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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
Las Malvinas son argentinas

Disposicion
NUmero: DI-2022-4822-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 9 de Junio de 2022

Referencia: EX-2021-114575734-APN-DGA#ANMAT

VISTO e N° EX-2021-114575734-APN-DGA#ANMAT del Registro de la Administracion Nacional de
Medicamentos Alimentos y Tecnologia Médicay,

CONSIDERANDCO:

Que por los presentes actuados la firma HEMOMEDICA S.R.L. solicita autorizaciéon para la venta de los
Productos médicos para diagndstico in vitro denominados 1) SR-850-00043 MIA FORA NGS FLEX Software.
2) SR-800-10534-24 MIA FORA NGSMFLEX 11 HLA Typing Kit. 3) SR-800-10534-96 MIA FORA NGS
MFLEX 11 HLA Typing Kit. 4) SR-800-10534-1152 MIA FORA NGSMFLEX HT 11 HLA Typing Kit. 5)
SR-800-10535-24 MIA FORA NGS MFLEX 6 HLA Typing Kit. 6) SR-800-10535-96 MIA FORA NGS
MFLEX 6 HLA Typing Kit. 7) SR-800-10535-1152 MIA FORA NGSMFLEX HT 6 HLA Typing Kit .

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la Ley N° 16.463, Resolucion Ministerial N° 145/98 'y
Disposicion ANMAT N° 2674/99. Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por €l
Servicio de Productos Médicos para Diagndstico in vitro que establece que los productos retinen las condiciones
de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que € Ingtituto Naciona de Productos Médicos ha tomado la intervencién de su competencia y corresponde
autorizar lainscripcion en el RPPTM del producto médico para diagnostico in vitro objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de | as facultades conferidas por el Decreto N° 1490/92 y sus modificatorios.

Por dllo;



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

DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica (RPPTM) de la Administracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
de los productos médicos para diagnostico in vitro denominados 1) SR-850-00043 MIA FORA NGS FLEX
Software. 2) SR-800-10534-24 MIA FORA NGS MFLEX 11 HLA Typing Kit. 3) SR-800-10534-96 MIA
FORA NGS MFLEX 11 HLA Typing Kit. 4) SR-800-10534-1152 MIA FORA NGS MFLEX HT 11 HLA
Typing Kit. 5) SR-800-10535-24 MIA FORA NGS MFLEX 6 HLA Typing Kit. 6) SR-800-10535-96 M| A
FORA NGS MFLEX 6 HLA Typing Kit. 7) SR-800-10535-1152 MIA FORA NGS MFLEX HT 6 HLA
Typing Kit de acuerdo con lo solicitado por la firma HEMOMEDICA S.R.L. con los datos identificatorios
caracteristicos que figuran a pie de la presente.

ARTICULO 2°.-Autorizase los textos de los proyectos de rétulos y de instrucciones de uso que obran en
documento N° |F-2022-44556839-APN-INPM#ANMAT.

ARTICULO 3°.- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda “Autorizado por la
ANMAT PM-1049-66, con exclusién de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase e Certificado de Autorizaciéon e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°.- Registrese. Inscribase en e Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Médica a nuevo producto. Por €l Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado, haciéndole entrega
de la presente Disposicion, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizados y el Certificado
mencionado en el articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

NOMBRE COMERCIAL: 1) SR-850-00043 MIA FORA NGS FLEX Software. 2) SR-800-10534-24 MIA
FORA NGS MFLEX 11 HLA Typing Kit. 3) SR-800-10534-96 MIA FORA NGS MFLEX 11 HLA Typing Kit.
4) SR-800-10534-1152 MIA FORA NGS MFLEX HT 11 HLA Typing Kit. 5) SR-800-10535-24 MIA FORA
NGS MFLEX 6 HLA Typing Kit. 6) SR-800-10535-96 MIA FORA NGS MFLEX 6 HLA Typing Kit. 7) SR-
800-10535-1152 MIA FORA NGS MFLEX HT 6 HLA Typing Kit .

INDICACION DE USO: 1. El software esta disefiado para identificar correctamente los genotipos del HLA
basandose en la secuencia de codificacion. Se da una consideracion especia a las regiones de exones con mayor
grado de secuenciacion, a saber, los exones 2y 3 delos genesde clase | y € exon 2 de los genes de clase 1. Por
ahora, se ha hecho menos hincapié en la identificacion de variantes de intrones. El software MIA FORA NGS
ofrece una interfaz grafica de usuario (GUI) intuitiva'y cumple los requisitos establecidos por la comunidad del



HLA. Con este software, los usuarios disponen de en primer lugar, genotipos del HLA exactos y sin
ambigledades basados en la ultima nomenclatura del IMGT, en segundo lugar, la secuencia completa con fase
gjustada cubierta por los cebadores objetivo utilizados para interrogar 1os genes del HLA. 2) Y 3) El Kit MIA
FORA NGS MFlex 11 se ha concebido para la amplificacion y secuenciacion de los genes del HLA: HLA-A,
HLA-B, HLA-C, HLA-DRB-1/3/4/5, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DPA1 y HLADPB1 en la plataforma de
secuenciacion de la nueva generacion de lllumina. El software MIA FORA se ha disefiado como guia para
determinar €l tipo HLA a partir de los datos que se hayan generado con el MIA FORA NGS MFlex 11 Library
Prep Kit (kit 11 para preparacion de bibliotecas). El ensayo se ha concebido para su uso en un laboratorio
especializado y experto en la manipulacion de ADN para su amplificacién y secuenciacion. 4) El Kit MIA FORA
NGS MFlex 11 se ha concebido para la amplificacion y secuenciacion de los genes del HLA: HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLADRB-1/3/4/5, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DPAl1 y HLA-DPBl en la plataforma de
secuenciacion de la nueva generacion de Illumina. El software MIA FORA se ha disefiado como guia para
determinar € tipo HLA a partir de los datos que se hayan generado con el MIA FORA NGS MFlex Library Prep
Kit (kit para preparacion de bibliotecas). El ensayo se ha concebido para su uso en un laboratorio especializado y
experto en la manipulacion de ADN para su amplificacion y secuenciacion. El ensayo se ha concebido para
procesarse como panel de 384 hasta 576 muestras. Los resultados se han validado con e software MIA FORA
NGS. 5) Y 6) El Kit MIA FORA NGS MFlex 6 se ha concebido para la amplificacion y secuenciacion de los
genes del HLA: HLA-A, HLA-B, “ANO. HLA-C, HLA-DRB-1, HLA-DQB1, HLA-DPB1 en la plataforma de
secuenciacion de la nueva generacion de lllumina. El software MIA FORA se ha disefiado como guia para
determinar e tipo HLA a partir de los datos que se hayan generado con el MIA FORA NGS MFlex 6 Library
Prep Kit (kit 6 para preparacion de bibliotecas). El ensayo se ha concebido para su uso en un laboratorio
especializado y experto en la manipulacion de ADN para su amplificacién y secuenciacion. 7) El Kit MIA FORA
NGS MFlex 6 se ha concebido para la amplificacion y secuenciacion de los genes del HLA: HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 y HLA-DPB1 en la plataforma de secuenciacion de la nueva generacién de
[llumina. El software MIA FORA se ha disefiado como guia para determinar el tipo HLA a partir de los datos que
se hayan generado con e MIA FORA NGS MFlex Library Prep Kit (kit para preparacion de bibliotecas). El
ensayo se ha concebido para su uso en un laboratorio especializado y experto en la manipulacion de ADN para su
amplificacion y secuenciacion. El ensayo se ha concebido para procesarse como un panel de 384 hasta 576
muestras. Los resultados se han validado con el software MIA FORA NGS.

