX
DESCRIPCION GENERAL

El Olerup SSP HLA- Control Negativo estd indicado para ser usado como un control negativo en .
las tipificaciones de Olerup SSP. i

El conjunto de primers contiene pares de primer Control Negativo, que amplifican mds que el
95 % de los amplicones Olerup SSP HLA Clase |, DRB, DQB1 y DPB1, como asi también todos los
amplicones generados por los pares de primers control que coinciden con el gen de la
hormona de crecimiento humana.

El Olerup SSP HLA- Control Negativo tiene una sensibilidad para detectar aproximadamente 50
copias de DNA template.

DESCRIPCION DE PRODUCTO
HLA- CONTROL NEGATIVO S5P
Contenido
El conjunto de primer contiene pares de primer Control negativo, que amplificardn més del 95
% de los amplicones Olerup SSP HLA Clase |, DRB, DQB1 y DPB1, como asi también los
amplicones generados por los pares de primer control que coinciden con el gen de la hormona
de crecimiento humana.

Rango de medidas del producto PCR desde 75 a 430 pares de bases.
El producto PCR generado por el par de primer control es de 430 pares de bases.

Longitud 105 200 105 80 75 80

de PCR

Producto .

5"~ primer’ 164 340 440 45 45 1~ j a3 ,
S_CACT i Aggs' S TTAY ¥ Tg ga‘ o gV S /Tg gs' '

Zioq. ermén Bialino
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3'- primer? 231 2 507 59 58
5 Tg ga' 5. AAAY 5 Tg gs' S CTC 5 gg c
A* + + +
B* + + +
Cw* + + +
DRB1 ' + +
DRB3 + +
DRB5 +
DQB1 +
DPB1 +

! La posicién del nucledtido para los genes HLA Clase | y el codén para los genes HLA Clase i, en el 2™ 05 6 5 5
3™ exdn, coincidiendo con la especificidad del determinante final 3'del primer es dada. Nucledtidos y

numeracién de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla.

La secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

2 La posicién del nucledtido para genes HLA clase | y el codén para genes HLA clase Il, en el 2" 0 3% exén

0 el 2nd intron, coincide con la especificidad de! determinante final 3'del primer dado en la direccion

anti-sentido. Nucleétidos y numeracién de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla. La

secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

La solucién primer es prealicuotada dentro de pocillos PCR 0.2 ml. Cada pocilio contiene la
misma solucion de primer seco.

PCR Master Mix sin Taq, nucleétidos, buffer, glicerol y rojo cresol, como asi también selladores
adhesivos PCR son incluides en el equipo.

1 reaccién PCR con un volumen de reaccidén de 10 ul es realizado por ensayo.

Disposicién de la placa
Cada ensayo consiste en 1 reaccion PCR. Cada pocillo de placas PCR x 8 pocillos contiene el
mismg primer mix.

[+ T = [ 1 [ 12 [ 1 | 1 ] 1

[ 1

La placa de PCR de 8 pocillos es marcada con “NC” en tinta gris/plata.

El pocillo N2 1 es marcado con el nimero de lote.

Una hilera tenue de numeros es vista entre los pocillos 1y 2 o los pocillos 7 y 8 de las bandejas
PCR. Estos se derivan a partir de la elaboracion de las bandejas, y deben ignorarse.

Las placas PCR son cubiertas con un papel de aluminio compatible con PCR.

Por favor notar: Cuando se remueve cada pocillo PCR, asegurar que los pocillos/placas
remanentes permanecen cubiertos. Usar un bisturi o un instrumento similar para cortar
cuidadosamente el aluminio entre las placas/pocillos.

PROTOCOLO

Amplificacién PCR

Para usuarios de equipos Olerup SSP que incluyen Taq polimerasa

Cortar un pocillo a partir de la placa PCR de 8 pocillos.

Adicionar 2 ul de agua bidestilada al pocillo de control negativo.

Adicionar 8 ul de PCR Master Mix con la mezcla Tag-H20 al pocillo de control negativo, es

H20.



http://www.ebi:ac.uk/imgt/hla.
http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla.La

Adicionar la muestra DNA al PCR Master Mix con la mezcla Tag-H20, mezclar bien y dispensgg
10 ul del DNA_PCR MAster Mix con mezcla de Tag-H20 dentro de cada uno de los pocilios d
la tipificacién SSP, pero no dentro del pocillo de control negativo.

El mismo PCR Master mix sin Taq y la misma agua bidestilada que se usé para las tipificaciones
deberian ser usados en el pocillo de control negativo. (El PCR Master mix sin Taq provisto con
el equipo de Control negativo reemplaza el PCR Master Mix usado a partir de los equipos de
tipificacién sin Taq polimerasa,

Usar un ciclador térmico para 96 pocillos con tapa caliente. El gradiente de temperatura a
través del bloque de calor deberia ser < a 12C. 5
653

Pardmetros de ciclado térmico:

1. 1ciclo 942C 2 min desnaturalizacién
2. 10ciclos 94¢C 10segundos  desnaturalizacion

659C 60 segundos hibridacién y extension
3. 20ciclos 94eC 10 segundos  desnaturalizacién

612C 50 segundos hibridacidn
72¢C  30segundos extension

4. Mantenimiento final Temperatura ambiente Si es menos de 8 horas
49C Si es mds de 8 horas

Los mismos pardmetros de ciclado de PCR son usados para todos los equipos Olerup 55P.

Electroforesis en gel de agarosa

Preparar un gel de agarosa al 2 % (p/v} en 0.5 x TBE buffer. Disolver la agarosa por ebullicién
en un microondas. Dejar la solucion del gel enfriar a 60°C. Tefiir el gel antes de su fundicidn
con bromuro de etidio (10 mg/ml), 5 ul por 100 mi de solucién del gel. Para un mas facil
manejo puede usar nuestras botellas goterc de bromuro de etidio (producto N2 103.301-10), 1
gota de bromuro de etidio por 50-75 mt de gel. Nota: el bromuro de etidio es un potencial
carcindgeno.

Cargar los productos PCR, preferentemente usando una pipeta de 8 canales. Cargar un
marcador de tamafio de DNA (escala de 100 pares de bases, producto N2 103.201-100) en uno
de los pocillos por hilera.

Correr el gel en 0.5 x TBE buffer, sin recirculacion del buffer, por 15-20 minutos a 8-10 V/cm.

Documentacion e Interpretacién
Colocar el gel sobre un transiluminador UV y documentar por fotografia. Registrar la presencia
o ausencia de los productos PCR.

En el pocillo de control negativo, ningun producto PCR deberia ser visto. La presencia de
productos PCR indica contaminacién’,

Si se detecta contaminacion, un HLA Wipe test y ensayo de todos los reactivos deberia ser
realizado en orden de detectar |a fuente de contaminacidn.

1 0s artefactos oligoméricos de primers pueden ser vistos. Esto no representa contaminacién.




CERTIFICADO DE ANALISIS
Qlerup SSP HLA - Control Negativo SSP
Namero de producto: 102.102-01u - sin Taq polimerasa
Namero de lote:
Fecha de expiracién:
Nimero de ensayos: 96
Namero de pocillos por ensayo: 1

Especificacion de Pocillo

Pocillo N¢ Produccién N¢

1 ARo- XX-xx

La solucién de primer control negativo ha sido ensayada en una serie de diluciones de los
productos PCR correspondientes, 1 a 10° hasta 1 a 10°.

Resultados: Los pares de primers control negativo pueden detectar contaminacion con los
productos PCR correspondientes diluidos entre 1 a 107,

Fecha de aprobacion: afio — mes —dia
Aprobado por:

Supervisor de Control de Calidad




DECLARACIGN DE CONFORMIDAD

Nombre del producto: Olerup SSP HLA — Control Negativo

Producto ndmero; 102.102-01u

Niamero de lote:

Uso a que esta destinado: Control Negativo en la tipificacién Olerup SSP HLA

Elaborador: Olerup SSP AB

Hasselstigen 1

SE-133 33 Saltsjobaden, Suecia R n IS
Tel: +46 8717 88 27 Y 6 S
Fax: +468717 88 18 o

Nosotros, Olerup SSP AB, declaramos que este producto, al cual se relaciona esta declaracién
de conformidad esta en conformidad con los siguientes estdndares y otros documentos
normativos ISO 9001:2000 e ISO 13485:2003, siguiendo las directivas de la Directiva 98/79/EC
sobre dispositivos médicos de diagndstico, anexo I}, segiin las leyes nacionales de los estados
miembros de la Comunidad Europea.

El archivo de documentacién técnica es mantenido en olerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33

Saltsjébaden, Suecia.
El representante autorizado esta localizado dentro de la Comunidad Europea y es: Olerup SSP

AB.

