
 
 
 
 

República Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2020 - Año del General Manuel Belgrano

 
Disposición

 
Número: 
 

 
Referencia: 1-47-3110-1749/19-3

 

VISTO el expediente Nº 1-47-3110-1749/19-3 del Registro de la Administración Nacional de Medicamentos 
Alimentos y Tecnología Medica y,

 

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma HEMOMEDICA S.R.L. solicita la modificación de los Productos para 
diagnóstico de uso “in vitro” denominados: 1) LIFECODES HLA-A SSO Typing Kit; 2) LIFECODES HLA-A 
eRES SSO Typing Kit; 3) LIFECODES HLA-B SSO Typing Kit; 4) LIFECODES HLA-B eRES SSO Typing 
Kit; 5) LIFECODES HLA-C eRES SSO Typing Kit; 6) LIFECODES HLA-DRB1 SSO Typing Kit; 7) 
LIFECODES HLA-DRB1 eRES SSO Typing Kit; 8) LIFECODES HLA-DRB 3,4,5 SSO Typing Kit; 9) 
LIFECODES HLA-DQA1/B1 SSO Typing Kit; 10) Streptavidin-PE; 11) LIFECODES Taq Polymerase y 12) 
LIFECODES HLA-DPA1/B1 SSO Typing Kit.

Que lo solicitado se encuadra dentro de los alcances de la Disposición ANMAT Nº  2674/99 y la documentación 
aportada ha satisfecho los requisitos de la normativa aplicable.

Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para 
Diagnóstico que establece que se autoriza la modificación solicitada.

Que el Instituto Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención de su competencia.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos Nº 1490/92 y sus modificatorios.

 

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE



MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

D I S P O N E:

ARTÍCULO 1º.- Autorizase la modificación de los productos denominados: 1) LIFECODES HLA-A SSO 
Typing Kit; 2) LIFECODES HLA-A eRES SSO Typing Kit; 3) LIFECODES HLA-B SSO Typing Kit; 4) 
LIFECODES HLA-B eRES SSO Typing Kit; 5) LIFECODES HLA-C eRES SSO Typing Kit; 6) LIFECODES 
HLA-DRB1 SSO Typing Kit; 7) LIFECODES HLA-DRB1 eRES SSO Typing Kit; 8) LIFECODES HLA-DRB 
3,4,5 SSO Typing Kit; 9) LIFECODES HLA-DQA1/B1 SSO Typing Kit; 10) Streptavidin-PE; 11) LIFECODES 
Taq Polymerase y 12) LIFECODES HLA-DPA1/B1 SSO Typing Kit, de acuerdo con los Datos Característicos 
que figuran al pie de la presente.

ARTÍCULO 2º.- Practíquese la atestación correspondiente del Certificado de Inscripción Nº PM Nº 1049-51 
 cuando el mismo se presente acompañado de la presente Disposición.

ARTÍCULO 3º.- Dése de baja al registro otorgado mediante Certificado Nº  PM Nº 1049-51 del producto para 
diagnóstico de uso “in vitro” denominado LIFECODES HLA-DQB1 SSO Typing Kit perteneciente a la firma 
HEMOMEDICA S.A.

ARTÍCULO 4º.- Autorícense los textos de los proyectos de instrucciones de uso que obran en documento GEDO 
N° IF-2020-07984398-APN-INPM#ANMAT.

ARTÍCULO 5º- Regístrese; gírese a la Dirección de Gestión de Información Técnica a sus efectos, por el 
Departamento de Mesa de Entradas notifíquese al interesado y hágasele entrega de los nuevos manuales de 
instrucciones y rótulos autorizados y de la copia autenticada de la presente Disposición. Cumplido, archívese.-

 

 

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

NUEVO NOMBRE COMERCIAL: 1) LIFECODES HLA-A SSO Typing Kit; 2) LIFECODES HLA-A eRES 
SSO Typing Kit; 3) LIFECODES HLA-B SSO Typing Kit; 4) LIFECODES HLA-B eRES SSO Typing Kit; 5) 
LIFECODES HLA-C eRES SSO Typing Kit; 6) LIFECODES HLA-DRB1 SSO Typing Kit; 7) LIFECODES 
HLA-DRB1 eRES SSO Typing Kit; 8) LIFECODES HLA-DRB 3,4,5 SSO Typing Kit; 9) LIFECODES HLA-
DQA1/B1 SSO Typing Kit; 10) Streptavidin-PE; 11) LIFECODES Taq Polymerase y 12) LIFECODES HLA-
DPA1/B1 SSO Typing Kit.

INDICACIÓN DE USO: No modifica.

FORMA DE PRESENTACIÓN: No modifica.

PERIODO DE VIDA ÚTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACIÓN: No modifica.

NUEVO NOMBRE Y DIRECCIÓN DEL FABRICANTE: 1) a 12) IMMUCOR, GTI Diagnostics Inc., 20925 
Crossroads Circle, Waukesha WI 53186, (USA) para IMMUCOR MEDIZINISCHE DIAGNOSTIK GmbH. 
Robert-Bosch-Str. 32, 63303 Dreieich. (ALEMANIA).
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IMMUCOR, LIFEC

lmmucor GTI lnc.
20925 Crossroeds Circle, Waukesha, W 53186 EE.UU

Tel; +l (855) 486¿267
YVVVW.IMM UCOR.COM

La documentación sobre el producto está disponible en varios idiomas en: www.lmmucor.com

KITS LIFECODES@ DE TIPIFICACI N DE HLA SSO

FOLLETO INFORMATIVO DEL PRODUCTO

Para óstico in vitro.

Def¡n¡ción de los símbolos

K¡ts / react¡vos por número de referencia ....,........
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Princ¡pios del procedimiento....,,,........................... 4

Reactivos Resultados

Limitaciones del proced¡m¡ento

Resolución de problemas.....

Valores prev¡stos

Característ¡cas especlficas de rend¡miento..

Referencias

Licencias limitadas

lnformación del fabr¡cante

Marcas comerciales utilizadas......

Apéndice A........

Electrofores¡s en gel . ... ...... ...... .

5

5

5

5

5

5

5

5

5A. l\4ateriales suministrados.....

Boter¡ale neóesarlos, pero no suministrados .

C. Materiales adicionales que el usuario
suministrará........ 6 I ión del
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KITS / REACTIVOS POR NÚMERO DE REFERENCIA

fól-Á x¡t UTECODES de tip¡f¡cac¡ón de HLA-A SSO, Referencia n.o 628911

K¡t LIFECOOES de ti ¡ficación de HLA-A ra ser util¡zado con Lr¡minexÚ

LCT.AE K¡t LIFECODES de tip¡ficación de HLA-A eRES SSO, Referenc¡a n.o 628913

Producto n.' 628410-50,LM-A
ilúmerc de
producto

Volumeo de
llensdo

Conservación V,
Sufci€nte p6rE 50 '@ Mezcla maesta LIFECoDES HLA-A Master M¡x 628405 870 !L 2a8oC

@ M€zcla de sondas LIFECOOES HLA-AI 628453 910 !L
Proteger de la lu¿ c (*"@ Solucjófi diluyert€ 628515 9,9 mL 18e30'C