FORMA DE PRESENTACION: 1) No aplica; 2) Envases por 24 determinaciones conteniendo: A) MIA FORA
NGS MFlex 11 PCR kit (kit 11 para PCR), 24 ensayos, con un (1) vial por 450ul. B) MIA FORA NGS Mflex 11
Library Prep kit (kit para preparacion de bibliotecas), 24 ensayos con siete (7) viales y una (1) placa adaptadora
de indices: L1, mezcla enzimatica primaria; L2, mezcla de tampon primaria; L3, enzimaligasa; L4, 2x tampo6n de
ligasa; L5, Mezcla de tampon/ enzima para PCR; L6, Cebadores de amplificacion; L7, Agua sin nucleasas; placa
adaptadora de indices. 3) Envases por 96 determinaciones conteniendo: A) MIA FORA NGS MFlex 11 PCR kit
(kit 11 para PCR), 96 ensayos con un (4) viales por 450ul. B) MIA FORA NGS Mflex 11 Library Prep kit (kit 11
para preparacion de bibliotecas), 96 ensayos con ocho viales y una (1) placa adaptadora de indices. L1, mezcla
enzimatica primaria; L2, mezcla de tampon primaria; L3, enzima ligasa; L4, 2x tampon de ligasa; L5, Mezcla de
tampon/ enzima para PCR; L6, Cebadores de amplificacion; L7, Agua sin nucleasas, placa adaptadora de indices.
4) Envases por 1152 determinaciones conteniendo: A) MIA FORA NGS MFex 11 HT PCR kit (kit 11 para PCR)
con un vial por 20ml. B) MIA FORA NGS Library Prep kit (kit para preparacion de bibliotecas), 1152 ensayos
con ocho vialesy doce (12) placas adaptadoras de indices: L1, mezcla enzimética primaria; L2, mezcla de tampon
primaria; L3, enzima ligasa; L4, 2x tampdn de ligasa; L5, Mezcla de tampdn/ enzima para PCR; L6, Cebadores
de amplificacion; L7, Agua sin nucleasas; 12 placas adaptadoras de indices. ¢) MIA FORA NGS HLA Magnetic
Beads (bolas magnéticas) 5) Envases por 24 determinaciones conteniendo: A) MIA FORA NGS MFlex 6 PCR kit



(kit 6 para PCR), 24 ensayos, con un (1) via por 450ul. B) MIA FORA NGS Mflex 6 Library Prep kit (kit para
preparacion de bibliotecas), 24 ensayos con siete (7) viales y una (1) placa adaptadora de indices. L1, mezcla
enzimética primaria; L2, mezcla de tampon primaria; L3, enzima ligasa; L4, 2x tampon de ligasa; L5, Mezcla de
tampdn/ enzima para PCR; L6, Cebadores de amplificacion; L7, Agua sin nucleasas; placa adaptadora de indices.
6) Envases por 96 determinaciones conteniendo: A) MIA FORA NGS MFlex 6 PCR kit (kit 6 para PCR), 96
ensayos con un (4) viales por 450ul. B) MIA FORA NGS Mflex 6 Library Prep kit (kit 6 para preparacion de
bibliotecas), 96 ensayos con ocho vialesy una (1) placa adaptadora de indices. L1, mezcla enziméatica primaria;
L2, mezcla de tampon primaria; L3, enzimaligasa; L4, 2x tampdn de ligasa; L5, Mezcla de tampdn/ enzima para
PCR; L6, Cebadores de amplificacién; L7, Agua sin nucleasas; placa adaptadora de indices. 7) Envases por 1152
determinaciones conteniendo: A) MIA FORA NGS MFlex 6 HT HLA PCR kit (kit parala PCR del HLA) con un
vial por 20ml. B) MIA FORA NGS Library Prep kit (kit para preparacion de bibliotecas), 1152 ensayos con ocho
vialesy doce (12) placas adaptadoras de indices: L1, mezcla enzimética primaria; L2, mezcla de tampdn primaria;
L3, enzima ligasa; L4, 2x tampon de ligasa; L5, Mezcla de tampén/ enzima para PCR; L6, Cebadores de
amplificacion; L7, Agua sin nucleasas; 12 placas adaptadoras de indices. ¢c) MIA FORA NGS HLA Magnetic
Beads (bolas magnéticas).

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 36 meses desde |a fecha de elaboracion,
conservado entre -20 'y -80°C.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: BioArray Solutions Ltd. 35 Technology Drive, Suite 100
Warren NJ 07059, USA.

CATEGORIA: Uso profesional exclusivo.
N° EX-2021-114575734 -APN-DGA#ANMAT
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Digitally signed by GARAY Valeria Teresa

Date: 2022.06.09 17:03:55 ART

Location: Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Valeria Teresa Garay

Subadministradora Nacional

Administracion Naciona de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica

Digitally signed by Gestion Documental
Electronica
Date: 2022.06.09 17:03:57 -03:00



ROTULOS ORIGINALES MIA FORA NGS MFlex HLA Typing Kit

Roétulos externos MIA FORA NGS MFlex , 24 test

MIA FOFQA""

“MFlex 11
(HLA-A, B, C, DRB1, DRB 3/4/5, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1)
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Roétulos externos MIA FORA NGS MFlex , 96 test

MIA FORA"

MFlex 11
(HLA-A, B, C, DRB1, DRB 3/4/5, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1)
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Roétulos externos MIA FORA NGS MFlex ,1.152 test

M A FORA"
~ HT MFlex 6 | NGS |

{HLA-A B, C, DRB1, DQB1, DPB1)

] B e

L XX

OT| XX-XXX
W /i/.m o3 YYYY-MM-DD
1162
-B0°C

(20} Library Preparstson Resgents

P/N SR-190-10898 Rev. A

MIA FORA"

HT MFlex 11

(HLA-A, B, C, DRB1, DRB 3/4/5, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1)

CONT \ REF| sRr-800-10534-1152
(20) Library Preparation Reagents LOT xx'xxx

W 20¢ 2 YYYY-MM-DD
52

P/N SR-190-10698 Rev. A
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Roétulos externos SR-850-00043 MIA FORA NGS FLEX Software

EmES———
IMMUCOR

Softwars VA FORA NOS Ver 5.X

MIA FORA’;E e

Software avanzado para el genotipado NGS del HLA

Declaracion de copyright

Esta documentacion y el software MIA FORA NGS son informacion confidencial y estan protegidos por
copyright, ® 2015, de Sirona Genomics, Inc. Todos los derechos reservados. Nada de esta
documentacion ni del software puede reproducirse, copiarse, exhibirse, transmitirse, modificarse ni
utilizarse sin la previa autorizacion por escrito de Sirona Genomics, Inc.

NMOMNG TS RL
.drz 1ec
De N, 12.855
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SOBREROTULO

HemoMedica

Importado por:

HEMOMEDICA S.R.L.

California 2082, Piso 2, Of D217, Ciudad Autbnoma de Buenos Aires
Argentina

Autorizado por ANMAT PM 1049-66

Directora Técnica Ana Paula Zucchini.

Farmacéutica M.N. 12.855
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ROTULOS INTERNOS
MFLEX 6

a) MIA FORA NGS MFlex 6 PCR Kit (kit 6 para PCR), 24 ensayos (SR-800-00526):

con un (1) vial.

MIA FORA"

" MFlex 6-loci PCR Kit [l

(HLA-A, B, C, DRB1, DQB1, DPB1)

REF| sr-soo-00526

o7
(1) 6-loci PCR Reagent vials m XX-XXXX

-20°C
o /ﬂ/ EEJ Wu 2 YYYY-MM-DD

Reactivo para PCR P-6 SR-800-00522 - 1 vial de 450 pl

P/N SR-190-00688 Rev. A

P HLA 6-loci PCR Mix
- 450 pL

SR-800-00522 /ﬂf'm
80°C

LOT| »¢-xxx

g YYYY-MV-DD n

u BioArray Solutions Ltd.

PiN SR-190-00684 Rev. A

b) MIA FORA NGS MFlex 6 Library Prep Kit (kit para preparacion de bibliotecas), 24 ensayos (SR-800-
00527): con siete (7) viales y una (1) placa adaptadora de indices

MIA FORA™
MFLEX HLA Library Kit

CONT

(8) Ubrary Preparation Reagents

V wc [LOT| xxa000
Uﬂz‘ e a YYYYMM.OD

REF SR-800-00527

P/N SR-190-00498 Rev. A
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Vial 1: Mezcla enziméatica primaria - SR-800-00426, 50 ul.

L Primary Enzyme Mix
50 L

REF| SR-800-00426 0%
80°C

LOT XX=-XXX

& YYYY-MMDD Wz "
™ BioArray Solutions Ltd.

P/N SR-190-00485 Rev.B

Vial 2: Mezcla de tampdn primaria - SR-800-00427, 315 pl.

L Primary Buffer Mix
315 L

SR-800-00427 /ﬂr'ﬂ'”c
80°C
XH-XXX

& YYYY-MM-DD Wm
sl BioArray Solutions Ltd.