Fecha:

Director:

DOMICILIOS;

Elaborador: Olerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33 Saltsjébaden, Suecia
Tel: +46 8 717 88 27

Fax: +46 8717 88 18

E-mail: info-ssp@olerup.com

Web page: http://www.olerup.com

Distribuido por:

Olerup Gmbh, Lowengasse 47/6, AT — 1030 Vienna, Austria.
Tel: +43-1-710 15 00

Fax: +43-1-710 1500 10

E-mail: support-at@olerup.com

Web page: http://www.olerup.com

Olerup Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel: 1-877 — Olerupl
Fax: 610-344-7989

E-mail: info.us@olerup.com
Web page: http://www.olerup.com

Para informacion sobre los distribuidores en todo el mundo, contactar a Ofe
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HOJA DE TRABAJO
OLERUP SSP
Olerup SSP HLA- Control Negativo SSP

Producto N¢: 102.102-01/01u
Lote N2:
Fecha de expiracién:

Nombre: Identificacion de Muestra:

Fecha de extraccién de DNA: Concentracién (ng/ul}:

Fecha de ensayo:’ Dato de revision:

Ensayado por: Revisado por: 5 6 5 6

Interpretacién:

Rango de medidas de producto PCR a partir de 75 a 430 pares de bases.
El producto PCR generado por el par de primer control es de 430 pares de bases.

Longitud 105 200 105 80 75 80

de PCR ‘

Producto

5°- primer” 164 340 440 45 45 43
Y. CAC 5 Agg3 Y TTAY 5 Tg gs' 5 Tg g3 5 Tg ga'

3'- primer® 231 2| 507 | 59 58 57

" Tg g S AAAY S Tg g Y oTe S eg C 5 cTe

A¥ + + +

B* ;

+
+

Cw* + + +

DRB1 + +

DRB3 + +

DRB5 +

DQB1 +

DPB1 ' +

! La posicion del nucledtido para los genes HLA Clase | y el coddn para los genes HLA Clase |1, en el 2o
3 exén, coincidiendo con la especificidad del determinante final 3'del primer es dada. Nuctedtidos y
numeracién de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla.

La secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

2 La posicion del nucledtido para genes HLA clase | y el coddén para genes HLA clase |l, en el 2" 0 3% exén
o el 2nd intron, coincide con la especificidad del determinante final 3'de! primer dado en la direccién
anti-sentido. Nucledtidos y numeracién de codones comao en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla. La
secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.
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HLA Wipe Test — Control Negativo Inserto de producto

Instrucciones generales para uso
Catélogo: 102.101-01 - incluye Taqg polimerasa

Lote N2: Informacidn especifica de lote www.olerup-ssp.com

OLERUP SSP HLA WIPE TEST — CONTROL NEGATIVO

Namero de producto: 102.101-01 - incluyendo Taq polimerasa 5 6 5 6

Namero de lote:
Fecha de expiracién:
NUmero de ensayos: 96
Numero de pocillos por ensayo: 1-2
Almacenamiento de - primers pre-alicuotados: oscuridad a — 202C
- Control Positivo DNA:  -202C
- Master Mix PCR: -20°C
- Selladores adhesivos PCR: Temperatura ambiente
- Inserto del producto: Temperatura ambiente

ESTA DESCRIPCION DE PRODUCTO ES SOLO VALIDA PARA EL LOTE N2 XX
DESCRIPCION GENERAL

El Olerup SSP HLA Wipe Test — Control Negativo es indicado para uso en el monitoreo de la
contaminacién con amplicones generada por la linea de productos Olerup SSP y puede
también ser usado con un control negativo en las tipificaciones Olerup SSP.

El conjunto de primers contiene pares de primer Control Negativo, que amplifica mas el 95 %
de los amplicones Qlerup SSP HLA Clase [, DRB, DQB1 y DPB1 como asi también todos los
amplicones generados por los pares de primers control que coinciden con el gen de la
hormona de crecimiento humana.

El Olerup S5SP HLA Wipe Test — Control Negativo tiene una sensibilidad para detectar
aproximadamente 50 copias de DNA template.

DESCRIPCION DE PRODUCTO
HLA-WIPE TEST — CONTROL NEGATIVO
Contenido
El conjunto de primer contiene pares de primer Control negativo, que amplificardn mas del 95
% de los amplicones Olerup SSP HLA Clase |, DRB, DQB1 y DPB1, como asi también los
amplicones generados por los pares de primer control que coinciden con el gen de la hormona
de crecimiento humana,

Rango de medidas del producto PCR desde 75 a 430 pares de base.
El producto PCR generado por el par de primer control es de 430 pares de bases.

Longitud 105 200 105 80 75 80
de PCR L
Producto // /
5'- primer® 164 340 440 45 45" 43



http://www.olerup-ssp.com

Y. cact ¥ Agg® S_TTAY S Tgg® - Tgg S.Tgg

o
3'- primer’ 231 2nd! 507 59 58 57 %p_@y

. Tgg’ - AAA® *-Tgg’ > C1C? -gg C et

A* 4 + +
B*

+
+
+

e 5%

_DRB1 + +
DRB3

+
+

DRB5 +
DQB1 "
DPB1 "

! La posicién de! nucledtido para los genes HLA Clase | y el codén para los genes HLA Clase I, en el 2o
3" exén, coincidiendo con la especificidad del determinante final 3'del primer es dada. Nucledtidos y
numeracién de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla.

La secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

2 La posicion del nuclestido para genes HLA clase | y el codén para genes HLA clase II, en el 2" 0 3 exdn
o el 2nd intron, coincide con la especificidad del determinante final 3°del primer dad en la direccién
anti-sentido. Nucledtidos y numeracion de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla. La
secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

La solucién primer es prealicuotada dentro de pocillos PCR 0.2 ml. Cada pocillo contiene la
misma solucién de primer seco.

PCR Master Mix completeo con Taq, Taq polimerasa, nucleétidos, buffer, glicerol y rojo cresol,
como asi también selladores adhesivos PCR son incluidos en el equipo.

1-2 reacciones PCR con un volumen de reaccidn de 10 ul, son realizadas por ensayo.

Control positivo DNA es incluido en el equipo, 20 ng/ul, 75 ul.

Hisopos estériles, punta de fibra de Dacron, aplicador plastico son incluidos en el equipo. Uno
por cada paquete, 100 por equipo.

Disposicion de la placa
Cada ensayo consiste en 1-2 reacciones PCR. Cada pocillo de placas PCR x 8 pocillos contiene el
mismo primer mix.

1 | 2 | 2» I 2 ] 12 | 12 ] 1 | 1 ]

La placa de PCR de 8 pocillos es marcada con “WT”,

El pocillo N2 1 es marcado con el numero de lote.

Una hilera tenue de nlimeros es vista entre los pocillos 1y 2 o los pocillos 7 y 8 de las bandejas
PCR. Estos se derivan a partir de la elaboracidn de las bandejas, y deben ignorarse.

Las placas PCR son cubiertas can un papel de aluminio compatible con PCR.

Por favor notar: Cuando se remueve cada pocillo PCR, asegurar que los pocillos/placas
remanentes permanecen cubiertos. Usar un bisturi o un instrumento similar para cortar

cuidadosamente el aluminio entre las placas/pocillos.

PROTOCOLO
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ejemplo: bancos de trabajo, pipetas, centrifugas, refrigerador y asas del congelador, perillas
de las puertas, estantes.

1. En una localizacién libre de DNA rotutar un tubo de 1.5 ml para cada una de las dreas
de muestra.

2. Adicionar 500 ul de agua destilada estéril a cada tubo.

Humedecer uno de las hisopos aplicadores estériles provistos en cada tubo.

Limpiar el drea a ser ensayada con el aplicador humedecido, y volver a colocarlo en el

tubo original. Romper el tronco plastico del aplicador y cerrar la tapa del tubo.

s w

5. Agite brevemente.

6. Incubar las muestras a 552C en un baiio de agua o en un bloque de calor por 1 hora.

7. Centrifugar, 1 minuto, 10000 a 13000 rpm en una microcentrifuga.

8. Removery descartar el aplicador a partir de tubos con pinzas estériles.
Amplificacién PCR

Pocillo control positivo
Adicionar 1 ul del Control DNA Positivo provisto y 1 ul de agua destilada al pocillo 1.

Pocilio contro! negativo
Adicionar 2 ul de agua destilada al pocillo 2.

Para cada &rea a ensayar correr dos pocillos. ,
Adicionar al primer pocillo para cada area a ensayar; 1 ul de la muestra a ensayar y 1 ui de
agua destilada. :
Adicionar al segundo pocillo para cada irea a ensayar; 1 ul de muestra a ensayary 1 ulde DNA
Control Positivo, Esto servird como un control de inhibicién.

t

102.101-01 — incluyendo Taq polimerasa

Dentro de un tubo de 0.5 mi mezclar:

3 ul de Master Mix PCR completo con Taq por el nimero de pocillos + 2
Y

5 ul de agua destilada por el nimero de pocillos + 2

Por ejemplo para Un Ensayo Wipe consistente de {i} pocillo control positivo, (ii) pocillo control
negativo y (iii} 10 areas ensayadas (2 x 10 pocillos) mezclar:
24 x 3 = 72 ul de Master Mix PCR completo con Taqy 24 x 5=120 ul de agua destilada.