@ Polim6resa táq LIFECODES 628A75 25 pL -10 a -30 oC (€

Kit LIFECoDES de ti ión de HLA-A eRES ser utilizádo con Luminexe

LCT.B Kit LIFECODES de tipif¡cación de HLA-B SSO, Referencia n.o 628915

Producto n.'628459-50

Reacüvo producio llenado
Con s€rvác¡ón

628405 870 pL 2aA'C

V*
'*l"#'J"ifl@ Mezcla maest? LIFECODES HLA-A Maste¡ l\4¡x

@ Ms2.la de sondás LIFECoDES HLA-AI 628453 810 pL
Proteger de la lu¿

810 pL
2.8o c

Proteqea de la luz
Mezcla de sondas LIFECODES HLA-A eRESr 628455

628515 197m1 18a30"C

c (**

((PohnerBsá taq LIFECOO€S 628075 25 UL -10 a -30 oc

K¡t LIFECODES de t¡ ión de HLA-B para ser uüliz¿do con LL¡minexo

LCT.BE Kit LIFECODES de tipificación de HLA-B eRes SSO, Referenc¡a n.o 628917

Producto n.'628510-50LM-E

R€aclivo
NúÍrélo de
producto llenado

Consérváclón V*
Sufcient€ para 50EE Mezcla maeslra LIFECOOES HLA-8 Master ¡rix 628566 870 trl

ffi--el Mszcle d6 sondas LIFECOOES HLe-Ai 628553 810 pL
Proteger de la luz ( (*"

@ Solución diluyonis 628155 99 mL 18á30"C

m Polimeras3 taq LIFECODES 628075 25 pL l0 a -3O 'C ((o
Kit LIFECODES de ¡ficación de HLA€ eRES para ser ut¡l¡zado co¡ Luminexo Producto n.o 628559-50

Reaclvo Voo

@t

Suncjents p€rE 50

EffiñElI c ("*

((

lLas mezctas de sondas so¡ lo¿ose¡s/b/esr ex ñngalas to menos posíbte a ta tuz.
PRECAUCIóN No ut¡lice los coñponenteí pasadas /as ¡especlivas fechas de caducidad.
PRECAUCTOTVj No se han val¡dado las desv¡aa¡ot'es del prctocolo recoñendado n¡ ñateriales requar¡dos ¡ncluyendo el Pol¡merasa taq LIFECODES.

c-B
Númaro de
producto

voluñeí de
lfenado

Conaervación

Mezcla ma€st-a LIFECODES HLA-B Master Mix 628556 870 fL 2á8"C@
810 pL

2a8"C
Proteqer de la luz

Mezcla de sondas LIFECODES HLA-41 628553

Mezcla de sondas LIFECODES HLA-8 eRESI 62a554 810 !L
2aA'C

Proteger de la luz

Solucrón diluyente 6285'15 1S,7 mL 18a30oCq

PolimorBsá taq LIFECODES 628075 25 UL -10 a -30 'C
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LCT.CE Kit LIFECODES de tipificación de HLA-C eRES SSO, Referencia n.o 628921

K¡t LIFECODES de t¡p¡fica6ión de HLA4 eRES ra ser utilizado con Lum¡nexo

LCT.DRl K¡t LIFEGODES de tipificación de HLA-DRB1 SSO, Referencia n.o 628923

LC-CE
React¡vo Número de

pñoduclo
Conserváclón

I

Mozcla maestra LIFECODES HLA-C Mastér Mix 628803 870 pL

[-4ezcla de sondas LIFECODES HLA{ eRESr 628804
810 pL

Paoteger de la luz

tr 628515 1S,7 mL 18a30oC
(€

Pol¡merasa taq LIFECO0ES 628015 25 pL l0a-30rc (€

Kit LIFECODES de t¡ ¡ón de HLA-DRBI para ser utilizado con Luminexo Producto n." 628751 50LM-DR1
Reecl¡vo Número d€

producto
Volumen de

ilenado Pso
Sufciente párá 50@f Me¿cla maesfs LIFECODES HLA-DRB1 Master ¡¡l1ix 62S753 870 pL 2a8'C

Mezcla de sondas LIFECODES HLA-DR81r 62A752 810 yL
Proteger de la luz

c (*"
628155 9,9 mL 18a30oC

Polimerasa taq LIFECODES 628075 25 pL -10 a -30 oC C(

LCT-DRIE K¡t LIFECODES de tipif¡cación cle HLA-DRBI eRES SSO Referencia n.' 628925

Kit LIFECODES de ti ón de HLA-DRBI eRES ser util¡zado con Luminexo

Kit LIFECODES de tipif¡cación de HLA-DRB 3,4,5 SSO Referencia n.o 628927

P.oducto n." 628759-50LC-DRlE

Réacivo Númerc de
paoducto V50

Sufic¡€ñts para 50
lMtcp-ñ-fl Me¿cla maesta LIFECoDES HLA,DRBl Master M¡x 628753 870 rL 2a8"C

Mezcla de sondas LIFECODES HLA-DR81i 624752 810 pL
2a8"C

Proteger de la lu¿

C €*"BM-0RleRES Mezcla de sondas LIFECODES HLA-DRB1 eRES+ 628755 810 pL
2a8'C

Proteger de le luz

L Solución diluyente 624515 19,7 mL 18óCa30'C

@ Pol¡rÍerasa taq LIFECODES 628075 25 pL -10'C a -30'C C(
CT-DRB3

K¡t LIFECODES de

lLas mezclas de sondas son
PRECAIJCióN: No ut¡tice tos

de HLA-DRB 3,4,5 ser utili¿ado con Luminsxo

póngalas lo menos le a la luz.
pasadas /ás respec¿vas de caduc¡dad

del Notocolo

Producto n o 62S2OG50

ol Pol¡marasa taq LIFECODES

Núrnero de
llenado Conserváción

MÉucla ma€sts LIFECODES HLA-DRB 3,4 5 Master
Mix 629241 870 pL

V*
Suñcisnte pará 50

[,le¡cla de sóñdas LIFECODES HLA-DRB 3,4,5 629m2 810 !L Proteger dé Iá lüz

Solución diluyente 628515 19,7 mL 18'C a 30 'C
( (*"

@ Pol¡merasa taq LIFECODES 628075 25 tL -10 oC a -30 oC ((

PREcaalctóN: Na se han

DICA
. REI

L.
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LCT-DQAB K¡t LIFECODES de tip¡ficación de HLA-DQA1/Bl SSO Referencia n.o 628930

Kit LIFECODES de t¡ ión de HLA-DQA1iBl para ser utilizado con Luminexú

LCT,DPAB Kit LIFECODES de tip¡ticación de HLA-DPAI/B1 SSO Referencia n.o 628936

Produclo n o 200210-50LC-DQAB

Reácuvo
Númerc de
producto

Volumen de
llenaalo \fl so

Sufciente pá re 50
(€

t,
Mezcls maest'a LIFECODES HLA DOAIA1 l\4asteI l\4ix 200200 870 !L

IBM.ooAB-l Me¿cla do sondes LIFECODES HLA-DQA1/81t 2CO201 8'10 pL
2a8'C

Pfoteqer de la luz

E 82a515 19,7 mL 18oCa30oC ((

@ PolirnerEsá taq LIFECODES 628075 25 tL -10 oC e -30 oC (€

Kit LIFECODES de tipificáción de HLA-DPAI/Bl ser ut¡lizado con Lum¡nexo Producto n.'200110 50LC-DPAB