P/N SR-190-00486 Rev. B

Vial 3: Enzima ligasa - SR-800-00342, 34 ul.

L 3 Ligase Enzyme
34 UL
SR-800-00342 *W‘
0°C

LOT| xx-xxX

- YYYY-MM-DD u

d BioArray Solutions Ltd.

P/N SR-190-00427 Rev.C

Vial 4: 2 viales Tampédn de ligasa - SR-800-00343, 917 ul

L4 2X Ligase Buffer
917 L
SR-800-00343 *wc
$0°C

LOT| xx-XXX

- YYYY-MM-DD ; ;24

d BioArray Solutions Ltd.

P/N SR-190-00422 Rev.C
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Vial 5: Mezcla de tampdn/enzima para PCR - SR-800-00344, 150 pl

L PCR Enzyme/Buffer Mix
150 pL

REF| SR-800-00344 PR
LOT| XX-XXX wc/ﬂ/

O
- VYYY-MM-DD

P/N SR-190-00429 Rev.C

N BioArray Solutions Ltd.

Vial 6: Cebadores de amplificacion - SR-800-00345, 14 pl
L6 Amplification Primers
14 UL

REF| SR-800-00345 .
LOT| XX-XXX .eoﬂc/ﬂf

\J
- YYYY-MM-DD

P/N SR-190-00424 Rev.C

“ BioArray Solutions Ltd.

Vial 7: Agua sin nucleasas, SR-800-00362 , 105 ul

L7 Nuclease-Free Water
105 L

XX-XXX
2 YYYY-MM-DD

SR-800-00362 o
80°C

P/N SR-190-00432 Rev.C

d BioArray Solutions Ltd.

Placa adaptadora de indices - SR-800-00349

Filled Index Adaptor Plate, 8uL/well

ey srecoooses ][ 11 NI

16-XXXA 10059451 20°C
8 YYYY-MM-DD  P/N SR-190-00434 Rev. B ~so»c/%[

Filled Index Adaptor Plate, 8uwell — |||]{1/ 11BN
10059451 120

|REF |SR-800-00349 2 ;
[CoT]16-XXXA YYYY-MMDD P/INSR-190-00434Rev.B ..
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a) MIA FORA NGS MFlex 6 PCR Kit (kit 6 para PCR), 96 ensayos (SR-800-00529):
con cuatro (4) viales.

MIA FORA"

o . o ‘T," v =
MFlex 6-loci PCR Kit [
(HLA-A, B, C, DRB1, DQB1, DPB1)
@ lRE:i SR-800-00529
(4) 6-4oc PCR Remgent visis JO(-3000K

P/N SR-190-00851 Rav. A

m*muﬂ W‘ o3 Yvvv-mm-00

Reactivo para PCR P-6 SR-800-00522 - 4 viales de 450 pl

P HLA 6-loci PCR Mix
- 450 pL

SR-800-00522 /ﬂf'm
80°C
LOT| xx¢-xxx

g YYYY-MM-DD 24

sl BioArray Solutions Ltd.

PIN SR-190-00684 Rev. A

b) MIA FORA NGS MFlex 6 Library Prep Kit (kit 6 para preparacion de bibliotecas), 96 ensayos (SR-
800-00530): con ocho (8) viales y una (1) placa adaptadora de indices

MIA FORA"™
MFLEX HLA Library Kit bl

CONT —
| SR-800-00530
(9) Ubcary Preparaton Reagerts | REF

W 20¢c |LOT| XX-XXXX
Wk
-80°C

T <2 YYYY-MMDD

P/N SR-190-00516 Rev. A

IF-2022-44556839-APN-INPMZANMAT

Péagina9 de 71



Vial 1: Mezcla enziméatica primaria - SR-800-00452, 230 ul.

L Primary Enzyme Mix
230 pL

/ﬂ/ -20°C
SR-800-00452 80°C

LOT| XX-XXX W

J YYYY-MM-DD 9

™| BioArray Solutions Ltd.

PIN SR-190-00506 Rev. B

Vial 2: Mezcla de tampdn primaria - SR-800-00453, 1.330 pl.

L Primary Buffer Mix
1330 pL

-20°C
SR-800-00453 /H/
-80°C
XX-XXX

d YYYY-MM-DD ;96

d BioArray Solutions Ltd.

P/N SR-190-00507 Rev. B

Vial 3: Enzima ligasa - SR-800-00454, 130 pl.

L 3 Ligas1e35rl1iyme

-20°C

REF| SR-800-00454
-80°C

LOT| XX-XXX W
us YYYY-MM-DD £

“ BioArray Solutions Ltd.

P/IN SR-190-00508 Rev. B

Vial 4: 2 viales Tampén de ligasa - SR-800-00455, 1500 pl

L 4 2X Ligase Buffer
1500 L

-20°C

REF| SR-800-00455
-80°C

LOT| Xx-xXx
CJ ;
o YYYY-MM-DD 48

N BioArray Solutions Ltd.

P/N_SR-190-00509 Rev. B

Vial 5: Mezcla de tampdn/enzima para PCR - SR-800-00344, 150 ul

L PCR Enzyme/Buffer Mix
150 pL

REF| SR-800-00344 PR
LOT| xXx-XxxXx WC/H/

o
- VYYY-MM-DD

P/N SR-190-00429 Rev. C

N BioArray Solutions Ltd.
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Vial 6: Cebadores de amplificacion - SR-800-00345, 14 pl
LG Amplification Primers
14 UL

REF| SR-800-00345 .
LOT| XX-XXX soucjﬂf

SJ
- YYYY-MM-DD

P/N SR-190-00424 Rev.C

ﬂ BioArray Solutions Ltd.

Vial 7: Agua sin nucleasas, SR-800-00362 , 105 ul

S J MM-
- YYYY-MM-DD

L7 Nuclease-Free Water 2
105 L &

(3]

(]

SR-800-00362 e 3
XX-XXX  soc S
h

7]

=

a

d BioArray Solutions Ltd.

Placa adaptadora de indices - SR-800-00402-01

BT E B Y i e £ =3 177 A A A e P P e

Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well |  Filled Index Adaptor Piate, 10uLiwell  [IIL I IR/

SR-800-0040202 lr-20%e
2 SR-800-00402-02 "Il ”” |II ||I " I"I" : 2xx.xxxoz RBYYYY-MMDD P/NSR-180-00468-02 Rev c_,o.c/i
XX-XXX-02 11075547 B A S R

i anesd

20°c e
g YYYY-MM-DD  P/N SR-190-00469-02 Rev. C -ao-c/#/
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a) MIA FORA NGS MFlex 6 HT HLA PCR Kit (kit para la PCR del HLA) para 1.152 determinaciones
(SR-800-00532) con un (1) vial

MIA FORA"

HT MFlex 6-loci PCR Kit Lakskl

(HLA-A, B, C, DRB1, DQB1, DPB1)

@ iRE ] SR-800-00532
(1) 6Hoci PCR Reagent vial YO(-XOOK

P/N SR-190-00694 Rev. A

s /H/ WCEE] Vg g YYYY-MM-DD

P-6 MFlex 6 HT PCR Reagent (reactivo para la PCR)- SR-800-00524, 20 ml

P HLA Bdoci PCR Mix, HT
- 20 mL

SR-800-00524 20
-80°C
[LOT | xx-xxx

g -MM-DD ; 1152

HBiuArray Solutions Ltd.

F/N SR-130-00655 Rew. A

b) MIA FORA NGS Library Prep Kit (kit para preparacion de bibliotecas), 1152 ensayos (SR-800-00533):
con ocho (8) viales y doce (12) placas adaptadoras de indices

Mezcla enzimatica primaria (SR-800-00478) 2.1 ml

L Primary Enzyme Mix, HT o

21mL :

SR-800-00478 *WC
LOT | xx-xxx  #0¢

T YYYY-MM-DD
- 1152

PN SR-190-00542 Rev

Mdl BioAmray Solutions Ltd.

/ i ; .
é‘é‘”?ﬂ \\{J;/ e

IF-2022-44556839-APN-INPMZANMAT
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Mezcla de Buffer primario (SR-800-00479) 13.3 ml

L Primary Buffer Mix, HT
13.3 mL

SR-800-00479 *WC
LOT| xx-xxx  #0¢

C . YYYYMM-DD
- 1152

PN SR-190-00543 Rev. B

Mt BioArray Solutions Ltd.