Mezclar bien, dispensar 8 ul de Master Mix PCR completo con mezcla Taq — H,O dentro de
cada uno de los pocillos del HLA Wipe test. Pocillo N2 1 de los 8 pocillos de las placas PCR es
marcado con el nimero de lote. Cerrar la placa de 8 pocillos con los selladores provistos.

El HLA Wipe Test Control Negativo puede también ser usado como un control negativo cuando
se usan los equipos Olerup 55P.

Cortar un pocillo con un par de tijeras. Adicionar a este pocillo;

3 ul de Master Mix PCR completo con Tag

7 ul de agua destilada

Incluir este pocillo como un control negativo cuando se realizan las tipificaciones@ierup S5P.

Usar un ciclador térmico para 96 pocillos con tapa caliente. El gradig peratura a

través del bloque de calor deberia ser<a 1eC.
i
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CERTIFICADOQ DE ANALISIS
Olerup SSP HLA Wipe Test — Control Negativo
Némero de producto: 102.101-01 - incluyendo Taq polimerasa
Numero de lote:
Fecha de expiracién: )
Nimero de ensayos: 96 55 6 5 t

Namero de pocillos por ensayo: 1-2

Especificacion de Pocillo

Pocillo N2 Produccion N¢

1 ARo- XX-xx

La solucién de primer control negativo ha sido ensayada en una serie de diluciones de los
productos PCR correspondientes, 1 a 10% hasta 1 a 10°,

El Control Positivo DNA ha sido ensayado con el equipo HLA Wipe Test y dio lugar a los
amplicones PCR.

Resultados: Los pares de primers control negativo pueden detectar contaminacién con los
productos PCR correspondientes diluidos entre 1 a 107,

Fecha de aprobac'ién: afio - mes—dia
Aprobado por:

Supervisor de Control de Calidad




DECLARACION DE CONFORMIDAD

Nombre del producto: Olerup SSP HLA Wipe Test — Control Negativo
Producto nimero: 102.101-01
Numero de lote:

Uso a que estd destinado: Deteccién de contaminacién con amplicones HLA. (5 8 5

Elaborador: Olerup SSP AB
Hasselstigen 1

SE-133 33 Saltsjébaden, Suecia
Tel: +46 8717 88 27

Fax: +468717 88 18

Nosotros, Olerup SSP AB, declaramos que este producto, al cual se relaciona esta declaracién
de conformidad esta en conformidad con los siguientes estadndares y otros documentos
normativos 1ISO 9001:2000 e 1SO 13485:2003, siguiendo las directivas de la Directiva 98/79/EC
sobre dispositivos médicos de diagndstico, anexo lll, segin las leyes nacionales de los estados
miembros de la Comunidad Europea.

El archivo de documentacién técnica es mantenido en olerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33
Saltsjobaden, Suecia.

El representante autorizado estd localizado dentro de la Comunidad Europea y es: Olerup SSP
AB.

Fecha:

Director:

DOMICILIOS:

Elaborador: Olerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33 Saltsjobaden, Suecia
Tel: +46 8717 88 27

Fax: +46 8717 88 18

E-mail; infg-ssp@olerup.com
Web page: http://www.olerup.com

Distribuido por:

Olerup Gmbh, Lowengasse 47/6, AT — 1030 Vienna, Austria.
Tel: +43-1-710 1500

Fax: +43-1-710 1500 10

E-mail: support-at@olerup.com

Web page: hitp://www.olerup.com

Olerup Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19332
Tel: 1-877 = Olerupl

Fax: 610-344-7989

E-mail: info.us@olerup.com

Web page: http://www.olerup.com

Para informacion sobre los distribuidores en todo el mundo, contactz
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HOJA DE TRABAJO
OLERUP SSP
Olerup SSP HLA Wipe Test — Control Negativo

Producto N9: 102.101-01/01u
Lote N2:
Fecha de expiracion:

Nombre: Identificacion de Muestra: @ 6 & g
Fecha de extraccién de DNA: Concentracion (ng/ul):

Fecha de ensayo: Dato de revisién:

Ensayado por: Revisado por:

Interpretacion:

Rango de medidas de producto PCR a partir de 75 a 430 pares de bases.
El producto PCR generado por el par de primer control es de 430 pares de bases.

Longitud 105 200 105 80 75 80

de PCR

Producto

5'- primer’ 164 340 440 45 45 43
5. CACT 5 Ag33 YOTTAS 5_ Tg ga' 5 Tg ga' 5 Tg gs'

3'- primer’® 231 2nd] 507 59 58 57

“1gg’ | ”-AAAY | P.Tgg’ S.crct S.ggC ST

A¥* + + +
B*
Cw* + + +
DRB1 / + +
DRB3 + ' +
DRB5 +
DQB1 +
DPB1 +

+
+
+

Ya posicidn del nucledtido para los genes HLA Clase | y el coddn para los genes HLA Clase (I, en el ™o
3" exén, coincidiendo con la especificidad del determinante final 3'del primer es dada. Nucleétidos y
numeracion de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla.

La secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

2 La posicién del nucledtido para genes HLA clase | y el coddn para genes HLA clase I, en el 20 3" exén
o el 2nd intron, coincide con la especificidad de! determinante final 3'del primer dad en la direccién
anti-sentido. Nucledtidos ¥ numeracidn de codones como en el sitio web: www.ebl.ac.uk/imgt/hla. La
secuencia de los nucleétidos 3 terminales del primer es dada.
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HLA Wipe Test — Control Negativo Inserto de producto

Instrucciones generales para uso

Catalogo; 102.101-01u —sin Taq polimerasa

Lote Ne: informacién especifica de lote www.olerug—ssg.cdg; 6 5 6
- % !

OLERUP SSP HLA WIPE TEST — CONTROL NEGATIVO

Nuimero de producto: 102.101-01u - sin Taq polimerasa
Nimero de lote:
Fecha de expiracién:
Nimero de ensayos: 96
Numero de pocillos por ensayo: 1-2
Almacenamiento de - primers pre-alicuotados: oscuridad a —202C
- Control Positivo DNA:  -202C
- Master Mix PCR: -202C
- Selladores adhesivos PCR: Temperatura ambiente
- Inserto del producto: Temperatura ambiente

ESTA DESCRIPCION DE PRODUCTO ES SOLO VALIDA PARA EL LOTE N2 XX
DESCRIPCION GENERAL

El Olerup SSP HLA Wipe Test — Control Negativo es indicado para uso en el monitoreo de la
contaminaciéon con amplicones generada por la linea de productos Olerup S5P y puede
también ser usado con un control negativo en las tipificaciones Olerup SSP.

El conjunto de primers contiene pares de primer Control Negativo, que amplifica mas el 95 %
de los amplicones Olerup SSP HLA Clase I, DRB, DQB1 y DPB1 como asi también todos los
amplicones generados por los pares de primers control que coinciden con el gen de la
hormona de crecimiento humana.

El Olerup SSP HLA Wipe Test — Control Negativo tiene una sensibilidad para detectar
aproximadamente 50 copias de DNA template.

DESCRIPCION DE PRODUCTO
HLA-WIPE TEST — CONTROL NEGATIVO
Contenido
El conjunto de primer contiene pares de primer Control negativo, que amplificardn méas del 95
% de los amplicones Olerup SSP HLA Clase |, DRB, DQB1 y DPB1, como asi también los
amplicones generados por los pares de primer control que coinciden con el gen de la hormona
de crecimiento humana.

Rango de medidas del producto PCR desde 75 a 430 pares de base.
E! producto PCR generado por el par de primer control es de 430 pares de bases.

Longitud 105 200 105 80 75 80

de PCR .

Producto /

5'- primer’ 164 340 440 45 /45 43
- Slalino
. :.bn Técnica
N, 7859
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Y. CACE 5 Agga’ S_TTAY 5_ Tg ga‘ S Teg’ 158’
3'- primer? 231 2nd| 507 59 58 57
5. Tg ga' S AAAY ifl Tg ga' . ce ¥ gg C S_CTC
A* + + +
B* + ‘ + +
Cw* + + +
DRB1 ¥ ¥ % 6 I
DRB3 + + R
DRB5 +
DQB1 +
DPB1 +

! La posicién del nucledtido para los genes HLA Clase | y el codén para los genes HLA Clase 11, en el 2o
3" exén, coincidiendo con la especificidad del determinante final 3'de! primer es dada. Nucledtidos y
numeracion de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla. La secuencia de los nucledtidos
3 terminales del primer es dada.