Reactlvo producto llenado
cooselvaclón

Vuo
Suficiente para 50

eMe¿cla máesÍa LtFEcoDES HLA-DPA1/81 Master Mix 200100 870 pL 2a8'C

Mszcla d€ sondas LIFECODES HLA-DPA1/811 200'101 610 !L
2a8"C

Proteger de Ia luz

@ Solución diluyénte 628s15 19.7 mL 18 "C a 30 'c (€

Polimer¿sa taq LIFECOOES 62A015 25 pL -10 'C a -3O 'C ((
tLas mezc[as de sondas son folosensrb/es] ex póngalas lo ñFnos posible a la luz.
PREDAUCTÓN: No ut¡liae !ós aomponentes pasadas /as ¡especfivas techas de caduc¡dad.
PRECAUCTÓN: No se han validado las desviaciones del protocolo recomendado n¡ ñalei¡ales roqueridos ihcluyendo el Poliñerasataq LIFECODES-

uso
Tip¡ficación d€ alelos de HLA de clases I y ll basada en el ADN, para utilizar en las pruebas de compalibilidad y colejo entre donante y
receptor en transplantes y transfusiones-

RESUMEN Y EXPLICACIÓN
La tipifcación de HtA basada en !a ampl¡ficac¡on delADN por RCP es un método de laboratorio muy d¡tufid¡do. D¡cha amplifcación se uliliza para multipJ¡EJ el

número de cop¡as de una región selecs¡oñada del ADN. Para la tipificación de HLA se realiza seguidamente un ensayo con el que se delerminan las 
-propiedades del ADN ampl¡ñcado. En la üpifcacióo de HLA se han empleado d¡versos tipos de ensayos. tales como §sP (1), SSOP directo (2), RFLP (3)Y

tecnologÍas de SSOP y transferencia en mancha inversa (4). Al igual que los métodos de SSOP y t¡ansferencia en mancha iñversa, los kits de tipificación
LIFECODES HLA-SSO emplean oligonucleótidos con espeoifo¡dad de secuencia (SSO) para delerm¡nar qué alelos HLA están presentes en una muestra
amplifcada por RCP. No es el método, s¡no elconjunto de SSO utilizado lo que determ¡na la capacidad de d¡stingui entre los diversos álelos presentes en la

amplifoación por RCP. Los métodos de SSOP y ffahsferenc¡a en mancha inversa emplean marcadores en¿imáticos y sustratos colorimétricos que requ¡eren un

revelado ufterior, m¡enúas que el ensayo LIFECODES es un sístema múltiple homogéneo. Es decir, todos los SSO se ánalizan simu¡táneamente y todo el

ensayo $e lleva a cabo en un solo recipiente de reacción, con la adición de uñ solo reactivo.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO
El proced¡m¡énto de tip¡fcación de LIFECODES HLA-SSO se basa en la hibridación con sondas SSO del ADN monocatenario marcado obtenido por RCP. En la
ampl¡fcación del ADN por RCP se emplean cantidades equimolares del cebador directo y del inverso para generar un ADN bicatenario, pero si un cebador e§

más abundanle que el otro, además de producto bicatenario, la reaoción genera algo de ADN monocatenario. Durante los c¡clos iniciales de la etapa de
amplifcáción con LIFECODES, se genera ADN b¡catenario. Una vez agotado elcebrdor limitante, el cebador restante utiliza él producto b¡catenario como
molde para génerar ADN monocatenario. Este método genera tanto productos bicalenarios como monocalenarios que, una vez desnatutalizados, participarán

en la reacción de hibr¡dación.

Cada una de las d¡sli ás sondás puede ser homóloga de una secuenc¡a del ADN ampl¡ficado exclus¡va de un alelo o grupo de alelos. D¡cho de oto modo,
estas sondas se han creado para que cada una de ellas hibride prefurentemente con una región complementaria que puede estar presente o no en eIADN
amplificado. Además, el ADN amplifoado hibrida también oon una o más sondas de consenso homólogas a secuencias presentes en todos los alelos de un

locus. La t¡pificac¡ón con SSO puede verse afectada por el tipo de material biológico, el método de purificac¡ón y la canlidad e integr¡dad del ADN genómico. Por
consigL¡¡ente, la 6eñal obtenida con la(s) sonda(s) de consenso puede servir de indicador del éx¡to de la amplificación e h¡br¡dac¡ón. Puede ul¡lizarse, as¡mismo,
para normáli¿ar la señal de las sondas aleloespec[ficas y efectuar los ajustes necesanos según las vaíaciones de la cantidad de producto ampl¡fcado en la
reacción de hibridación. El anál¡sis de los resultados de la üp¡fcación con SSO puede apl¡carse para determ¡nar la presencia o ausencia de §ecuenc¡as
concretas de AON en el producto amplificado y para identmcar los po6ibles alelos en la muesta.

En la tip¡ficación por e¡ proced¡miento LIFECODES HLA-SSO se unen las sondas a microesferas Lumiñex ideadas para util¡zarse con el Luminex '100 o 200
lnstrument. Se pueden mezclar hasta 100 poblaoiones diferentes de microesferas Luminex y se las puede analizar en el Lum¡nex 100 o 200 lnstrument porque
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cada una de ellas se dist¡ngue por su firma o color de fuorescenoia ca¡acterístico. A cada microesfera de color puede un¡rse una sonda
consiguiente, en una mezcla compuesta por var¡as sondas es posible d¡süngu¡r unas de otras por su unión a m¡croesfuras de un color
100 o 200 ¡nstrurfieñt también mide las cant¡dades relativas de producto de RCP marcado que hibrida con cada microesfera Lum¡nex-
que ocurre con otros métodos SSOP, la señal relat¡va obtenida con las sondas SSO en el ensayo LIFECODES puede uülizarse para asign
reacliv¡dad po§¡tiva o negaliva con la muestra de ADN amplifcado (véase la sección Resultados). Esto, a su vez, ofrece la informao¡ón n
determ¡nar el fenolipo HLA de la muesba.

RE,ACTIVOS
ldentificación

Véase en las tablas en la secc¡ón de "KITS / REACfIVOS POR NÚMERO DE REFERENCIA" de la relación completa de productos y sus
números de referenc¡a.

Advortencias y precauciones
1. Para diagnósüco in vitro.
2. Deben asignarse p¡petas d¡st¡nks para las manipulac¡ones previas a ¡a RCP y para las pqster¡ores a ella.
3. Riesqo biolóqico: Todas las ñuéslras biológicas y de sangre deben Aatarse como potenc¡almente infecciosas. Al manipulada§, obserue

las pEcauc¡ones básicas o «univcrsáles»"
4. La soluc¡ón d¡luyente, las mezclas de sondas, la polimerasa taq y la estreptavid¡na conjugada oon R-ficoeritrina conüenen componentes

peligrosos. Evite que enAen en contacto con la piel o los oio6 y elim¡ñe todo el material después de su uso de conformidad con las normas
locales. Para más informac¡ón, consu¡te las fchas de datos de segur¡dad ([,lSDS).

5. Las dec¡s¡ones clfn¡cas que afectan eltratam¡ento de un paciente no deben basarse únicamente en los resultados de estos kits.
lnstrucciones de conservac¡ón

1 . Consulte en Ia etiqueta del embalaje de los componeñtes del kjt las temperaturas de co¡servac¡ón conectas.
2. Las mezclas de sondas y la estreptavidina conjtigada con R-ficoeñlr¡na son fotosensibles: PROTÉJALAS DE LA LUZ; NO LAS

CONGELE,
3. No utilice los componentes pasadas las respeclivas fechas de caduc¡dad.

Pur¡f¡cac¡ón o tratamiento necesario para su uso
Vee "Recoleccióh y preparación de muestras'-

lndicac¡ones de inestabilidad
f. Si durante el transporte o el almaoenamiento las sales de Ia soluc¡ón se precip¡tan, resolubilicelas por completo anles de ut¡lizar la solución

agitándola en vórtex ¿ lemperatura ambiente (18 a 30 'C).
2. No utilice estréptav¡dina conjugada con R-ficoeribina que haya sido congelada durante eltransporle o el almacenamiento.
3. Los k¡ts son estables durante un miñimo de 6 meses después de abrirlos, siempre y cuando se s¡gan las recomend¿ciones de

almacenam¡ento.