Enzima Ligasa (SR-800-00487) 1.4 ml

L Ligase Enzyme, HT
1.4 mL

SR-800-00487 /}rwc

LOT] »¢-XXX H0°c

L) YYYYMMDD W
1152

sl BioArray Solutions Ltd.

PMN SR-190-00551 Rev. B

Buffer ligasa x 2 viales (SR-800-00488), 17.5 ml

L 2X Ligase Buffer, HT
17.5mL

SR-800-00488 /ﬂfm

LOT| xot-xxx  80%¢

L0 YYYY-MDD W
576

s BioArray Solutions Ltd.

PM SR-190-00552 Rev. B

IF-2022-44556839-APN-INPMZANMAT
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Mezcla de tampdn/enzima paraPCR (SR-800-00492), 415 ul

L PCR Enzyme/Buffer Mix, HT
415 uL

SR-800-00492 /}r-m

LOT| o¢-xxx B0°c

S0 YYYY-MMDD W
1152

sl BioArray Solutions Ltd.

PN SR-190-00553 Rev. A

Cebadores de amplificacion (SR-800-00490), 35 pl

L Amplification Primer Mix, HT
35 L
ﬂ SR-800-00490 /}r-z“”c
xx Xxx 8¢

g YYYY-MM-DD W
1152

s BioAmray Solutions Ltd.

PM SR-190-00554 Rev. A

Agua sin nucleasas (SR-800-00491) , 300 pl

L Nuclease-Free Water, HT
300 uL

- SR-800-00491 /}r-?"“‘?

xx XXX B0°%¢

g YYYY-MIVH-DD W
1152

sl BioAray Solutions Ltd.

PM SR-190-00555 Rev. A

Placa adaptadora de indices Dos (2) por kit (SR-800-00402-01; SR-800-00402-02; SR-800-
00402-03; SR-800-00402-04; SR-800-00402-05; SR-800-00402-06)

IF-2022-44556839-APN-INPMZANMAT
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o

Filled Index Adaptor Plate 10pL/we|| © Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well ||||||||||l ||| Il ||||||
[REF]sR-800-00402-01 a0
1 (REF] SR-800-00402-01 ""”” m "I I, ,I”,l 1 [COTIXX-XXX01 RYYYY-MMDD PINSR-180-00469-01Rev C ,N/{
XX-XXX-01 75548

20°C
2 YYYY-MM-DD  PIN SR-190-00469-01 Rev. G 4o=c/#/

o e e s o e L VRN R T N Dy 00 A S PTE T  a CA Tw FT A F B e s T A SR 22043 L et e un
Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well |} _ Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well IIIIIIIIIII III Il lIIIII
2 [REF]sR-800-00402-02 20°C
2 [REF] SR-800-00402-02 Im ”II II' III " I" I‘I [COTIXX-XXX02 ZYYYY-MMDD /N SR-190-00468-02Rev C ,DG/H
[COT] XX-XXX-02 11075547 . B e
& YYYY-MM-DD  P/N SR-190-00469-02 Rev. C ao-c/ﬂ/
S OO O st o e AR MRS T I 'r.x:,s-.s?rn:-;;_.. S T i AR S SO P
Filled Index Adaptor Plate, 10|.|Llwell e Index:Astapkor:iate; A0)Lbwel l|||l|||||| min
k 3 [REF]SR-800-0040203 20%¢
3 [REF] SR-800-00402-03 ||" ”” ,Il III " |" III [COTIXX-XXX-03 BYYYY-MMDD P\ SR-180-00469-03Rav C gpip /
[LOT] XX-XXX-03 11075548 sie —
& YYYY-MM-DD  P/N SR-190-00469-03 Rev. C .ao’c/R/
RS S, Ve T R 0 R A L T e 7 R e e o T QT R i i i
‘ daptor Plate, 10uL/well I||||1||| (141
Filled Index Adaptor Plate, 10pL/iwell | 41';"5;";’;’;;“@;2‘” e "'”" p=
4 EEBsrococosozo¢ ] HIINMENTH Cambocites rrmyanten PRSRsosuieattny Cure?
g YYYY.MM-DD  P/N SR-130-00469-04 Rev. C .aﬂ’c/%,

T o N ey R T P AN ST 05 PE AT S

RS ATERS T . :'.'iuq; CEATCATI L ST AT T NSRRI T
Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well | il i IIII L III III
EF|SR-800-0040205 Il ~-20%¢
5 [REF] SR-800-00402-05 Il” ”” III "I " l” ll'l 5mxx XXX05 BYYYY-MMDD PN SR-190-00489-05Rev C o0 A
[LOT] XX-XXX-05 I T o .
& YYYY-MM-DD  P/N SR-190-00469-05 Rev. C wc/y
Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well Flﬁdmdex Adaptor Plate, 1ouLiwell (Il (e
EF|SR-800-0040206 *10'0
6 [REF] SR-800-00402-06 "II ”” lll HI " ’" I’I 6-xx XXX06 ZYYYY-MMDD P/NSR-190-00469-08Rav C m,{
[LOT] XX-XXX-06 51 B T |
S YYYY-MM-DD  PIN SR-190-00469-06 Rev. C wc/ﬂf

~0A ia’t‘é WA D KL
"“‘E’;F,‘,(.’n r éf""/‘ >
Direcfors
~AN. 12

IF-2022-44556839-APN-INPMZANMAT
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MFLEX 11

a) MIA FORA NGS MFlex 11 PCR Kit (kit 11 para PCR), 24 ensayos (SR-800-00525):

con un (1) vial

MIA FORA"
MFlex 11-loci PCR Kit ket

(HLA-A, B, C, DRB1, DRB 3/4/5, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1)

REF| sr-800-00525
(1) 11-leci PCR Reagent vials XX-XXXX

* 20°C
W 2 YYYY-MM-DD

P/N SR-190-00687 Rev. A

Reactivo para PCR P-6 SR-800-00520 - 1 vial de 450 pl

P1 HLA 11-loci PCR Mix
450 pL

SR-800-00520 /ﬂf'z"”“
80°C

LOT| »¢-Xxx

2
il BicArray solutions Ltd.

P/IN SR-190-00682 Rev. A

g YYYY-VIM-DD

b) MIA FORA NGS MFlex 11 Library Prep Kit (kit para preparacion de bibliotecas), 24 ensayos (SR-800-
00527): con siete (7) viales y una (1) placa adaptadora de indices

MIA FORA™
MFLEX HLA Library Kit

CONT

(8) Ubrary Preparation Reagents

V a0e |LOT| XX-XXXX
U}jzd e a YYYYMMDD

REF SR-800-00527

P/N SR-190-004968 Rev. A

IF-2022-44556839-APN-INPMZANMAT
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Vial 1: Mezcla enzimatica primaria - SR-800-00426, 50 ul.

L Primary Enzyme Mix
50 UL

REF| SR-200-00426 ks
80°C

LT XX-XXX

& YYYY-VIVEDD Wm

P/IN SR-190-00485 Rev. B

“ BioArray Solutions Ltd.

Vial 2: Mezcla de tampon primaria - SR-800-00427, 315 pl.

L Primary Buffer Mix
315 L
SR-800-00427 X 20°¢
80°C

LOT XX-XXX

@ YYYY-MV-DD Wm
wad BioArray Solutions Ltd.

P/N SR-190-00486 Rev. B

Vial 3: Enzima ligasa - SR-800-00342, 34 ul.

L 3 Ligase Enzyme (:
34 L &

5 I~

SR-300-00342 e g
50° I

XX-XXX g
7 o
P YYYY-MM-DD % 2
d BioArray SolutionsLtd. &

Vial 4: 2X Tampon de ligasa - SR-800-00343, 917 ul

L4 2X Ligase Buffer
N7 pL
SR-800-00343 /Y'Q"“‘:
$0°C

LOT| XX-XXX

- YYYY-MM-DD ; ;24

d BioArray Solutions Ltd.

P/IN SR-190-00422 Rev.C

e 1285

IF-2022-44556839-APN-INPMZANMAT
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Vial 5: Mezcla de tampdn/enzima para PCR - SR-800-00344, 150 pl

L PCR Enzyme/Buffer Mix
150 pL

REF| SR-800-00344 PR
LOT| XX-XXX wc/ﬂ/

O
- VYYY-MM-DD

P/N SR-190-00429 Rev.C

N BioArray Solutions Ltd.