2 La posicion del nucledtido para genes HLA clase | y el codén para genes HLA clase II, en el 2" o 3™ ex6n
o el 2nd intron, coincide con la especificidad del determinante final 3'del primer dad en la direccién
anti-sentido. Nucledtidos y numeracién de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.ukfimgt/hla. La
secuencia de los nucleétidos 3 terminales del primer es dada.

La solucidén primer es prealicuotada dentro de pocillos PCR 0.2 ml. Cada pocilio contiene la
misma solucion de primer seco.

PCR Master Mix completo sin Taq, nucleétidos, buffer, glicerol y rojo cresol, como asi también -
selladores adhesivos PCR son incluidos en el equipo.

1-2 reacciones PCR con un volumen de reaccion de 10 ul, son realizadas por ensayo.

Control positivo DNA es incluido en el equipo, 20 ng/ul, 75 ul.

Hisopos estériles, punta de fibra de Dacron, aplicador plastico son incluidos en el equipo. Uno
por cada paquete, 100 por equipo.

Disposicion de la placa
Cada ensayo consiste en 1-2 reacciones PCR. Cada pocillo de placas PCR x 8 pocillos contiene el
mismo primer mix.

1 [ o+ | ¢ ] 1 [ 2 [ 1 [ 2 | 1 |

La placa de PCR de 8 pocillos es marcada con “WT” en tinta gris/plata.

El pocillo N2 1 es marcado con el ndmero de lote.

Una hilera tenue de niimeros es vista entre los pocillos 1y 2 o los pocillos 7 y 8 de las bandejas
PCR. Estos se derivan a partir de |a elaboracién de [as bandejas, y deben ignorarse.

Las placas PCR son cubiertas con un papel de aluminio compatible con PCR.

Por favor notar: Cuando se remueve cada pocillo PCR, asegurar que los pocillos/placas
remanentes permanecen cubiertos. Usar un bisturi o un instrumento similar para cortar

cuidadosamente el aluminio entre las placas/pocillos.

PROTOCOLO
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Se recomienda que 10 a 12 areas usadas comunmente se ensayen parg
de preparacion de DNA, drea de localizacion PCR y area de post-amfplificacién./f
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ejemplo: bancos de trabajo, pipetas, centrifugas, refrigerador y asas del congelador, perllla
de las puertas, estantes.

1. Enuna localizacion libre de DNA rotular un tubo de 1.5 ml para cada una de las areas
de muestra. 5 5 6
2. Adicionar 500 ul de agua destilada estéril a cada tubo.
Humedecer uno de los hisopos aplicadores estériles provistos en cada tubo.
Limpiar el drea a ser ensayada con el aplicador humedecido, y volver a colocarlo en el
tubo original. Romper el tronco plastico del aplicador y cerrar la tapa del tubo.
Agite brevemente.
Incubar las muestras a 552C en un bafio de agua o en un bloque de calor por 1 hora.
Centrifugar, 1 minuto, 10000 a 13000 rpm en una microcentrifuga.
Remover y descartar el aplicador a partir de tubos con pinzas estériles.

B w
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Amplificaciéon PCR

Pocillo control positivo
Adicionar 1 ul del Control DNA Positivo provisto y 1 ul de agua destilada al pocillo 1.

Pacillo control negativo
Adictonar 2 ul de agua destilada af pocillo 2.

Para cada drea a ensayar correr dos pocillos.
Adicionar al primer pocillo para cada drea a ensayar; 1 ul de la muestra a ensayar y 1 ul de

agua destilada.
Adicionar al segundo pocillo para cada area a ensayar; 1 ul de muestra a ensayary 1 ul de DNA
Control Positivo. Esto servird como un control de inhibicidn.

102.101-01u —sin Tag polimerasa

Dentro de un tubo de 0.5 ml mezclar:

3 ul de Master Mix PCR sin Taq x el nimero de pocillos + 2,

0.1 ul de Tag polimerasa (5 unidades/ul) x el nimero de pocillos +2 y
{5-0.1) ul de agua destilada x el nimero de pocillos + 2

Por ejemplo para Un Ensayo Wipe consistente de {i} pocillo contro! positivo, (ii) pocillo control
negativo y (iii) 10 dreas ensayadas {2 x 10 pocillos) mezclar:

24 x 3 =72 ul de Master Mix PCR sin Taq y

24 x 0.1 = 2.4 ul de Taq polimerasa

{24 x 5) -~ (24 x0.1) = 117.6 ul de agua destilada.

Mezclar bien, dispensar 8 ul de Master Mix PCR sin Tag con la mezcla Taq ~ H,O dentro de
cada uno de los pocillos del HLA Wipe test. Pocillo N2 1 de los 8 pocillos de las placas PCR es
marcado con el nimero de lote. Cerrar la placa de 8 pocillos con los selladores provistos.

El HLA Wipe Test Control Negativo puede también ser usado como un control negativo cuando
se usan los equipos Olerup SSP.

Cortar un pocillo con un par de tijeras. Adicionar a este pocillo;

3 ul de Master Mix PCR sin Taq

0.1 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul)

6.9 ul de agua destilada
Incluir este pocillo como un control negativo cuando se realizan I3

aglgnes Olerup SSP.




Usar un ciclador térmico para 96 pocillos con tapa caliente. El gradiente de temperatura a
través del bloque de calor deberia ser < a 12C.

Parametros de ciclado térmico:
1. 1cicle 942C 2 min desnaturalizacion
2. 10ciclos 942C 10segundos  desnaturalizacion
652C 60 segundos hibridacién y extensién
3. 20ciclos 94°C 10segundos  desnaturalizacion
612C 50segundos hibridacién
72¢C 30 segundos extension

;ﬁ-
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Los mismos pardmetros de ciclado de PCR son usados para todos los equipos Olerup SSP.

Electroforesis en gel de agarosa

Preparar un gel de agarosa al 2 % (p/v) en 0.5 x TBE buffer, Disolver la agarosa por ebullicion
en un microondas. Dejar |a solucién del gel enfriar a 602C. Tefiir el gel antes de su fundicion
con bromuro de etidio {10 mg/ml), 5 ul por 100 ml de solucién del gel. Para un mas facil
manejo puede usar nuestras botellas gotero de bromuro de etidio {producto N2 103.301-10), 1
gota de bromuro de etidio por 50-75 ml de gel. Nota: el bromuro de etidio es un potencial
carcinégeno.

Cargar los productos PCR, preferentemente usando una pipeta de 8 canales. Cargar un
marcador de tamafio de DNA {escala de 100 pares de bases} en uno de los pocillos por hilera.
Correr el gel en 0.5 x TBE buffer, sin recirculacién del buffer, por 15-20 minutos a 8-10 V/cm.

Documentacién e Interpretacién
Colocar el gel sobre un transiluminador UV y documentar por fotografia. Registrar la presencia
0 ausencia de los productos PCR.

HLA Wipe Test
En el carril del control positivo, uno o varios productos PCR deberian ser vistos.

En el carril del control negativo, ningun producto PCR deberia ser visto®.

La presencia de productos PCR en los carriles de muestra sin Control Positivo DNA, indican
contaminacién®,

La ausencia de producto PCR en los carriles de muestra sin Control Positivo DNA muestran que
ninguna contaminacién detectable estd presente.

En los carriles de muestra con el Control Positivo DNA, productos PCR de igual intensidad como
en el carril de control positivo deberian ser vistos. Si esos praductos PCR son mas débiles que
los productos PCR en el carril de control positivo, entonces un inhibidor puede estar PRESENTE
EN LA MUESTRA. £l ensayo deberia ser repetido con la muestra diluida 1:50 en agua destilada
estéril.

Si se detecta contaminacidn, limpiar el drea con una solucién de lavandina al 10 % y re-ensayar
el drea.

! 05 artefactos oligoméricos de primers pueden ser vistos. Esto no representa contaminacién.

Control negativo
En el pocillo de control negativo ningln producto PCR deberia ser visio.
productos PCR indican contaminacién®.

presencia de

modo de detectar la fuente de la contaminacién.
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CERTIFICADO DE ANALISIS
Olerup SSP HLA Wipe Test - Control Negativo *
Namero de producto: 102.101-01u —sin Taq polimerasa
Numero de lote:
Fecha de expiracion:
Ndmero de ensayos: 96 i
Numero de pocillos por ensayo: 1-2 5 5

Especificacion de Pocillo

Pocillo N2 Produccion Ne

1 ARo- XX-xx

La solucidn de primer control negativo ha sido ensayada en una serie de diluciones de los
productos PCR correspondientes, 1 a 10° hasta 1 a 10°.

El Control Positivo DNA ha sido ensayado con el equipo HLA Wipe Test y dio lugar a los
amplicones PCR.