EQUIPOS NECESARIOS

A.

p

B.

c

E

Luminex 100 o 200 lnstrument y PIATAFORI\,IA XY (Número de producto 888300, 888302)
Se han val¡dado los s¡gu¡entes termoc¡cladores: 96-Well GeneAmFr@ RCP s¡stema 9700 configurado para el modo MAX (Número de catálogo base
N8050200, Numero de calálogo de Gold Block 4314878) , termociclador Veriti 96-Well configurado para el modo 9700 MAX (número de catálogo
4375786), Rev¡se la table 2 en donde constan las velocidades máximas de rampa. Precauc¡ón: No se han validado otros termoc¡ciadores n¡
velocidades de rampa.

RECOLECCIÓN Y PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS
Se puede purificar el ADN humano de sangre completa, capas leucocitarias y muestras bucales obtenidas con hisopos, úilizando un método val¡dado
que cumplá con los criterios siguientes.
El ADN que se extrae de la sangre preservada en EDTA y ACD (ácido citrato dextrosa) ha sido testeado y se ha demostrado que produoe los
resultados e§perado§ para este ensayo. En este ensayo, no se puede utilizar ADN extrafdo de sangre preservada en hepar¡na. No se han realizado
pruebas con otos conservantes.
El ADN a¡slado debe mantenerse en TRIS 10 mM, a pH 8,0-9,0, o en agua exenta de nucleasas- Si está presente uñ agente quelante oomo el EDTA,
su concentrac¡ón final no debe sér s!perior a 0,5 mM.
La presencia de a¡crhol, detergentes o sales puede afectar la amplifcac¡ón delADN.
La concentración fnal de ADN détle estar comprendida entre 10 y 200 ng/pl.
El coc¡ente entre la absorbancia de la muestra de ADN a 260 nm y á 280 nm debe estar comprendido entre 1,65 y 2,0.
EIADN puede ut¡lizarse ¡nmediatamente después de aislado o conservarse a -20 oC durante un año como máximo. No debe someterse a
congelaciones ni descongelaciones repetidas porque se degrada.

PROCEDIMIENTO

a

b

,
d

f.
s

PRECAI,CION: No se han val¡dado las desviaciones delprotocolo recomendado ni materiales requeridos

A. Matgfiales SUministfados (consulte la informac¡ón especffica eñ las tablas en "kits / react¡vos" por sección del artículo número de cátálogo). l\¡lezc¡a maesfa adecuada (¡,rX) ' Tabla(s) de umbrales, Gráfco(s) de hibridac¡ón con sondas. l\¡ezcla adecuadá de sondas (BM) . Polimerasa taq LIFECOOES (Número de catálogo 628075 de

' Solución d¡luyente (DS) LIFECODES)

B. Materiales necesarios. Defo no sum¡nistrados
Se util¡zaron los s¡guientes materiales para validar el kit:. Luminex Sheath Fluid (1x, Lifecodes, n.o ref. 628005)

Tubos para RCP y tapones - Cintas Corn
(Número de catálogo Costar@ de catálogo
LIFECODES 888640) o Axygen Tubos para RCP
Número de catálogo o Appl¡ed
MicroAmp 8-Tubos Str¡p y 8-Cap Strip {ABI ero de

Agua exenta de nucleasas (Lifeoodes, n.o ref

catálogo N8010580 y N801 con 96 pocill
la placa RCP

Thermo Scienüfc A[t G€nerü SuperPlate (n.o de catálogo AB-
2r00)
Placa Costar@ (número de catálogo Costaro 6509, número de
catálogo LIFECODES 888630)
Cinta hansparente de poliet¡¡eno Thermowell (número Costar@ 6524
(número de catálogo LIFECOOES 888635 )
EstrepEDrdina coeiugada con fcoeritina R (SA-PE), lmg/mL
(núrleio de catálodo LIFECODES 628511)

rl
I
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20 ml

uornrng
96 pocillosThermowell RCP (Cat. N
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K¡ts de cal¡bración Luminex (Kit de cal¡bración Luminex 100/200, Kit
de verifioao¡ón de rendimiento Luminex f00/200, números de
oatálogo LIFECODES 628018 y 6280,l9 .especl,vamente)

c. Mater¡ales ad¡cionales q el usuario suministrará
Agitador vórtex
Esteras de compression de silicona. Axygen Sc¡enüfc número CM-FLAT o eqrivalentes
Baño de ultasonidos
Puntas de filtro de barera m¡cfocentr¡fuga
Pipelas, pipetas mulücanal y puntas (1-20!L, 20-200pL, 1000!L)
Softv,are dé análisis de hojas de cálculo
Bloque calefactor
lsopropanol al 70Yo o lejía al20%
Bandeja de retenc¡ón - Applied Biosystems número 403081 (para uiilizarse solsmente con el termoc¡clador 9700)

INSTRUCCIONES DE USO
NOTAS

Las mezclas de sondas y la PE-esteptaüdina son fotosens¡bles: p¡oléialas de la lu2 y no las corgele.
Calienle las m¡croesferaG a 55S0 oC durante al menos 5-'10 m¡núos para solub¡lizar totalmente los componentes de la mezcla de sondas.
Trate brevemente la mezcla de sondas con ultrason¡do§ (-15 s) y agftela en vórtex durante 15 segundos aproximadameñte parc §uspender
completañente las microesferas.
Dbtibúyala en alfd.Jotas con sumo cuidado, úilizando pipelás calbradas. De no procedér asl, puede que se p¡erda reactivo y el anább de h muesfa fracase.

Todas las temperaturas deben mantenerse con exactifud. F¡uctuac¡ones de apenas +/- 0,5'C pueden afectar los re§ultados.
En la fase de hibr¡dac¡ón, las muestras no deben permanecer más de 5 minL¡tos a 56'C una vez d¡lu¡das (vea la sección Resultados).
Se recom¡enda anali¿ar las muestras amplaficadas lo antes pos¡ble. Si no es posible anal¡zar las muestas en el Luminex 100 o 200 lnstrument el

misrno dÍa, ét üoduclo anptificado puede conservarse hasúa 3 dlas a 2 a I o C, antés dé su uso. Pd¡d una cooseryación más p¡otonq)
a¡macenar ,a muesa¡a a -m oC hasta ¡náxi¡no una señana haste ¿l ,nomenlo úe analizada. El pfoducao a¡npl¡lícado soto puede co¡rgf-te y
descongelersé un¿vez. L¿s congelac¡o¡es y descongelaciones répélidas deg¡adan las muéslras amplit¡cadas y su análisis: de réal¡zarse,
se producen resultados incorreclos

A, PurifiCaCión dgl ADN genómiCO con un método de su elección; la concentrac¡ón flnaldebe estár comprend¡da entre 1o y

200 ngiyl. En caso necesario, ajuste con agua exenta de nucleasas. Mantenga todas las muestras a concenttaciones similares.

B. Ampl¡ficación del ADN (RCP)
1 . Deje que la temperatura de la mezcla maestra se iguale con la lemperátura ambiente (18-30 "c).
2. Agite suavemente los react¡vos en vórlex durante 10 segundos aproximadamenle. Esto gaÉntizará que las sales eslén d¡suellas.