Vial 6: Cebadores de amplificacion - SR-800-00345, 14 pl
L6 Amplification Primers
14 UL

REF| SR-800-00345 .
LOT| XX-XXX .eoﬂc/ﬂf

\J
- YYYY-MM-DD

P/N SR-190-00424 Rev.C

“ BioArray Solutions Ltd.

Vial 7: Agua sin nucleasas, SR-800-00362 , 105 ul

L7 Nuclease-Free Water
105 L

XX-XXX
2 YYYY-MM-DD

SR-800-00362 o
80°C

P/N SR-190-00432 Rev.C

d BioArray Solutions Ltd.

Placa adaptadora de indices - SR-800-00349

Filled Index Adaptor Plate, 8uL/well

ey sreeooses ][ 11NN

16-XXXA 10059451 .20°C
S YYYY-MM-DD  PIN SR-190-00434 Rev. B .wc/%/

Filled Index Adaptor Plate, 8uwell — |||]{|/ 11BN
[REF |SR-800-00349 10059451 fI--20°C

[Orl16xa & YYYY-MMOD PINSR-190-00434Rev.B 4. /{

P
HEVD i%t?!.ceyi(—'-

\URCE ca
|F-2022-44556839-APN-INPM#ANMAT

K
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a) MIA FORA NGS MFlex 11 PCR Kit (kit 11 para PCR), 96 ensayos (SR-800-00528):
con cuatro (4) viales.

MIA FORA™

“MFlex 11-loci PCR Kit [k

(HLA-A, B, C, DR81, DRB 3455, DQA1, DQB1, DPA1, BPB1)
con [REF] ‘snasccs

4) 11-oci PCR Remgent weals LOT xx_xm

m*mm'j] W‘ 2 YYYY-MM-DD

——

=

P/N SR-190-00850 Rav. A

Reactivo para PCR P-6 SR-800-00520 - 4 viales de 450 pl

P1 HLA 11-loci PCR Mix
450 L

SR-800-00520 /ﬂf'z"“"
|0°C
LOT| ¥x-Xxx
g YYYY-VIMEDD ”
il BioArray Solutions Ltd.

P/IN SR-190-00682 Rev. A

b) MIA FORA NGS MFlex 11 Library Prep Kit (kit 11 para preparacion de bibliotecas), 96 ensayos (SR-800-
00530): con ocho (8) viales y una (1) placa adaptadora de indices

MIA FORA"™
MFLEX HLA Library Kit o

CONT

(9) Ubeary Preparaton Reagerts

W se  1ILOT] XX-XXXX
1B
-80°C

i) < YYYY-MM.DD

uR_EF ] sr-800-00530

P/N SR-190-00516 Rev. A

|F-2022-44556839-APN-INPM#ANMAT
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Vial 1: Mezcla enziméatica primaria - SR-800-00452, 230 ul.

L Primary Enzyme Mix
230 pL

-20°C
SR-800-00452 -suuc/ﬂ/
LOT| XX-XXX
J YYYY-MM-DD We

“ BioArray Solutions Ltd.

P/IN SR-190-00506 Rev. B

Vial 2: Mezcla de tampdn primaria - SR-800-00453, 1.330 pl.

L Primary Buffer Mix
1330 L

20°C
SR-800-00453 /ﬂ/
-80°C
LOT| XX-XXX
d YYYY-MM-DD ;96

“ BioArray Solutions Ltd.

P/N SR-190-00507 Rev. B

Vial 3: Enzima ligasa - SR-800-00454, 130 pl.

L 3 Ligase Enzyme
130 uL
-20°C
REF| SR-800-00454 /ﬂf
80°C
LOT| XX-XXX W
\_/f YYYY-MM-DD 96

d BioArray Solutions Ltd.

P/N SR-190-00508 Rev. B

Vial 4: 2 viales Tampén de ligasa - SR-800-00455, 1500 pl

L 4 2X Ligase Buffer
1500 L

-20°C

REF| SR-800-00455
-80°C

LOT | xx-xXx
CJ ;;
u YYYY-MM-DD 48

™| BioArray Solutions Ltd.

P/IN SR-190-00509 Rev. B

| IF-2022-44556839-APN-INPMZANMAT
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Vial 5: Mezcla de tampoén/enzima para PCR - SR-800-00344, 150 ul

L PCR Enzyme/Buffer Mix
150 pL

REF| SR-800-00344 ac
LOT| XX-XXX wc/if

CJ
= YYYY-MM-DD

P/N SR-190-00429 Rev. C

N BioArray Solutions Ltd.

Vial 6: Cebadores de amplificacion - SR-800-00345, 14 pl

LG Amplification Primers
14 L

REF| SR-800-00345 .
LOT| XX-XXX soucjﬂf

SJ
- YYYY-MM-DD

P/N SR-190-00424 Rev.C

ﬂ BioArray Solutions Ltd.

Vial 7: Agua sin nucleasas, SR-800-00362 , 105 pl

LJ
- YYYY-MM-DD

L Nuclease-Free Water 2
105 L &

()

()

SR-800-00362 e 3
XX-XXX  soc g
@

v

=

o

d BioArray Solutions Ltd.

Placa adaptadora de indices - SR-800-00402-01

Filled Index Adaptor Plate, 10pL/well | _ Filled index Adaptor Piate, 1ouLwetl  [[F][[{[Il NIl 111
: 2 [REF]SR-800-00402.02 11075547 1,206
2 [REF] SR-800-00402-02 Ill”””ll ||I " I"I" ; [COTIxX-XXX02 ZYYYY-MMDD PN SR-190-00469-02 Rev c_,o.c/i
XX-XXX-02 11075547 :

ot iy s o S |

-20°C
g YYYY-MM-DD  P/N SR-190-00469-02 Rev. C -so-c/#/

IF-2022-44556839-APN-INPMZANMAT
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a) MIA FORA NGS MFlex 11 HT PCR Kit (kit para la PCR) (SR-800-00531) 1152 ensayos con un (1) vial

MIA FORA"

e e

HT MFlex 11-loci PCR Kit It

(HLA-A, B, C, DRB1, DRB 3/4/5, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1)

REF| sr-800-00531

|cONT
{1) 11-loci PCR Reagent vial LOT/| XX-XXxx

X, 20°C F cl
80°C rE ;-/mz mm YYYY-MM-DD

P-6 MFlex 6 HT PCR Reagent (reactivo para la PCR)- SR-800-00521, 20 mi

P/N SR-190-00693 Rev. A

P1 HLA 11-loci PCR Mix, HT
20 mL

SR 800-00521 /ﬂf@”"“
-a0°C
[LOT | xx-xxx

g FYY-MM-DD ;1 152

HBiunrray Solutions Ltd.

F/N SR-190-00853 Rew. A

b) MIA FORA NGS Library Prep Kit (kit para preparacion de bibliotecas), 1152 ensayos con ocho (8)
viales y doce (12) placas adaptadoras de indices.

Mezcla enzimatica primaria (SR-800-00478) 2.1 ml

L Primary Enzyme Mix, HT o
21mL >
o
SR-800-00478 *WC g
LOT|xx-xxx 80 9
T2 YYYYMM-DD o

-
152
Mdl BioArray Solutions Ltd. &

= Epfn S | F-2022-44556839-APN-INPM#ANMAT
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Mezcla de Buffer primario (SR-800-00479) 13.3 ml

L Primary Buffer Mix, HT
13.3mL

SR-800-00479 X—m
LOT|[xx-xxx  ¥0°C

_ . YYYYMM-DD
- 1152

PN SR-190-00543 Rev. B

Mt BioArray Solutions Ltd.

Enzima Ligasa (SR-800-00487) 1.4 ml

L Ligase Enzyme, HT
1.4 mL

SR-800-00487 /}rwc
XxX-xxx ¢
o

YYYY-VIM-DD W
1152

sl BioArray Solutions Ltd.

PM SR-130-00551 Rev. B

Buffer ligasa x 2 viales (SR-800-00488), 17.5 ml

L 2X Ligase Buffer, HT
17.5mL

SR-800-00488 /ﬂr-m

LOT] »o¢-xxx AL

L YYYY-MVHDD W
576

s BioArray Solutions Ltd.