Resultados: Los pares de primers control negativo pueden detectar contaminacion con los
productos PCR correspondientes diluidos entre 1 a 10’

Fecha de aprobacion: afio - mes = dia
Aprobado por:

Supervisor de Control de Calidad

DECLARACION DE CONFORMIDAD

Nombre del producto: Olerup SSP HLA Wipe Test = Control Negativo




“

Producto numero: 102.101-01u
Namero de lote:
Uso a que estd destinado: Deteccién de contaminacion con amplicones HLA.

Elaborador: Olerup SSP AB
Hasselstigen 1

SE-133 33 Saltsjobaden, Suecia
Tel: +468 717 88 27

Fax: +46 8717 88 18

Nosotros, Olerup SSP AB, declaramos que este producto, al cual se relaciona esta declaracion
de conformidad esta en conformidad con los siguientes estandares y otros documentos
normativos 1SO 9001:2000 e IS0 13485:2003, siguiendo las directivas de la Directiva 98/79/EC
sobre dispositivos médicos de diagnéstico, anexo |lI, segln las leyes nacionales de los estados
miembros de la Comunidad Europea.

El archivo de documentacidn técnica es mantenido en olerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33

Saltsjobaden, Suecia.
El representante autorizado estd localizado dentro de la Comunidad Europea y es: Olerup SSP

AB.

Fecha:
Director:

DOMICILIOS:

Elaborador: Olerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33 Saltsjébaden, Suecia
Tel: +46 8717 88 27

Fax: +468717 88 18

E-mail: info-ssp@olerup.com

Web page: hitp://www.olerup.com

Distribuido por:

Olerup Gmbh, Lowengasse 47/6, AT — 1030 Vienna, Austria.
Tel: +43-1-710 15 00

Fax: +43-1-71015 00 10

E-mail: support-at@glerup.com

Web page: http://www.olerup.com

Olerup Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel: 1-877 - Qlerupl

Fax: 610-344-7989

E-mail: info.us@olerup.com

Web page: http://www.olerup.com

Para informacién sobre los distribuidores en todo el mundo, contactar a Olerup GmbH

HOJA DE TRABAJIO
OLERUP SSP
Olerup SSP HLA Wipe Test — Control Negativo
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Producto N2: 102.101-01/01u
Lote N2:
Fecha de expiracion:

Nombre: Identificacion de Muestra:
Fecha de extraccion de DNA: Concentracién {ng/ul):
Fecha de ensayo: Dato de revision:
Ensayado por: Revisado por:
Interpretacion:

Rango de medidas de producto PCR a partir de 75 a 430 pares de bases.
El producto PCR generado por el par de primer control es de 430 pares de bases.

Longitud 105 200 105 80 75 80

de PCR

Producto

5'- primer* 164 340 440 45 45 43
S_CAC 5 Aggs- S TTAY 5 Tg g3 5 Tg ga 5 Tg ga'

3'- primer’ 231 2nd! 507 59 58 57

5’_ Tg g3' 5 - AAAg. 5'- Tg g3 5‘- CTC3 5'- gg c3' 5 - CTC3

A* + + +

B* + + +

Cw* + + +

DRB1 + +

+
+

DRB3

DRB5 +

DQB1 "

DPB1 +

'la posicién del nucledtido para los genes HLA Clase | y el coddn para los genes HLA Clase |), en el ™o
3" exén, coincidiendo con la especificidad del determinante final 3’del primer es dada. Nucleétidos y
numeracién de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla.

La secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

2 La posicion del nucledtido para genes HLA clase | y el codén para genes HLA clase Il, en el 2"0 3" exdn
o el 2nd intron, coincide con la especificidad de! determinante final 3'del primer dad en la direccién
anti-sentido. Nucledtidos y numeracidn de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla. La
secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

- Haradna Sialine

o-Direoeon Téen'2a
M.N. 303
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DNA Size Marker for short gel runs Inserto de producto

Catélogo: 103.203-100/500
Lote N2;

OLERUP SSP DNA Size Marker for short gels runs

Numero de producto: 103.203-100/500

Namero de lote:

Volumen: Producto N2 103.203-100: 2 x 500 ul
Producto N 103.203-500: 10 x 500 ul

Concentracién: 20 ng/ul

Formato: Listo para cargar, 10 ul por banda de gel

Fecha de expiracion:

Almacenamiento : 2-82C

DESCRIPCION: 103.203-100: 2 viales, 500 ul cada uno.
103.203-500: 10 viales, 500 ul cada uno.
DNA ladder, 4 bandas: 50,200,500 y 1000 bp.
Intensidad doble de la banda de 200 bp.
20 ng/ul en 10 mM Tris CIH (pH 9.0}, 50 nM KCl, 5 % {v/v)
Glicerol {99.5%), rojo cresol 100 ng/ul.

El DNA ladder contiene 4 fragmentos, intensidad doble de banda de 200 bp:

Fragmento Ndmero de pares de bases
1 1000
2 ' 500
3 200
4 50

USO DEL PRODUCTO

El DNA Size marker puede ser resuelto bien en geles estdndares LE agarosa del 1-2%, en geles

NuSieve 3:1 0 Metaphor hasta el 4 %.

El DNA Size marcador para migraciones cortas de gel es provisto en un formato de carga listo
para cargar. Tipicamente una carga de 10 ul por banda de gel del marcador DNA Size para
corridas cortas de gel equivale a 200 ng del marcador DNA Size para corridas cortas de gel.

ALMACENAMIENTO: Almacenar a 2-8¢C,

TRANSPORTE: El DNA Size Marker para corridas cortas de gel es transportado a temperatura

ambiente.

ESTABILIDAD: El DNA Size marker para corridas cortas de gel es estable por 24 meses) cuando

se almacend a 2-82C,




CERTIFICADO DE ANALISIS

Olerup SSP DNA Size Marker for ahort gei runs
Nomero de producto: 103.203-100/-500
Ndmero de lote:
Volumen: Producto N2 103.203-100: 2 x 500 ul

Producto N2 103.203.500: 10 x 500 ul
Concentracién: 20 ng/ul
Fecha de expiracién:

10 ul de DNA Size Marker fueron separados sobre un gel de agarosa al 2 % tefiido por bromuro
de etidio.

Resultados: 4 fragmentos de 50,200, 500 y 1000 bp, fueron visibles sobre un transiluminador
UV. Intensidad doble de fragmentos 200 bp.
Fecha de aprobacién: afio — mes - dia

Aprobado por:

Supervisor de Control de Calidad

irore'in Tédnia
.M. Y883
ciaroicd S.R.L.



DECLARACION DE CONFORMIDAD

Nombre del producto: DNA Size MArker for short gel runs
Producto niimero: 103.203-100/-500

Namero de lote:

Uso a que estd destinado: DNA Size Marker for short gel runs

Elaborador: Olerup S5P AB
Hasselstigen 1

SE-133 33 Saltsjébaden, Suecia
Tel: +468 717 88 27

Fax: +468717 8818

Nosotros, Olerup SSP AB, declaramos que este producto, al cual se relaciona esta declaracién
de conformidad estd en conformidad con los siguientes estdndares y otros documentos
normativos ISO 9001:2000 e ISO 13485:2003, siguiendo las directivas de |a Directiva 98/79/EC
sobre dispositivos médicos de diagndstico, anexo lll, segun las leyes nacionales de los estados
miembros de la Comunidad Europea.

£} archivo de documentacién técnica es mantenido en olerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33
Saltsjobaden, Suecia.

Fecha:

Director:

DOMICILIOS:

Elaborador: Olerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33 Saltsjébaden, Suecia
Tel: +46 8 717 88 27

Fax: +46 87178818

E-mail: info-ssp@olerup.com

Web page: http://www.olerup.com

Distribuido por:

Olerup Gmbh, Léwengasse 47/6, AT — 1030 Vienna, Austria.
Tel: +43-1-710 1500

Fax: +43-1-710 150010

E-mail: support-at@olerup.com

Web page: http://www.olerup.com

Qlerup Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel: 1-877 — Olerupl

Fax: 610-344-7989

E-mail: info.us@olerup.com

Web page: http://www.olerup.com

Para informacién sobre los distribuidores en todo el mundo, contactar a Q16

/sy S5l
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HLA- Control Negativo Inserto de producto

Instrucciones generales para uso
Catalogo: 102.102-01 - incluye Taq polimerasa

Lote N2: ‘ Informacidn especifica de lote www.olerup-ssp.com 5 5 S %

OLERUP SSP HLA — CONTROL NEGATIVO S5P

Namero de producto: 102.102-01 — incluyendo Taq polimerasa

Nidmero de |ote:

Fecha de expiracidn:

Numero de ensayos: 96

Numero de pocillos por ensayo: 1

Almacenamiento de - primers pre-alicuotados: oscuridad a —202C
- Master Mix PCR: -202C
- Selladores adhesivos PCR: Temperatura ambiente
- Inserto del producto: Temperatura ambiente

ESTA DESCRIPCION DE PRODUCTO ES SOLO VALIDA PARA EL LOTE N2 XX
DESCRIPCION GENERAL

El Olerup SSP HLA- Control Negativo estd indicado para ser usado como un control negativoen .
las tipificaciones de Olerup SSP.