CentriñJguelos brevemente (5-10 segundos) eñ la microcentrifuga para que el conlen¡do se desplace alfondo del tubo.
3. Gu¡ándose por la Tabla 1, prepare los componentes párá la ampliñcación para n+1 reacciones, utilizando de cada componelte

(€xcepto el ADN) la cantidsd indicada por reacción. Complete con agua exenla de nucleasas ha§tá un volumen fina¡ de 20 pl por

reacción. Agite suavemente en vórtex.
4. Pipetee la cantidad adecuada de ADN genómico (40-120n9) en los tubos de RcP.
5. Distribuya alicuolas de la mezcla ampliada en los tubos de RCP que contienen el ADN genómico. (El volumen tolal de la mezcla

maestra y el ADN genómico debe sér de 20 pl para ¡a reacr¡ón de cada muestra.)
6. Ciere b¡en los tubos para evitar la evaporec¡ón duranle la RCP.
7. Coloque las muestras en el termociclador y ejecute él programa. Rev¡se la fabla 2 y la Tabla 3.

fgElgjl. Componentes de la reacción para la ampl¡f¡cac¡ón o
Componente Cantidad por reacción RCP,

por muestra
Me¿cla mae6tra LIFECODES 6ul

ADN genómico
10-200 ng/ul Total -80 ng

Polimerasa taq LIFECODES 0,2 ul (1 U)
Agua exenta de nucleasas Hasta un volumen final de 20 pl

Termoc¡clador Modo (véloc¡dad de rampa)

GeneAmp@ PCR System 9700
Modo MAX
(3,9'C/s)

Veriti 96-Well Thermal Cycler
Modo 9700 MAX
(3,9'Crs)
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fq!jAl!. Condiciones del termociclador para la ampl¡ficac¡ón

Páso Temperatura y período de
¡ncubac¡ón

Cantidad de
ciclos

1 95oCpor3min 1

2

95o C por 15 s

1260o C por 30 s

72o C por 30 s

3

95o C po|lo s

28630 C por 30 s

72o C por 30 s

4 T2oCpor2min 1

5 1

Nota; Para cerciorarse de que se ha ampl¡ficado la muestra consulte la sección «Electroforesis en gel» (Apéndice A)

td::t:"t"t"": 

que tos componentes dettampón de hibridac¡ón de ta mezcta de sondas LtFEcoDEs estén §otub¡t¡zados y
las microesferas totalmente suspendidas.

. Encienda el Lum¡nex 100 o 200 lnstrument y la Plataforma XY para que adquieran la temperatura coÍespond¡ente, durante
30 m¡nutos.

1. Caliente la mezcla de sondas en un bloque calefaclor a 5560oCdurante al menos 5-10 minutos para solubilizar tolalmente los
componentes de la mezcla de sondas.

2. Trate brevemente (-15 s) la mezcla de sondas mn ullrason¡dos y agitela en vórtex duranle l5 segundos aproximadamenle para
suspender por complelo las m¡croesferas.

3. En cáda pocillo de una placa de termoc¡clador de 96 poc¡llos (Costar@, n0 ref. 6509), combine '15 pl de la mezcla adecuada de
sondas con 5 pl del p.oducto de la RCP específico de locus. Nota: Los Kits A eRES, B eRes y DRBI eRES fequierén dos
pocillos por muestra, uno para la mezcla de sondas de eRE§ y otro para la mezcla de sondas estándar. Las mezclas de
sondas eRES y estándar no t¡enen que obtenerse en el m¡amo proceso, Ambas mezclas de sondas se requ¡eren para
obtener loa resultados de eRES de estos k¡ts. Los Kits C eRES t¡enen solamente una mezcla estándar de sondas. Cuando se
vierta la mezcla de sondas a más de 10 pocillos, agite en vórtex con cuidado cada mezcla de sondas después de cada grupo de
diez. Selle la placa con cinta de pol¡et¡leno (Costár@ No.6524).

4. Coloque la estera de compresión de silicona encima de la plácá anles de la hibridación
5. Hibride las muestras en las cond¡ciones de ¡ncubac¡ón s¡guientes:

o
Tabla 4. Condic¡ones de¡
termociclador para la hibr¡dac¡ón

AR

A 97 oC durante 2 minutos
A 47 oC duranlé 10 minutos
A 56 oC durante I minutos

MANTENER A 56 OC

6

Asegúrese de que el láser de detecc¡ón del equ¡po Lum¡nex 100 o 200 esté encend¡do durante por lo menos 30 m¡nutos
antes de que concluya la hibridación.
Mientras las muestras h¡bridan, prepare une mezcla al 200:1 de soluc¡ón diluyente y PE-estreptavid¡na. Combine
'f 70 Ul de soluc¡ón diluyente (DS) y 0,85 ul de 1mg/mL PE-estreptavid¡na (SA-PE) por mueslra . Se recomienda preparar una cant¡dad
de mezcla de soluc¡ón d¡luyente suñciente paÉ n+1 muestÉq con objeto de cubrir las pétd¡das por p¡peteo.
(Vea la tabla 5).
Mantenga la fiEzcla de soloc¡an d¡luyente y PE-estreptavidina en la oscuridad y a tempetatura amb¡ente. iLa PE-estrcptav¡dina es
fofosensó/el La solución diluyente puede ser calentáda a 45 oC durante 5 m¡nutos y agitada en vórtex ni bien llega al laboratorio,
para garantizar que todos los componentes estén disueltos. Antes dé prepsrar la mezcla, la solución d¡luyente debe estar a
temperaturá ambienle (18-30 "C). Prepárela antes de su uso y deseche toda la que no haye ut¡l¡zado.

Tabla 5. Volúmenes para proparar
la solución diluyente

Nota: NO DETENGA EL PROGRAM HIBRI ANTES DE EXTRAER LA BANDEJA DEL TERMOCICLAOOR.
L En el paso f¡nal a 56 oC, y la bandeja en el dor, diluya cada muestra con 170 pl de la mezcla preparada de

solución diluyente y P Es fundá rfal dilu¡r todas las muestras en un espacio de tiempo no superior a 5
minutos (sigu¡endo el de MANTENER 8 a 56 'C).

100 o 200 ¡nEtrument.9. Saquedeltermoc¡clad Ia ba de muestras colóquela en el Luminex/
I

i

7

n e Rl

o

N.o de muestras Solución diluyente (DS) PE-estreptaüdina
(SA.PE)

1 170 pl 0,85 pl

5 850 pl 4,25 ttl
10 1700 ul 8,5 pl
20 3400 pl 17 ul
50 8500 ul 42,5 pl

Fir:
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D. Análisis de la muestra con el Luminex 100 o 200 lnstrument

Para obténer los mejores resultados, anal¡ce las muestras de inmediato con el Luminex 100 o 200 Instrument. Las muestras pueden .
leeBe hasta 30 m¡nutos después de haberlas dilu¡do. Si no va a leer de inmediato las muestras, protéjálas de la luz.
1. Encienda el Luminéx 100 o 200 lnstrument entre 30 minutos y 4 ho€s entes de análizar las muestras.
2. Antes de ánalizar las mueslras en el Luminex 100 o 200 lnslrument, configure una conida de serie para las muestÉs (Batch Ruü.