PM SR-190-00552 Rev. B

IF-2022-44556839-APN-INPMZANMAT
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Mezcla de tampoén/enzima paraPCR (SR-800-00492), 415 pl

L PCR Enzyme/Buffer Mix, HT
415 L

SR-800-00492 /}rwc
XK-Xxx %€
-

YYYY-MM-DD W
1152

sl BioArray Solutions Ltd.

PM SR-190-00553 Rev. A

Cebadores de amplificacion (SR-800-00490), 35 pl

A

L Amplification Primer Mix, HT
35uL '

SR-800-00490 /ﬂfm

LOT] xx¢-xxx s0°c

CJ YYYY-M-DD W
1152

sl BioArray Solutions Ltd.

PM SR-190-00554 Revw

Agua sin nucleasas (SR-800-00491) , 300 pl

A

L Nuclease-Free Water, HT
300 pL

SR-800-00491 /ﬂﬂ“”c

LOT| »o¢-xxx 80°C

CJ YYvy-mmoD W
1152

Mil BioAmray Solutions Ltd.

PM SR-190-00555 Rev

IPlaca adaptadora de indices Dos (2) por kit (SR-800-00402-01; SR-800-00402-02; SR-800-00402-
03; SR-800-00402-04; SR-800-00402-05; SR-800-00402-06)

#

/

/
/
»«M@ﬁ\syﬁp {EMQH \{;;,, :

|F-2022-44556839-APN-INPMAZANMAT
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e

Filled Index Adaptor Plate 10pL/weII

1 G TN

20°C
g YYYY-MM-DD  P/N SR-190-00469-01 Rev. C wc/i/

e e .

Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well

I

| 28

IIIIIIIIIII III II IIIIII

-20°C
7,

Filled Index Adaptor Plate, 10pL/well
[REF] sR-800-00402.01
[COT] xX-xxX-01 RYYYY-MM-DD /N SR-180-00469-01Rev C gpic

IIIIIIIIIII IIIIl IIIIII

Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well

[REF] sR-800-00402:02 -20°C
2 [REF] SR-800-00402-02 I|I| ”” |I”|I " |"|‘I [COTIXX-XXX02 ZYYYY-MMDD /N SR-190-00468-02Rev C ,oc/i
[LOT] XX-XXX-02 11075547 20%C im_ S S T O A B R P gl
R YYYY-MM-DD  PIN SR-190-00469-02 Rev. C .wc/}/
Filled Index Adaptor Plate, 10|.|Llwell E , Flled Index:Adaplor. Plate, 10kLwel |||||””|| mi
3 3 [REF]SR-800-0040203 a20°c
3 [REF] SR-800-00402-03 ||" ”” III "I " |” I'I - Y [COTXX-XXX03 ZYYYY-MMOD P/NSR-190-00469-03Rav C ,“/Y
[LOT] XX-XxX-03 11075548 s T—
S YYYY-MM-DD  PIN SR-130-00469-03 Rev. C wc/ﬂ/

Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well

[REF] SR-800-00402-04
4 EDsmemooazos [

20°C
R YYYY-MM-DD  PIN SR-190-00469-04 Rev. C .wclﬂ/

S S TR AT TV TR A

e N P e A 7 AN T o 5, P AT ey

Filled Index Adaptor Plate, 10|.|L/well
5 s wosouas |

[COT] XX-xxX-05

20°C
S YYYY-MM-DD  P/N SR-190-00469-05 Rev. C m/&/

Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well

SR-800-00402-06 ||
o g ememonece [

20°C
S$JYYYY-MM-DD  PIN SR-190-00469-06 Rev. C wc/ﬁ/

6

e ,.:exi-! =

: 4 Esa 800-00402-04

ey T A T S R B S RN e

Filled Index Adaptor Plate, 10uLiwell ||||1|||||i |1| || ||| III

|,~-20'C

COT]Xx-x%x04 ZyyYy-unm-DD Priv SR-180-00468-04 Rev C qpc /|

Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well |||| |||| [ ||| |||
[REF] SR-800-0040205 l|~-20%c
[COT]XX-XXX05 RYYYY-MM-ID PINSR-190-00489-05Rev C . C/I

Filled Index Adaptor Plate, 10uL/well |||| |||| ||| I
[REF] sR-800-0040206 { 20
-xx XXX-08 RYYYY-VIM-DD PN SR-190-00469-08Rav C yqic /

R St e e AP Y b Tkt o

.-W\‘ WC
\ e /‘r‘ )

)! ¥
)

|F-2022-44556839-APN-INPMAZANMAT
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p—ia MIA FORA"NGS
IMMUCOR. MFiex

BioArray Solutions, Ltd.

35 Technology Drive, Suite 100, Warren, NJ 07059

Tel.: (908) 226-8200 u (855) 466-8267; Fax: (908) 226-0800
WWW.IMMUCOR.COM

Documentacién del producto y traducciones disponibles en: www.immucor.com

PR Rb O 0

MIA FORA™ NGS MFlex HLA Typing Kit (kit de tipificacion del HLA)
Para uso diagnéstico in vitro

CONTENIDOS
Definicion de Simbolos ...........c.cococvvceieeiviieecieenns 1 Extraccion y preparacion de muestras................. 8
Reactivos por nimero de catélogo....................... 2 Procedimiento........ccceevireienrrensenseceeeseeie s 9
LSO pravisto........isnmmsamnmisaanasssnsi 6 A. Malsriales suministrados ............cccceeeee. 9
Resumen y explicacion .............c.coevveevvreesvenens 6 R sﬂjar;?r:iizlt‘:: dr:)zcesanosperuno 9
Principios del procedimiento ............ccccovvevuvecunenee. 6 Instricclongs dert80..... .l L il s 9
REACHVOS......coiiieiieeiitee et seas e T Gontrolde'calldad ... onn mninnaminuinG 19
AL 1dBRINCACION . Lovinnamm s 7 Limitacién del procedimiento..........ccccceevieeevenenns 19
B. Advertencias y precauciones................... 7 Caracteristicas especificas de rendimiento......... 19
C. Instrucciones de almacenamiento........... 8 Solucion de problemas..........cccceeieeriieveeiiiesieinen 21
D. Purificacién o tratamiento para su uso .... 8 Limitacién de la licencia...........ccccovevviriirerenernne. 22
E. Indicaciones de inestabilidad................... 8 Informacién del fabricante ............cccoceeceveeernnennn. 22
Requisitos del instrumento........cccccececiiiiicennnnn. 8 Marcas comerciales utilizadas.............ccccccvveeennns 22

Definiciéon de simbolos

Cédigo de lote @ Numero de catalogo gm:::,g:m H
Contenido suficiente
para <n> ensayos 2

Consultar instrucciones l I
Precaucién A iy i Fabricante

Representante o
autorizado de la ECIREP :::d:::z::mt:::?opara |VD Contiene
Comunidad Europea 9

/
Conformité Européene C € "

Fecha de caducidad g Numero de serie

SR-190-10707-ES
|

|F-2022-4453685
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REACTIVOS POR NUMERO DE CATALOGO
MIA FORA NGS MFlex HLA Typing Kit (kit de tipificacion del HLA) con kits de reactivos para 6 u 11 genes.

Kit MIA FORA NGS MFlex 6, 24 ensayos, para su uso con la plataforma de secuenciacién de nueva generacion
de lllumina.  N.° de catalogo SR-800-10535-24.

a) MIAFORA NGS MFlex 6 PCR Kit (kit 6 para PCR), 24 ensayos (SR-800-00526):
con un (1) vial

Niamero del Volumen de
producto llenadln Almacenamiento
De -20 a—80 °C
i (Almacenamiento a
Re;g‘g‘;f‘;'a SR-800-00522 450 pl largo plazo: V
-20 °C en congelador de 24
descongelacién manual) f

b) MIA FORA NGS MFlex 6 Library Prep Kit (kit para preparacion de bibliotecas), 24 ensayos (SR-800-00527):
con siete (7) viales y una (1) placa adaptadora de indices

Numero del Volumen de
Reactivo producto Seindo Almacenamiento
Mezcla enzimética
L1 primaria SR-800-00426 50 pl
Mezcla de tampdn ]
L2 primaria SR-800-00427 315 pl
L3 | Enzima ligasa SR-800-00342 34 pl
L4 | 2X Tampén de ligasa SR-800-00343 917 ul
Mezcla de
L5 | tampén/enzima SR-800-00344 150 pl
PCR
za':ad . De -20 a-80 °C Wu
ebadores ge Almacenamiento a
L6 | amplificacion SR-800-00345 144l ( st
L7 | Agua sin nuci SR-800-00362 105 pl 40°C on
gua sin nucleasas - u congelador de
descongelacion
SR-800-00349 8 pl/pocillo manual)
Placa adaptadora de indices
O BIEN
Tres columnas llenas de una
(1) placa de 96 pocillos Uno (1) de los
O BIEN siguientes:
Todas las columnas llenas de SR-800-00402-01 10 plipacillo
una (1) placa de 96 pocillos | SR-800-00402-02
SR-800-00402-03
SR-800-00402-04
SR-800-00402-05
SR-800-00402-06
Pégina 2 de 22 SR-1
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Kit MIA FORA NGS MFlex 11, 24 ensayos, para su uso con la plataforma de secuenciacién de nueva generacion

de lllumina.