El conjunto de primers contiene pares de primer Control Negativo, que amplifican mas que el
95 % de los amplicones Olerup SSP HLA Clase |, DRB, DQB1 y DPB1, como asi también todos los
amplicones generados por los pares de primers control que coinciden con el gen de la ;
hormona de crecimiento humana.

El Olerup SSP HLA—~ Control Negativo tiene una sensibilidad para detectar aproximadamente 50
copias de DNA template.

DESCRIPCION DE PRODUCTO
HLA- CONTROL NEGATIVO SSP
Contenido
El conjunto de primer contiene pares de primer Control negativo, que amplificardn mas del 95
% de los amplicones Olerup SSP HLA Clase |, DRB, DQB1 y DPB1, como asi también los
amplicones generados por los pares de primer control que coinciden con el gen de la hormona
de crecimiento humana.

Rango de medidas del producto PCR desde 75 a 430 pares de bases.
El producto PCR generado por el par de primer control es de 430 pares de bases.

Longitud 105 200 105 80 75 80
de PCR L
Producto _ }
5'- primer’ 164 340 440 45 45
5 CACB 5'- AggEl 5 TrAB 5 Tg g3 //5 _ -I-g g3' 5. T‘éga
L
1 I

Bio ~redl Blalino
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3'- primer’ 231 2" 507 59 58 57

S Teg S AAAS " T g Y_CTCe T eg O e Tol

5 ; : : 5656

+ +
Cw* + + +

DRB1 + +

DRB3 + +

DRB5 + i

DQB1 +

DPB1 +

! La posicién del nucledtido para los genes HLA Clase | y el codén para los genes HLA Clase 1), en el o
3" exdn, coincidiendo con la especificidad del determinante final 3'del primer es dada. Nucledtidos y
numeracion de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla.

La secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

2 La posicién del nucledtido para genes HLA clase | y el codén para genes HLA clase I, en el 2™ 3" exén
o el 2nd intron, coincide con la especificidad del determinante final 3°del primer dado en la direccién
anti-sentido. Nucledtidos y numeracién de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla. La
secuencia de !os nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

La solucién primer es prealicuotada dentro de pocillos PCR 0.2 ml. Cada paocillo contiene la
misma solucion de primer seco.

PCR Master Mix completo con Taq, Taq polimerasa, nucleétidos, buffer, glicerol y rojo cresol,
como asi también selladores adhesivos PCR son incluidos en el equipo.

Disposicion de la placa
Cada ensayo consiste en 1 reaccién PCR. Cada pocillo de placas PCR x 8 pocillos contiene el
mismo primer mix.

1 | 1 ] o+ 7 1 ] 1» ] 1 1 1 { 1 |

La placa de PCR de 8 pocillos es marcada con “NC” en tinta gris/plata.

El pocillo N2 1 es marcado con el nimero de lote.

Una hilera tenue de niimeros es vista entre los pocillos 1y 2 o los pocillos 7 y 8 de las bandejas
PCR. Estos se derivan a partir de la elaboracidn de las bandejas, y deben ignorarse.

Las placas PCR son cubiertas con un papel de aluminio compatible con PCR.

Por favor notar: Cuando se remueve cada pocillo PCR, asegurar que los pocillos/placas
remanentes permanecen cubiertos. Usar un bisturi o un instrumento similar para cortar
cuidadosamente el aluminio entre las placas/pocillos.

PROTOCOLO

Amplificacion PCR

Para usuarios de equipos Olerup SSP que incluyen Taqg polimerasa
Cortar un pocillo a partir de la placa PCR de 8 pocillos.

Adicionar 2 ul de agua bidestilada al pocillo de control negativo.
Adicionar 8 ul de PCR Master Mix completo con la mezcla Tag-H20 al pogiio de fontrol
negativo, es decir antes de que la muestra de DNA sea adicionada a//PCR MAgter Mix
completo con la mezcla Tag- H20.

~r=4n Slalino
———t . 1.-","11‘233
/o v d BRL.
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=~ ¥ Adicionar la muestra DNA al PCR Master Mix completo con la mezcla Tag-H20, mezclar bie
dispensar 10 ul del DNA_PCR MAster Mix completo con mezcla de Tag-H20 dentro de cad3
uno de los pocillos de Ia tipificacién SSP, pero no dentro del pocillo de control negativo.

tipificaciones deberian ser usados en el pocillo de control negativo. (El PCR Master {iix
completo con Taq provisto con el equipo de Control negativo reemplaza el PCR Master Mix
usado a partir de los equipos de tipificacién que incluyen Taq polimerasa.

El mismo PCR Master mix completo con Taq y la misma agua bidestilada que se usé paraé«:s 6 5 6

Usar un ciclador térmico para 96 pocillos con tapa caliente. El gradiente de temperatura a
través del bloque de calor deberia ser <a 12C.

Parametros de ciclado térmico:

1. 1ciclo g4eC 2 min desnaturalizacién
2. 10ciclos 942C 10 segundos  desnaturalizacién

652C 60segundos hibridacidn y extensién
3. 20ciclos 942C 10segundos  desnaturalizacidn

61°C 50 segundos hibridacién
728C  30segundos extension

4. Mantenimiento final Temperatura ambiente Si es menos de 8 horas
4eC Sies mas de 8 horas

Los mismos parametros de cictado de PCR son usados para todos los equipos Olerup SSP.

Electroforesis en gel de agarosa

Preparar un gel de agarosa al 2 % (p/v) en 0.5 x TBE buffer. Disolver la agarosa por ebulficion
en un microondas. Dejar la solucién dei gel enfriar a 602C. Teiiir el gel antes de su fundicidn
con bromuro de etidio (10 mg/ml), 5 ul por 100 ml de solucién del gel. Para un mas fécil
manejo puede usar nuestras botellas gotero de bromuro de etidio (producto N2 103.301-10}, 1
gota de bromuro de etidio por 50-75 ml de gel. Nota: el bromuro de etidio es un potencial
carcindégeno,

Cargar los productos PCR, preferentemente usando una pipeta de 8 canales. Cargar un
marcador de tamafio de DNA (escala de 100 pares de bases, producto N2 103.201-100) en uno
de los pocillos por hilera,

Correr el gel en 0.5 x TBE buffer, sin recirculacién de! buffer, por 15-20 minutos a 8-10 V/cm.

Documentacion e Interpretacion
Colocar el gel sobre un transiluminador UV y documentar por fotografia. Registrar la presencia
0 ausencia de los productos PCR.

En el pocillo de . control negativo, ningin producto PCR deberia ser visto. La presencia de
productos PCR indica contaminacién®.

Si se detecta contaminacién, un HLA Wipe test y ensayo de todos los reactivos deberia ser
realizado en orden de detectar la fuente de contaminacian.

Control negativo
En el pocillo de control negativo ningdn producto PCR deberia ser visto. La presencia de
productos PCR indican contaminacion®.

Si se detecta contaminacion, un wipe test y ensayo de todos los reactivos se deb
modo de detectar la fuente de la contaminacion.

ar de

YLos artefactos oligoméricos de primers pueden ser vistos. Esto no repres ‘-ﬂ
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CERTIFICADO DE ANALISIS
Olerup SSP HLA - Control Negativo S5P
Numera de producto: 102.102-01 — incluyendo Taq polimerasa
Numero de lote: 5 6 5 £
Fecha de expiracién: & VWb
Nimero de ensayos: 56
Namero de pocillos por ensayo: 1

Especificacién de Pocillo

Pocillo N® Produccién Ne

1 ARo- XX-xx

La solucion de primer control negativo ha sido ensayada en una serie de diluciones de los
productos PCR correspondientes, 1 a 10° hasta 1 a 10°,

Resultados: Los pares de primers control negativo pueden detectar contaminacion con los
productos PCR correspondientes diluidos entre 1 a 10°.

Fecha de aprobacién: afio — mes — dia
Aprcbado por:

Supervisor de Control de Calidad

im0 Sialino
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DECLARACION DE CONFORMIDAD

Nombre del producto: Olerup SSP HLA — Control Negativo

Producto ndmero; 102.102-01

Niimero de lote:

Uso a que esta destinado: Control Negativo en la tipificaciéon Olerup SSP HLA

Elaborador: Olerup SSP AB
Hasselstigen 1

SE-133 33 Saltsjébaden, Suecia
Tel: +46 8717 8827

Fax: + 468717 88 18

Nosotros, Olerup SSP AB, declaramos que este producto, al cual se relaciona esta declaracién
de conformidad estd en conformidad con los siguientes estdndares y otros documentos
normativos ISO 9001:2000 e I1SO 13485:2003, siguiendo las directivas de la Directiva 98/79/EC
sobre dispositivos médicos de diagndstico, anexo Ill, segun las leyes nacionales de los estados
miembros de la Comunidad Europea.