á) En el menú Arch¡vo, seleccione Cr€ate a New Batch [Crear una serie nueva de mueatras].. Por ejemp¡o, si va a analizar los HLA-DRBI, añada serie de muestras lEato¡,) para HLA-DRBI. Se sum¡nistra la plantilla para la seie de muestras, que en este cáso se denom¡na HLA- DRB'.. Tenga en cuenta que las vers¡ones de la pfantilla son espeoifioas de oada sede y conesponden al número de serie de cada kit.. Para crear las ser¡e6 de muestras s¡ga paso a paso las instlijcciones que aparecen en Ia pantalla.
. cuando dé nombre a la serb dG rn¡estras no uülice corr¡as, porque al exportar los datos se pederá b inlomación pogterior a la corña,. Para más ¡nstrucciones sobre la creación de séries (batches) y muhiser¡es (mulübatches) de muestras consulte el manual del usuario del

Luminex.
b) Haga clic en €l icono de expuls¡ón para expulsar el portaplaca. Coloque la placa de 96 pócillos del termociclador que contiene

las muestras en el bloque calefactor XYP situado sobre el portáplacá.
c) Hagá clic en el icono de retrácción del portaplaca. Las muelras ya eslán preparadas para ser anal¡zadas. Antes de in¡c¡ar el

anális¡s debe reálizaÉe un cebádo.
d) Una vez analizadas las mueslrás en el aparato, se debe h¡gienizar con isopropanol al 70% o lejía doméstica al 20%, seguido de

dos lavados. En ese momento se puede apágar el aparato si no se va a ut¡lizar más ese día.
3. Uná vez completado el anál¡sis de una serie (batch), los datos se exportan como archivo de valores separados por comas (csv).

Estos arch¡vos se denominan 'OUTPUT,CSV'y se arch¡van en una carpela que lleva elnombre de la serie. A partir de esle ¡l
momento, los datos 6stán ya dispon¡bles para proceder a la tipiflcación como se describe seguidamente. r-

*Consulte el manualdel usuario del Lum¡nex para más ¡nformación acerca del func¡onamiento del aparato, incluyendo los procedim¡entos d¡arios de
encend¡do, cal¡brac¡ón, mantenimiento yapagado.

RESULTADOS

El Soflware MATGH lT! DNA sé ha diseñado como complemenb para el anál¡sis con los Kl'a cle T¡pilicactón por SSO LIFECODE

La tipificac¡ón de las muestEs puede real¡zarse como sigue:
Los archivos CSV generados pueden abrirse y los datos pueden procesarse con los programas habituales de hojas de c'álculo como Microsoft
Excel, Lolus 123, Corel Quattro Pro o sim¡lares. El anális¡s consta de las elapas siguientes:

1) Compruebe que se cumple el número mín¡mo de €v€ntos pala cada SSO en cadá muestra. Esta información se encuenlra en la
se.§iófi DabType: Co¿rnt del archivo CSV.

2) Compruebe que, en cada muestra, los valores de las sondas de consenso superan la intensided de fluorescencia mediana mínima
correspond¡ente (MFl). Los umbráles mín¡mos son específicos de cada lote y f¡guran en la labla ds umbrales,

Precaución:
, Paru obtener rcsulÍados faáles, el LumirEX 1O0 o 200 lnstrumant debe rcunir datos suficientes.
. Recog?r al nlÉnos 40 evantos pa@ HLA-DQA1/B1 (Refercnc¡a n.o 628930) y HLA-DPA1/BI (Referenc¡a n.' 628936). Recoger al nÉnos

60 eventos paE el resfo de kifs de la secclón "KITS / REACTIVOS POR NÚMERo DE REFERENCIA" o b¡en el número mín¡mo de
eventos especificado en la docunenlación específia del lote. o

3) Reste de los valores de la muestra el valor del contrcl de ruido de lordo para obtener el coniunto de datos corregidos en función del
ruido de fondo. Los valores del contro¡ de ru¡do de fondo figuran en la tabla de umbráles y son espec¡f¡cos de c€da lote. Son valores
promedio de la MFI de cada microesfera con los qué se compénsa elru¡do de fondo deb¡do a la variación de las m¡croesferas.

4) Para cadá muestrá, div¡da los dalos de cade sónda coffegidos según el ruido de fondo por el valor de la sonda de consenso
coÍespoñdiente conegido según el ru¡do de fondo, con lo que se obt¡ene el coniunto de datos normalizados.

MFI (sonda) - [,4F] (blan de control oara la sonda)
MFI (consenso) - i¡lFl (blanco de control para la sonda de consenso)

Para cáda sonda, reg¡stre el valor norma¡¡zado en la hoja de la tabla de umbrales.
Una vez asignados lodos los valores, puede compararse el palrón de hibridación con sondas (es decir, la combináción de todas las
asignac¡ones pos¡t¡vas y negat¡vas en una muostra dada) con la(s) tabla(s) de h¡bridación con sondas sumin¡stráda(s).

Precaución:
. Existe und tabla de umbnlea paia cada locus y para cada mezcla de sonda.
. Estas tablag dé umbralea aon espéciticas de cada lote; aseg..i/Eae de gue €l ntimerc de lote dé las tablas de umbrales es e,

m¡smo que el del kit d€ t¡pificación-
. S¡ un valor nomalizado conespond¡ente a una sonda detem¡nada supara el umbal máximo paÍa una as¡gnac¡ón negat¡va y no

alcanza el valot mín¡mo para una as¡gnac¡ón pos¡t¡va, la muast@ debatá consideÉrse indeteminada para dicha sonda. La muestra
debe lip¡ñcar§É suponiendo pñrnero que el valor es negativo y luego quo es pos¡tivo.

, PaB más información sobrc los valores umb@l véase la secc¡ón VALORES PREVISTAS-

5)
6)
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CONTROL DE CALIDAD
Se recom¡enda llevar a cabo un conaol ¡egativo y uño positivo en cada ensayo, tales como un blanco de agua y úna muestra previamente
respectivamente. Las sondas de SSO consensuadas. resumidas en la Tabla de Umbrales, hibridan con alelos específcos de los ¡ocus corres
va¡ores obtenidos con los SSO Consensuados de los controles posit¡vos deberlan sobrepasar los valores umbral para los SSO, tal y como se
de Trabaio de la Tabla de Umbrales.Los valores obtenidos coñ SSO Consensuados de blancos de agua deberán estar por debajo del va¡or de umbra para el
SSO kl como se ¡ndica en la Hoja de Trabajo de ¡a Tabla de Umbrales.

La(s) me¿cla(s) de sondas de LIFECODES tiene(n) una o más sondas de SSO consensuados, que se ¡dentifcan en las hojas de trabajo del kit de tipificaoión.
Estas sondas consensuadas hibridan todos los alelos y achlan como controles iniemos para ver¡ficar la amplificación y confirmar que ocurrieron las
hibr¡dÍzac¡ones. Si no se obtiene el valor mfnimo para esos SSO, puede que la muestra no produzca la tipificación conecta y se deberia repetir el ensayo para
dicha muestra.

El ensayo se debe llevar a cabo según las recomendaciones del prospecto, así como según ofos procedimientG de control de calidad que cumplen con las
espec¡ficac¡ones locales, estatale§, federales y/o de las agenc¡as certiñcadoras.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Las condiciones descr¡tas para la RCP y e¡ a¡ális¡s deben controlaEe con precis¡ón, Las desv¡aciones de estos parámetros pueden hacer facasar el
pfoced¡miento-

Todos los aparatos deben calibrarse según las recomendaciones del fabricante y uülizarse respetando los lÍmites especificados por éste.

l) Las m¡croesferas deben estar precalentadas y en suspensión total antes de su uso. Esto garantiza que los componentes deltampón de
hibridación estén d¡sueltos.