N.° de catalogo SR-800-10534-24.

a) MIA FORA NGS MFlex 11 PCR Kit (kit 11 para PCR), 24 ensayos (SR-800-00525):

con un (1) vial

Niamero del Volumen de Alnssenamiento
producto llenado ’
De -20a-80 °C
) (Almacenamiento a
AR aha® | SR-800-00520 450 i fargo plazo: ;
-20 °C en congelador de 24
descongelacion manual)

b) MIA FORA NGS MFlex 11 Library Prep Kit (kit para preparacién de bibliotecas), 24 ensayos (SR-800-00527):
con siete (7) viales y una (1) placa adaptadora de indices

Numero del Volumen de
Reactivo producto Kokado Almacenamiento
Mezcla enzimatica
L1 primaria SR-800-00426 50 pl
Mezcla de tampén
L2 primaria SR-800-00427 315l
L3 | Enzima ligasa SR-800-00342 34 pl
L4 | 2X Tampon de ligasa SR-800-00343 917 pl
Mezcla de
L5 | tampén/enzima SR-800-00344 150 pl
para PCR
Cebadores de De -20 a-80°C W
L6 amplificacion SR-800-00345 14 pl (Almacenamler-lto a 24
largo plazo:
L7 | Agua sin nucleasas SR-800-00362 105 pl -20 °C en
congelador de
Placa adaptadora de indices SR-800-00349 8 pl/pocillo dasc::g::;nén
O BIEN
Tres columnas llenas de una Uno (1) de los
(1) placa de 96 pocillos siguientes:
9 8IEN SR-800-00402-01 10 pl/pocillo
Todas las columnas llenas de 3
una (1) placa de 96 pocillos SR-800-00402-02
SR-800-00402-03
SR-800-00402-04
SR-800-00402-05
SR-800-00402-06
Pagina3de22 SR-190:10707-ES
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Kit MIA FORA NGS MFlex 6, 96 ensayos, para su uso con la plataforma de secuenciacién de nueva generacién

de lllumina.

N.° de catidlogo SR-800-10535-96.

a) MIA FORA NGS MFlex 6 PCR Kit (kit 6 para PCR), 96 ensayos (SR-800-00529):

con cuatro (4) viales

Numero del
producto

Volumen de
llenado

Almacenamiento

Reactivo para PCR P-6

SR-800-00522

450 il (x4)

De-20a-80°C
(Almacenamiento a

largo plazo:
-20°C en 96
congelador de

descongelacién
manual)

b) MIA FORA NGS MFlex 6 Library Prep Kit (kit 6 para preparacion de bibliotecas), 96 ensayos (SR-800-00530):

con ocho (8) viales y una (1) placa adaptadora de indices

una (1) placa de 96 pocillos

SR-800-00402-03
SR-800-00402-04
SR-800-00402-05
SR-800-00402-06

Numero de! Volumen de
Reactivo producto Bediacto Almacenamiento

Mezcla enzimatica
L1 primaria SR-800-00452 230 pl

Mezcla de tampén
L2 primaria . SR-800-C0453 1,33 ml
L3 | Enzima ligasa SR-800-00454 130 pl
L4 | 2X Tampén de ligasa SR-800-00455 1,5 ml (x2)

Mezcla de
L5 | tampén/enzima SR-800-00344 150 pl De —20 a —80 °C

para PCR (Almacenamientc a W

Cebadores de largo plazo:
L6 arigliicacion SR-800-00345 14 pl 20°Cen 96

congelador de
L7 | Agua sin nucleasas SR-800-00362 105 pl cescongelacion
manual)
Uno (1) de los
siguientes:
Placa adaptadora de indices SR-800-00402-01

Todas las columnas llenas de SR-800-00402-02 10 pl/pocillo

Pégina%u 22
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Kit MIA FORA NGS MFlex 11, 96 ensayos, para su uso con la plataforma de secuenciacién de nueva generacion

de lllumina.

N.° de catalogo SR-800-10534-96.

a) MIA FORA NGS MFlex 11 PCR Kit (kit 11 para PCR), 96 ensayos (SR-800-00528):

con cuatro (4) viales

Numero del Volumen de Almacenamiento
producto llenado
De-20a-80°C
(Almacenamiento a
Rasitig nacs SR-800-00520 450 il (x4) largo plaso.
-20 °C en congelador de 96
descongelacion manual)

b) MIA FORA NGS MFlex 11 Library Prep Kit (kit 11 para preparacién de bibliotecas), 96 ensayos (SR-800-00530):

con ocho (8) viales y una (1) placa adaptadora de indices

Copyright © 2016, Immucor Inc. Todos los derechos reservados.
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Namero del Volumen de
Reactivo producto N Almacenamiento
Mezcla enzimética
L1 pnadia SR-800-00452 230 pl
Mezcla de tampén
L2 prmaria SR-800-00453 ‘ 1,33 ml
L3 | Enzima ligasa SR-800-00454 130 pl
L4 | 2X Tampén de ligasa SR-800-00455 1.5 ml (x2)
Mezcla de -
L5 | tampén/enzima SR-800-00344 150 pi De -20 a -80 °C
para PCR (Almacenamiento a W
largo plazo:
Lg | Cobadores do SR-800-00345 14l 20 °C en 96
amplificacion
congelador de
L7 | Agua sin nucleasas SR-800-00362 105 ul descongelacion
manual)
Uno (1) de los
siguientes:
Placa adaptadora de Indices
SR-800-00402-01
SR-800-00402-02 10 pl/pocillo
Todas las columnas llenas de SR-800-00402-03
una (1) placa de 96 pocillos SR-800-00402-04
SR-800-00402-05
SR-800-00402-06
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USO PREVISTO

El kit MIA FORA™ NGS MFlex 6 se ha concebido para la amplificacién y secuenciacion de los genes del HLA
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 y HLA-DPB1 en la plataforma de secuenciacion de nueva
generacion de lllumina. El software MIA FORA se ha disefiado como guia para determinar el tipo de HLA a
partir de los datos que se hayan generado con el MIA FORA NGS MFlex 6 Library Prep Kit (kit 6 para
preparacion de bibliotecas). El ensayo se ha concebido para su uso en un laboratorio especializado y experto
en |la manipulacién de ADN para su amplificacion y secuenciacién.

MFlex 6

El kit MIA FORA™ NGS MFlex 11 se ha concebido para la amplificacién y secuenciacién de los genes del
HLA HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB-1/3/4/5, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DPA1 y HLA-DPB1 en la
plataforma de secuenciacién de nuava generacion de lllumina. El software MIA FORA se ha disefiado como
guia para determinar el tipo de HLA a partir de los datos que se hayan generado con el MIA FORA NGS
MFlex 11 Library Prep Kit (kit 11 para preparacion de bibliotecas). El ensayo se ha concebido para su uso en
un laboratorio especializado y experto en la manipulacion de ADN para su amplificacién y secuenciacion.