El archivo de documentacién técnica es mantenido en olerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33

Saltsjébaden, Suecia.
El representante autorizado estd localizado dentro de la Comunidad Europea y es: Olerup SSP

AB.

Fecha:

Director:

DOMICILIOS:

Elaborador: QOlerup SSP AB, Hasselstigen 1, SE-133 33 Saltsjébaden, Suecia
Tel: +468 717 88 27

Fax: +468717 88 18

E-mail: info-ssp@olerup.com
Web page: http://www,olerup.com

Distribuido por:

Olerup Gmbh, Lowengasse 47/6, AT — 1030 Vienna, Austria.
Tel: +43-1-710 15 00

Fax: +43-1-710 15 00 10

E-mail: support-at@olerup.com

Woeb page: http:/fwww.olerup.com

Olerup Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel: 1-877 - Olerupl

Fax: 610-344-7989

E-mail: info.us@olerup.com

Web page: http://www.olerup.com

il

Para informacion sobre los distribuidores en todo el mundo, contactar a
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http://www.olerup.com
mailto:support-at@olerup.com
http://www.olerup.com
mailto:info.us@olerup.com
http://www.olerup.com

oo, HOJA DE TRABAJO

OLERUP SSP
Olerup SSP HLA- Control Negativo SSP

Producto N2: 102.102-01/01u
Lote N2:
Fecha de expiracion:

Nombre: Identificacién de Muestra:
Fecha de extraccion de DNA: Concentracidn (ng/ul):
Fecha de ensayo: Dato de revision:
Ensayado por: Revisado por:

Interpretacidn:

Rango de medidas de producto PCR a partir de 75 a 430 pares de hases.
El producto PCR generado por el par de primer control es de 430 pares de bases.

Longitud 105 200 105 80 75 80

de PCR

Producto

5’- primer? 164 340 440 45 45 43
Y. cACT & Agg3 S TTAY 5 Tg gs‘ 5 Tg g3 5 Te g3

3"- primer? 231 2™ 507 59 58 57

" 1gg S AAAS S Tg g’ Y oTC S e C 5_CTCe

A* C+ + +
B* + +
Cw* + 4+ +
DRB1 + +
DRB3 + +
DRB5 +
DQAB1 +
DPB1 +

+

! La posicién del nucledtido para los genes HLA Clase | y el codén para los genes HLA Clase Il, en el 2o
3" exén, coincidiendo con [a especificidad del determinante final 3'del primer es dada. Nucleédtidos y
numeracidn de codones como en el sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla.

La secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

2 La posicidn del nucledtido para genes HLA clase | y el coddn para genes HLA clase [1, en el 203" exén
o el 2nd intron, coincide con la especificidad del determinante final 3'del primer dado en la direccidn
anti-sentido. Nucledtidos y numeracién de codones como en e! sitio web: www.ebi.ac.uk/imgt/hla. La
secuencia de los nucledtidos 3 terminales del primer es dada.

o e e ot
Formar DIaino
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http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla.
http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla.La

“2015 - Afio del Bicentenario del congreso de los Pueblos Libres™

Ministerio de Salud
Secreraria de Politicas. Regulacion
¢ Instinitos
ANMAT

CERTIFICADO DE AUTORIZACION DE VENTA
DE PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO
Expediente n°;1-47-3110-3008/14-7
Se autoriza a la firma CROMOION S.R.L a importar y comercializar [os Productos
para Diagnostico de uso “in vitro” denominados 1) Olerup SSP® HLA/ ENSAYOS
DISENADOS PARA LA TIPIFICACION DE LOS ALELOS HLA DE CLASE 1Y DE CLASE
II, MEDIANTE MUESTRAS DE ADN HUMANO;2) Olerup SSP® DNA Size Marker/
ESTANDAR DE PESO MOLECULAR PARA EL CONTROL DEL TAMANO DE LOS
PRODUCTOS DE PCR EN LAS REACCIONES DE TIPIFICACION Olerup SSP®; 3)
Olerup SSP® DNA Size Marker for short gel runs/ ESTANDAR DE PESC
MOLECULAR PARA EL. CONTROL DEL TAMANO DE LOS PRODUCTOS DE PCR, EN
CORRIDAS CORTAS DE GEL, EN LAS REACCfONES DE TIPIFICACION Olerup
SSP®; 4) Olerup SSP® HLA Negative Control/ PARA USO COMO CONTROL
NEGATIVO EN LAS REACCIONES DE TIPIFICACION Olerup SSP® 5) Olerup SSP®
HLA Wipe Test/ PARA USO COMO CONTROL NEGATIVO Y COMO CONTROL DE
CONTAMINACION EN LAS REACCIONES DE TIPIFICACION Olerup SSP®, en

N Z L R oo Tal =) £ 1=1 0 [s Lo DU N

Equnpos de Tipificacién Olerup SSP® HLA/ Equipos para tipificacion de DNA de HLA Clase | y HLA Clase Il. Cada equipo s
presenta en dos versiones: con Taq polimerasa y sin Tag polimerasa

Producto Grupo Nombre Producto N? de determinaciones
| DR low resolution 48
DR low resolution 12
- { DR low screening 48
J/ T DR low screening 12
DRBl*Ol 24
’ DRB1*01 - 6




HLA - DR

HLA - DQ,

CDRBIMIS 24
DRBIF15 6
'DRB1*16 12

DRB1*03 24
DRB1*03 4
DRB1*04 24
DRB1*04 3
DRB1*11 24
DRB1*11 3
DRB1*13 24
DRB1*13 3
DRB1*14 12
' DRB1*14 3
DRB1%07 24
_DRB1*08 12
DRB1*08 4
. DRB1*12 i 12
_DRB1*09 6
DRBI*10 6
DRE3 2
 DRB3 4
| DRB4 24
DRB4 6
DRB5 24
DRB5 6
DRA 24
DRB1*15/16 iow 24
DRB4*01:03:01:02N 12
DRB5*01:08N 12
DRB1-14:01/14:54 12
DRB1*04 Add-on 12
__ | DRB1*12 Add-on 12
' DQ low resolution 48
' DQ low resolytion 12
'DaBI%05 |22
DQB1*06 24
_DQB1*06 4
"DQp1*02 24
- DQB1*03 24
DQB1*03 6
DQB1*04 12
DQB1 high resolution for frecuent alleles 12
DQAl 24
DQA1 4
DQB1*06:02, DQA1*01:02 24
DQA1*02,05;0QB1*02,03:02 24

- ’
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DPAl 24
DPA1 6
HLA- A low resolution 48
HLA- A low resolution 12
HLA — A low screening 48

"HLA - A low screening 12
HLA- A*Q1 24
HLA- A*01 2]
HLA — A *02 24
HLA — A *02 4
HLA- A*(03 24
HLA- A*03 4
HLA — A *23 6

HLA - A HLA — A *24 24
HLA—A *24 3
HLA- A*25 6
HLA - A *26 12
HLA ~ A * 34 6
HLA — A*66 6
HLA — A*11 12
HLA - A*11 4
HLA — A*25 12
HLA — A*30 12
HLA — A*31 12
HLA — A*32 12
HLA — A*33 12
HLA- A *74 6
HLA — A*80 2]
HLA —A*36 6
HLA — A*68 12
HLA — A*68 4
HLA-A*24:09N 12
HLA- A*11 Add on 12
HLA- A*23 Add on 12
HLA - B low resolution 48
HLA — B low resolution 12
HLA — B low screening 48
HLA — B low screening 12
HLA B*51 24
HLA B*51 3
HLA- B*52 6




HLA - B

 THLa-B*07

24
 HLA-B *07 3
HLA -8 *08 24
_HLA -B *08 4
HLA-B*44 IR 24
HLA-B*44 3
HLA-B¥45 6
- HLA-B*13 12
HLA-B*14 12
HLA-B*15 24
HLA-B*15 4
HLA-B*38 12
| HLA-B*39 12
HLA-B*39 4
HLA-B*S7 12
HLA-B*58 6
HLA-B*18 12
| HLA-B*54 6
HLA-B*55 6
' HLA-B*56 6
' HLA — B*27 unit dose 48
"HLA — B*27 unit dose single well 96
' HLA- B*27 bulk - 48
(HLA-B*27 24
HLA-B *27 4
 HLA-B*35 — 24
. HLA- B*35 3
| HLA-B*40 24
HLA- B*40 3
HLA- B*37 6
| HLA- B*41 6
HLA- B*42 6
HLA- B*46 6
HLA- B*47 6
| HLA- B*48 6
| HLA- B*49 6
" HLA- B*50 6
~_HLA-B*53 6
HLA- B*67 6
HLA-B*78 6
HLA-B*81 s
HLA-B*82 L |6
(HLA-B¥SS 6
HLA-B*51:11N ] I EE
HLA- B*57:01 12
HLA- B*73 6