2) Las incubacaones a 47 oC y 56 oC exigen una gra¡ exactitud (+/- 0,5'C). Debe emplearse un termociclador. Debe ver¡fcarse la temperatura en

4)

los pocillos de la placa de 96 poc¡llos del termociclador mediante un termopar (Bio-Rad, Modelo VPT-0300, o equivalente). La temperatura no
debe var¡ar más de +/- 0,5 oC dento de los pocillos y de un pocillo a otro.
El tiempo que se mantiene la mueslra a 56 'C es crucial y no debe superar los 13 minutos en lotal. Esto comprende los 8 minútos de la
¡ncubación más un máximo de 5 minutos para d¡luir todas las muestras con la mezcla de solución di¡uyente y PE-esteptavidina.
Una vez diluidas, las muestras son estables a temperatura amb¡ente (18 a 30"C) durante un máximo de 2 horas (protéjalas de la luz). Dado que
una placa de 96 pocilllos llena puede tardar hasta 1,5 horas en pasa. por el Luminex 100 o 200 lnstrument, el análisis debe inic¡aEe como
máx¡mo 30 m¡nutos después de la dilución para garantizar que la úllima muestra se analice dentro delllm¡te de las dos horas.

5) No mezcle componentes de otros kits y lotes.

Deb¡do a la complej¡dad de la tipificación de HLA, la i¡terpretac¡ón de los datos y los resultados de la tipifcación deberian ser revisados por personal aal¡fcado,

RESOLUCIÓN DE PROBLEMAS

O,

PROBLEMA POSIBLE CAUSA soLUctoN
La mezcla de sondas no está conectamente suspend¡da Precaliente Ia mezcla de sondas, trátela con

ultrasonidos, aqitélá en vórtex y rep¡ta el anál¡sis
No eslá calibrado Calibre el aparalo. (Consulte el manual del usuaño del

Lum¡nex lS)

Escaso número de
microesferas

El aparato no funciona
correctamente

La vía de llujo de la muestra
está bloqueada

Extraiga la aguja y líñpiela con ultrason¡dos. Lávela
con flujo retógrado. Si el problema persiste, llame a
lmmucor GTI Diagnostics, lnc.Tel.: +1 (855) 466-8267

Poco ADN Compruebe la concenlrac¡ón y la pureza del ADN
Lás sales de Mezcla maestra
no están disuellas

Calienle la Mezcla maestra a 37 oC durante 5 m¡nutos,
aqite suavemente en vórtex v centrifugue bfevemente.

La muestra no se
ampl¡ficó o lo hizo en
escasa medida'

Polimerasa taq poco eflcaz Ut¡lice polimerasa Taq validada LIFECODES (número
de c¿táloqo 628075).

Las cond¡ciones de la amplificación no están dentro de los
lím¡tes especif¡cados,

Ejecute el perf¡l térmico en el termocic.lador para
verificar que los parámetros estén dentro de los lím¡tes
€specificados.
Antes de usar la solución diluyente, caliéntela a 45 úC

durante 5 minutos y ágÍtela en vórtex. Consérvela a
temperatura ambiente.

Fállá én el umbrál
de CON

a
Baja intens¡dad de fluorescencia mediana (lvlFl)

Sustituya la eslreptavid¡na conjugada con
ficoerilrina-R.

Amplificac¡ón alelo
específ¡ca

Las condiciones de la
amplificac¡ón no están denlro
de los párámetros
especilicados

Ejecule el pertil térm¡co en el termociclador para
verificar que los parámetros se hallan dentro de los
lím¡tes especif¡cádos.

La muestra de ADN €stá contam¡nada
ADN parcialmente deqradado

Aísle de nuevo el ADN de la muestra de sangré.

Multiples fracasos
de SSO o
la muestrá no

ofrece resullados de
tipificación de HLA

Evaporac¡ón durante la h¡bridación Si no está usándo una placa completa, déje vácia una
fila a cada lado de ¡as muestras que va a anal¡zar para
tapar herméticamente la placa.

' La amplificaoión por RCP puede carse med¡ante e

f-l CA

¡s en gel (véase el Apé¡dice A).

L.

. cRl
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VALORES PREVISTOS
Los valores pueden ser p6iüvos o negaüvos. En algunos pocos casos, los valores pueden ser indeterminados. Un «valor ¡ndeterminado» representa un
intervalo en el que no se han observado valores pos¡üvos ni negativoa. Si una muestra contiene valores indeterm¡nados para una sonda SSO dada, debe
tipifcarse que la sonda es ñegaliva y de nuevo que es pos¡tiva. Pueden darse tres situac¡ones:

'1. Una de las elecciones (la positiva o la negativa) ofrec€ una corespondencia.
2. Con ambas elecc¡ones se obt enen correspondenc¡as.

. Se puede repetir el análisis de la muestra o registrar los alelos obtenidos con ambas tip¡ficaciones.
3. Con n¡nguna de las dos elecc¡ones se obtienen correspondenc¡as.

. En este caso es probable que se haya asignado de forma inconecta ¡as otras sondas. Hay que analizar de nuevo la muesüa y
posiblemente deba repetiBe la amplificac¡ón.

. Si más de dos sondas otecen resultados indeterminados, debe reanalizarse la muestra.

. S¡ de ur¡ patrón de hibridación con sondas no se ob,tiene un tipo HLA, la muestra debe amplifcarse y analizarse de nuevo. Puede que también se
neces¡te a¡slar oka vez el ADN de la muestra y repet¡r la ampl¡ficación y el anális¡s.

. Coño se ha señalado en la sección Lrirrrr'rac¡ones del prdcedim¡enúo, es fundamental cumplir rigurosamente el prolocolo. Cualquier desviac¡ón
puede hacer fiacasar la lpifcación de la muestra.

cARAcTERísrcAS ESpEcíncrs oe REND¡MrENTo
Cuando se utilizan los Kib de Tipifcación LIFECOOES HLA SSO según el procedim¡ento descr¡to en el folleto ¡nformaüvo, se puede determinar eltipo de HLA
de las Clases I y ll de las muestras de ADN. El Kit HIA A eRES muestra una correlación de 98,46% (95,24% ltñite infer¡or del ¡ntervalo de confanza de 95%) y
Ios Kirs HLA B eRES, DRBI éRES y DRB 3, ¡f. 5 muestran una conelac¡ón de ,|00% (97,720¿ lfmite inferior del ¡ntervalo de confianza de 95%) y el K¡t HLAC
eRes muestra una conelación de 99,23 {95,75% llm¡te ¡nferior del ¡ntetrvalo de confianza de 95V") pata 130 muestras evaluadas cuando se comparan con los
resultados obtenidos mediante el secuenc¡amiento b¡d¡reccional. Los k¡ts HLA A y I muestran una conelac¡ón de 100% (92,9% Iim¡te ¡nferior del intervalo de
confianza de 95%) para 50 muestras evaluadas cuando se oomparan con los resultados que se obtieneñ con el método de SSP UniTray de Pel-Freez. El kit
HLA DRBI mueska una conelaoión de 9870 (91,1% lfm¡te inferior de¡ inteNalo de oonfianza de 95%) para 60 muestras evalL¡adas cuando se compara cq&los
resultados obetidos con el kit HLA DRB de LIFECOOES. t
El kit HLA-DQAIiBl {Referencia ¡.o 628930) muestr¿ una correlac¡ón de 99,2% par¿ los alelos DQA (llm¡te ¡nfer¡or 96,27o usando un método exacto un¡lateral
para un intervalo de confianza del 95%) y una corelación de 98,4% para los alelos OQB (llmite ¡nferior 95,2% usando un método exacto unilateral para un
intervalo de confanza del g5o/o) cuando se comparan los resultados de üp¡ficac¡ón HLA en 2 campo6, en 123 y 130 mue$kas bien caraclerizadas,
respectivamente.

El kit HIA-OPAl/81 (Referencia n.o 628936) muestra una conelación de '100% para los alelos DPA (lfm¡te inferior 97,70lo usando un método exacto unilateral
para un ¡nteNalo de contianza del 95%) y una conelación de 98,5% para los alelos DPB (límite inferior 95,4% usando un método exacto unilateral para un
¡ntervalo de confianza del 95%) cuando se comparan los resultados de üpificación HLA en 2 campos, en 133 y 135 muestras b¡en caracler¡zadas,
respectivamente.

En ensayos realizados eñ laboratorio, las sustancias eBumeradas a oontinuación demostraroñ c¡erla ¡flhibición en el análisis con los Kits de Tipifcación SSO
LIFECODES HLA-DQAiiBl y LIFECODES HLA-DPAI/81. La concentración más elevada de sustancias interferentes sin que se produzca inhibición es
respectivamenle: dodecilsulfato sódico (0,0050¿ (p/v)), etanol(500mM), fe¡ol (0,125% (v/v)), sacarosá (0,1M), EDTA (500 pM), ACD (0.1% (vtu)), colesterol
(3pg/mL), bilinubina (16,4 pM), hemoglobina (0,0156 mgr'mL) y sangre hemolizada (0.1 % (v/v)).

REFERENCIAS

l. Olerup, O. et al. (1992) T¡ssue Ant¡gens 39:225
3. Saiki, RK. et al. (1986) Nalure 324: 163

LICENCIAS LIMITADAS

2. I\,raeda, N4. el ai. (1989) T¡ssue Antigens 34; 290
4. Bugawan, TL. et al. (1990) lmmunogenetics 32: 2

Polimerasa laq es fabricado para lmmucor GTI Diagnoslics por Promega Corp. Se otorga la licencia a Promega según las patentes
estadounidenses números 5,338,671 y 5,5A7,287 y sus patentes extrán¡eras conespond¡entes. La adqu¡sición de este produclo incluye una
licenciá limitada e intransferible, ampaGda por la patente estadounidense 5,98'1,180 o las conespondientes en otros paises, propiedad de
Luminex Corporation, para realizar anális¡s múltiples de muestras clín¡cas para la tip¡ficación HLA.

REPRESENTANTE AUTORIZADO
Representante autorizado: lmmucor Med¡z¡ñische Diagnostik GmbH, Robert-Bosch-Strasse 32,63303 Dreieich, Germany

Servic¡o técnico europeo: Tel.: +3213 385 4791

Fecha de la última r€visión y publ¡cac¡óñ de esté documento: 2018{5-29

MARCAS COMERCIALES UTILIZADAS
AB Geneo
Costar@
M¡crosealrM
IDNAfr Agarose
GelStarfr

AB Gene House
Coming lncorporated
Bio-Rad Laboratories, lnc
Lonza Group, Ltd.
Lonza Group, Ltd.

Lumine@
Gene Amp@

Llrecooes"

Luñinex Corporation
Roche Molecular System
Appl¡ed B¡osystem
lmmucor lnc.
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APENDICE A
Electrofores¡s en qel
Las RCP que se llevan a cabo en la t¡piflcación con k¡ts LIFECODES HLA-SSO se han ideado para obtener productos bicatenarios y mon
los principales ptoductos que hibridan con los SSO. Ya sea por aseguramiento de la cal¡dad o para solucionár un problema, puede que se precrse
electroforesis en gel para examinar la RCP e ¡nve$ligar la presenc¡a de ADN amplificado

Material necesario (el de la lista o equivalente)
Agarosa para electroforesis (Lonza Group, Ltd.
IDNA@ Agarose n.' 50170)
Equipo de elecboforesis/alimentac¡ón eléctrica
Tampón de gel 1X (TAE 40X, Promega, n.o V4281)

Colorante de ácidos nucleÍcos GelSlar@ (Lonzá Group, Ltd, n.o
s053s)
Transiluminador UV (Chromalovl-,E, L,VP lnc., modelo TM36)
S¡stema de inágenes fotográficas

La migrac¡ón relativa del producto monocatenario depende de la concentación del gel y del sistema tampón empleado. A continuac¡ón se indican las
m¡graciones aproximadas para cada amplificación en muestras anali¿adas en gel de agarosa al 20¿ en tampón TAE '1X.

Nota: oo aplicabte pa,a HLA-DQAI/8I (Referencia n,' 628930, HLA.DRB 3,1,5 (Referencia n." 628927)) y HLA-DPA1/BI (Refercncia n," 628936) dehido
a que no es posible distinguir tás bandas ¡ndiy,duales en la conú¡naciófl múttiple.

1. Saque del congelador el colorante dé ác¡dos nucle¡cos Gelstaro (Lonza Group, LfD, n.o 50535) para descongelalo. Manténgalo en Ia oscuridad.
2. El gel util¡zado para este procedimiento debe ser al 2yo, es decir, para obtener uñ lecho de gel de 200 ml u¡l¡ce 4 gramos de agarosa en

200 ml de TAE lX. (D¡luya a palir de TAE 40X). Añada '10 pl de colorante de ácídos nucleicos Gelstar@ a Ia agarosa tund¡da. AI verter el gel asegúrese
de dejar espac¡o de sobrá para que el ADN recorra una distancia s¡gnificativa (enfe 2,5 y 5 cm). PRECAUCTÓN: Gelstar@ es un pos¡ble carsinr5geno.

NOTI lugar del colorante de ác¡dos nucleicos Gelstar@ se pueden uül¡zar geles con 20 !l de bromuro de etidio en concenúac¡ón de
lo mtr. La ¡ntensidad de la banda del producto es menor en los geles que conlienen bromuro de et¡dio que eñ los que contienen Gelstar@. PRECAUCIÓN:
El bromuro de etidio €s un carcinógeno confiñr¡ado.
3. Mantenga el gel en la oscur¡dad y deje que se solidifique.
4. Una mezcla de 2,5 pL de cada producto RCP y 2,5 pL de carga doble búfer con tinte v¡sible por muestra, por la ampl¡ficación de carga. Deje correr el gel

en la oscuidad a 160 voltios ap¡ox¡madamente durante 45 m¡nutos o hasta que la muestra corra ¡o bastaote como para distinguir bandas separadas para
el producto monocatenario y el bicatenario (la banda del azu¡ de bromofenol u otro marcador visible migra entre 2,5 y 5 cm a partir de los pocillos).

5. Fotog.afle utilizando un trans¡luminador UV acomp¿ñado de un filtro fotográÍco amar¡llo Gelstar@ (Lonza Group, Ltd, n.'50536).
PRECAUCIóN: Utilice indumentaria de p¡otección cuando manipule el colorante de ác¡dos nucloicos Gelstar@ o e¡ bromuro de etid¡o, o cuando
fotografle el gel con un transilum¡nador UV.
6. Análisis delgel

HLA-A HLA-B HLA€ HLA.
DRBI

B¡catenar¡o(s) (pb) -420 -370, -340 -476, -447 *280

ll¡onocatenario(s) (pb) -240 -200 -250, -200 -180

lnterpretac¡ón del qel
Amplificación No hay amplificación

Pocillo

ADN bicatenario

ADN monocalenario

Banll cebador

---- (intenso)

----: (menos inlenso)

/ r¿l
(,9

ED RL.

^ola 2ECJ
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