Jy&
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HLA-B*07 Add - on 12
| ~HLA-B*39 Add-on 12
HLA- C low resolution 24
HLA- C low resclution 12
HLA- C low screening 24
HLA- C low screening 12
HLA - C HLA- C *03 12
HLA- C *04 12
HLA- C *05 12
HLA- C *06 12
HLA- C*07 24
HLA- C*07 4
HLA- C*01 12
HLA- C*02 12
HLA- C*08 12
HLA- C*12 12
f HLA- C*14 6
| HLA- C*15 ' |2
| HLA- C*16 | | 12
HLA- C*17 6
HLA- C*18 6
HLA- C high resolution for frecuent alleles | 12
HLA- C *04:09N 12
HLA-C*04 Add-on 12
HLA-C*07 Add-on 12
HLA-C*08 Add-on 12
HLA-C*15 Add-on 12
A-B-DR 24
A-B-DR 6
A-B-C 24
A-B-C 6
SSP Combi DQ-DR 48
} DQ-DR 12
‘f A-B-DR-DQ 24
" DPB1-DQ-DR 24
) B DPB1-DQ-DR 6
KIR Genotyping 12
| Alelos KIR KIR HLA Ligand 12
_ Productos Accesorios_
] Nombre Presentacion
&A{ | DNA Size Marker 2 x 500 ul

- s



- DNA Size Marker T 10 x 500 ul
. DNA Size Marker for short get runs 2 x 500 ul
" DNA Size Marker for short gel runs 10 x 500 ul
HLA Negative Control including Taq polymerasa 96 determinaciones
' HLA Negative Control without Tag polymerasa 96 determinaciones
J HLA Wipe Test _including Tag polimerasa 96 determinaciones
HLA Wipe Test without Taqg polimerasa 96 determinaciones

Se le asigna la categoria: Venta a laboratorios de Analisis clinicos por hallarse
comprendido en las condiciones establecidas en la Ley 16.463, y Resolucién M.S.
y A.S. N° 145/98. Lugar de eiaboraciéon:.................. Periodo de vida atil: ... (....)
meses desde la fecha de elaboracion conservado entre 2 y 8 °C. En las etiquetas
de los envases, anuncios y Manual de iﬁstrucciones debera Con'star PRODUCTO_
PARA DIAGNOSTICO DE USO "IN VITRO”" USO PROFESIONAL EXCLUSIVO
AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS,
ALIMENTOS Y Tﬁﬂo 2ED CD7

Certificado n©: gA 8

ADMINISTRACION NACIONAL DE MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA

MEDICA.

Buenos Aires, 15 JuL 2015

#

OGELIOLOPEZ
Administrador Nacionat

. A.N.M.Aﬂ‘.
Firma y sello
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Anexo

Expediente N° 1-47-3110-3008/14-7

PRODUCTOS: 1) Olerup SSP® HLA; 2) Olerup SSP® DNA Size Marker; 3) Olerup
SSP® DNA Size Marker for short gel runs; 4) Olerup SSP® HLA Negative Control y
5) Olerup SSP® HLA Wipe Test.

Equipos de Tipificacion Olerup SSP® HLA/ Equipos para tipificacién de DNA de HLA Clase | y HLA Clase |l. Cada equipo
se presenta en dos versiones: con Tag polimerasa y sin Tag polimerasa :

Producto Grupo Nombre Producto N de determinaciones
DR tow resolution 48
DR low resolution 12
DR low screening 48
DR low screening 12
DRB1*01 24
DRB1*01 6
DRB1*15 24
DRB1*15 6
DRB1*16 12
DRB1*03 24
DRB1*(3 4
DRB1*04 24
DRB1*04 3
DRB1*11 24
DRB1*11 3
DRB1*13 24
DRB1*13 L 3

HLA - DR DRB1*14 12
DRB1*14 ‘ 3
DRB1*07 24
DRB1*08 12
DRB1*08 4
DRB1*12 ) 12
DRB1*09 &
DRB1*10 6
DRB3 24
DRB3 4
DRB4 24
DRB4 6
DRBS 24
DRB5 6
DRA 24
DRB1*15/16 low 24
DRB4*01:03:01:02N 12
DRB5*01:08N - 12




DRB1-14:01/14:54 12
DRB1*04 Add-on 12
DRB1*12 Add-on 12
DQ low resolution 43
DQ low resolution 12
DQB1*05 24
DQB1*06 24
DQB1*06 4
DQB1*02 24
HLA -DQ DQB1*03 24
DQB1*03 6
DQB1*04 12
DQ81 high resolution for frecuent alleles 12
DQA1l 24
DQA1 4
DQB1*06:02, DQA1*01:02 24
DQA1*02,05;0QB1%02,03:02 24
DPB1 24
HLA -DP DPB1 4
DPA1 24
DPA1 b
HLA- A low resolution 48
HLA- A low resolution 12
HLA —~ A low screening 48
HLA — A low screening 12
HLA- A*01 24
HLA- A*01 6
HLA — A *02 24
HLA - A *02 4
HLA- A*Q3 24
HLA- A*Q3 4
HLA — A *23 5]
HLA - A HLA - A *24 24
HLA —~ A *24 3
HLA- A*25 6
HLA-A*26 12
HLA—-A*34 6
HLA — A*66 6
HLA - A*11 12
HLA - A*11 4
HLA — A*29 12
HLA — A*30 12
HLA — A*31 12
HLA — A*32 12
HLA - A*33 12
HLA- A *74 6
HLA — A*B0 6
HLA —~ A*36 6
HLA — A*68 12
HLA — A*68 4
HLA-A*24:09N 12
HLA- A*11 Add on 12
HLA- A*23 Add on 12
HLA — B low resolution 48
HLA — B low resolution 12
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HLA — B low screening 48
HLA — B low screening 12
HLA B*51 24
HLA B*51 3
HLA- B*52 6
HLA- B *07 24
HLA- B *07 3

HLA-B HLA -B *08 24
HLA —B *08 1
HLA-B*44 24
HLA-B*44 3
HLA-B*45 6
HLA-B*13 12
HLA-B*14 12
HLA-B*15 24
HLA-B*15 4
HLA-B*38 12
HLA-B*39 12
HLA-B*39 4
HLA-B*57 12
HLA-B*58 6
HLA-B*18 12
HLA-B*54 6
HLA-B*55 6
HLA-B*56 &
HLA — B*27 unit dose 48
HLA — B*27 unit dose single well 96
HLA- B*27 bulk 48
HLA -8B *27 24
HLA - B *27 4
HLA- B*35 24
HLA- B*35 3
HLA-B*40 24
HLA- B*40 3
HLA- B*37 6
HLA- B*41 )
HLA- B*42 6
HLA- B*46 6
HLA- B*47 6
HLA- B*48 6
HLA- B*49 6
HLA- B*50 6
HLA- B*53 6
HLA- B*67 6
HLA- B*78 6
HLA-B*81 6
HLA-B*82 6
HLA-B*59 6
HLA-B*51:11N 12




HLA- B¥*57:01 12

HLA- B*73 6

HLA-B*07 Add - on 12

HLA-B*39 Add-on 12

HLA- C low resoluticn 24

HLA- C low resolution 12

HLA- C low screening 24

HLA- C low screening 12
HLA - C HLA- C *03 12

HLA- C *04 12

HLA- C *05 12

HLA- C*06 12

HLA- C*07 24

HLA- C*07 4

HLA- C*01 12

HLA- C*02 12

HLA- C*08 12

HLA- C*12 12

HLA- C*14 6

HLA- C*15 12

HLA- C*16 12

HLA- C*17 6

HLA-C*18 6

HLA- C high resolution for frecuent alleles 12

HLA- C *04:09N 12

HLA-C*04 Add-on 12

HLA-C*(Q7 Add-on 12

HLA-C*08 Add-on 12

HLA-C*15 Add-on 12

A-B-DR 24

A-B-DR 6

A-B-C 24

A-B-C 5]
SSP Combi DQ-DR 48

DQ-DR 12

A-B-DR-DQ 24

DPB1-DQ-DR 24

DPB1-DQ-DR 6

KIR Genotyping 12
Alelos KIR KIR HLA Ligand 12
Productos Accesorios
Nombre Presentacion
DNA Size Marker 2 x 500 ul
DNA Size Marker 10 x 500 ul
DNA Size Marker for short gel runs 2 x 500 ul
DNA Size Marker for short gel runs 10 x 500 ul
HLA Negative Control including Taq pclymerasa 96 determinaciones
HLA Negative Control without Taq polymerasa 96 determinacicnes
HLA Wipe Test including Taq polimerasa 96 determinaciones
HLA Wipe Test without Taqg polimerasa 96 determinaciones

GJ/ DISPOSICION No: 5@ R Qq

Aministredor Naclonal
ANMAT.
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