MFlex 11

RESUMEN Y EXPLICACION

La tipificacion basada en la secuencia (SBT) de exones amplificados mediante PCR de los genes del HLA es un procedimiento
de laboratorio frecuente. La amplificacién mediante PCR se utiliza para enriquecer las secuencias diana y posteriormente
tipificar el HLA de las regiones seleccionadas. Otros métodos como las sondas de oligonucledtidos especificas de secuencia
(SSOP) y los ensayos de extension de cebadores especificos de secuencia (SSP) también se han utilizado para determinar la
tipificacion del HLA. El sistema de tipificacion MIA FORA NGS MFlex es una metodologia de tipificacién del HLA nueva que
emplea la capacidad para capturar todas las regiones pertinentes de los locus del HLA mediante PCR de gran alcance. En el kit
se incluye una mezcla maestra para PCR que contiene todos los componentes necesarios para amplificar cada gen, incluidas
enzimas, tampones, dNTP y cebadores para la amplificacion mediante PCR de gran alcance. A continuacién, el ADN
amplificado puede procesarse con el MIA FORA NGS MFlex Library Prep Kit (kit para preparacion de bibliotecas) con el objeto
de generar una biblioteca para secuenciarla en la plataforma de lllumina. El kit permite la secuenciacién mediante
multiplexacién de hasta 96 muestras con la plataforma de lllumina.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El kit MIA FORA NGS MFlex se ha disefiado para tipificar los locus del HLA de clase | y clase Il mediante la secuenciacion del
gen completo o de los exones e intrones con mayor informacién. El kit MIA FORA NGS MFlex utiliza la PCR de gran alcance
para capturar y enriquecer los genes de clase | HLA-A, HLA-B y HLA-C, y los genes de clase Il HLA-DQB1, HLA-DPBA1,
HLA-DPA1, HLA-DQA1 y HLA-DRB1/3/4/5, que se amplifica como dos segmentos solapados debido a su gran tamafio.

En el sistema MIA FORA, se hace referencia a ellos como DRB-S y DRB-L. EI MIA FORA NGS MFlex Library Prep Kit

(kit para preparacion de bibliotecas) genera una biblioteca a partir del ADN amplificado para su secuenciacion en la plataforma
de lllumina. El software MIA FORA proporciona la secuencia de los genes relevantes de HLA asi como informacién de la
ordenacion para lograr una tipificacion del HLA de aita resolucion.
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REACTIVOS

A. ldentificaciéon

Consulte las tablas de la seccién Reactivos por nimero de catdlogo para obtener un listado completo de productos y nimeros
de catalogos.

B. Advertencias y precauciones
1

2.
3,

18.
18.

20.

21.

22,
. La placa de preparacion primaria limpiada con bolas debe pasar directamente al paso de ligacién al adaptador.
24,

25.

Solo para uso diagnéstico in vitro dentro de la Unién Europea.

Los resultados de estos kits no deben emplearse como tnica base sobre la cual tomar una decisién clinica que afecte al
paciente.

Los kits deben utilizarse en un periodo de cuatro (4) meses desde su uso inicial y pueden someterse a un maximo de cuatro
(4) ciclos de congelacién/descongelacién. Los kits deben almacenarse congelados a —20 °C.

Deben asignarse laboratorios separados o espacios cerrados er: il laboratorio para las manipulaciones previas a la PCR,
asi como para las manipulaciones posteriores a la PCR.

Deben emplearse pipetas separadas para las manipulaciones previas a la PCR, asi como para las manipulaciones
posteriores a la PCR.

Riesgo bioldgico: Todas las muestras biolégicas y sanguineas deben tratarse como muestras potencialmente infecciosas.
Siga las directrices de precaucién universales cuando las manipule.

Nunca pipetee con la boca. Evite el contacto de reactivos o muestras con la piel y membranas mucosas.

Deseche los materiales usados de acuerdo con las normativas del centro o locales para la eliminacién de materiales
potencialmente biopeligrosos.

La tecnologia de PCR es sensible a la contaminacion, especialmente de su propio producto. Los aerosoles de amplicones
de PCR que se generan durante los pasos post-PCR son una fuente frecuente de contaminacién. Se debe tener cuidado de
evitar las salpicaduras excesivas y la generacién de aerosoles. Durante el uso del equipo, deben seguirse también las
medidas habituales de laboratorio para PCR, como limpiar las superficies de trabajo antes del procesamiento o la
preparacién de las muestras para PCR con lejia al 10 % recién preparada, el uso de luz ultravioleta (UV) en campanas o
armarios de seguridad bioldgica entre los usos, la separacion en espacio y tiempo de las actividades previas y posteriores a
la PCR, el uso de reactivos de PCR en alicuotas y el uso de controles positivos y negativos, entre otros. El empleo de una
técnica coherente y cautelosa garantizara una minima contaminacién de la PCR.

Los laboratorios deben validar sus propios procedimientos de limpieza.

. La contaminacion de los reactivos o las muestras puede provocar resultados erréneos. Por lo tanto, tenga cuidado de evitar

la contaminacién de este producto durante su uso. No utilice reactivos contaminados.

. Utilice los liquidos del kit como se suministren. Su dilucién o alteracién puede generar resultados erréneos. No mezcle

reactivos de diferentes lotes.

. No use frascos con fugas o no rotulados.

Las muestras o reactivos previamente congelados deben mezclarse bien y centrifugarse posteriormente después de
descongelarlos y antes de los ensayos. Evite la generacién de espuma y burbujas en las muestras.

Mantenga todas las enzimas y las mezclas maestras en hielo o crioblogues (de 2 a 8 °C) durante la descongelacién.
Compruebe el correcto sellado de los tubos de muestras antes de la amplificacion para impedir la evaporacion.

A causa de las diferencias inherentes en los mecanismos del funcionamiento del termociclador, puede producirse una
variacién en los resultados al transferir perfiles térmicos establecidos entre diferentes marcas y modelos de instrumentos
termocicladores. En algunos casos, la especificidad y la sensibilid:'d de la reaccion pueden verse afectadas, lo que puede
provocar una falsa interpretacion y comunicacion de los datos. El usuario debe validar otros termocicladores y perfiles.
Unos tiempos de incubacién o unas temperaturas distintas a las especificadas pueden dar resultados erréneos.

El incumplimiento de las directrices de uso recomendadas puede provocar un rendimiento no éptimo del producto.

En funcién de la naturaleza y gravedad del incumplimiento, pueden producirse un fallo del analisis (muestra individual

o fallos de la ejecucion) o unos resultados erréneos. Por ejemplo, hemos determinado que la utilizacion de bolas para
limpieza insuficientes/inactivas en el ensayo puede provocar una elevada incidencia de fallos en el adaptador de indices
que haga que no haya datos insuficientes para la tipificacién.

Se recomienda que realice una electroforesis en gel para el andlisis de los productos de amplificacién de genes del HLA por
tamanio. Los productos de PCR deben visualizarse con bromuro de etidio o GelRed; otras tinciones pueden mostrar bandas
débiles.

En algunos pasos del protocolo se utilizan bolas magnéticas. Es importante que retire el etanol antes de proceder al paso
de eluci6n sin haber dejado que las bolas se sequen en exceso. La superficie de las bolas magnéticas debe mostrar un
aspecto vidrioso sin colecciones visibles de liquido. El tiempo de secado adecuado puede determinarse de manera empirica
en cada laboratorio (de 5 a 10 minutos).

Utilice etanol recién diluido al 80 % para cada limpieza con bolas.

Cuando prepare la placa de ligacién al adaptador de indices, utilice unos guantes nuevos para manipular la placa
adaptadora. Retire con cuidado el adhesivo de la placa. Compruebe que todos los pocillos de las columnas 1m
SR-800-00349 contengan alrededor de 8 pl de solucién y que todos los pocillos de SR-800-00402 contengan alrededor
de-10 pl de solucién.

La biblioteca amplificada debe purificarse transcurrida una hora de la amplificacién.

—
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26. A continuacion, se enumeran los puntos de detencion seguros durante los cuales las muestras y la biblioteca se pueden
almacenar a —20 °C durante un periodo de hasta 4 dias: tras la PCR de gran alcance, tras fa limpieza con bolas para la
consolidacion y tras la limpieza con bolas para la amplificacion.

27. Los pasos posteriores a la amplificacién de bibliotecas deben realizarse en una sala de secuenciacién o en una campana
para PCR AirClean para evitar la contaminacién de ADN ligado al adaptador de indices con productos finales que contienen
las secuencias de grupos de lllumina. !

28. La configuracion de la cuantificacién de bibliotecas con Qubit debe llevarse a cabo con un tampén de dilucién fresco para
evitar cualquier contaminacion.

29. Lleve a cabo la desnaturalizacién de la muestra con hidroxido sodico fresco segun las instrucciones del fabricante para la
plataforma de secuenciacion. :

30. Realice todos los lavados de mantenimiento y posteriores al procedimiento del secuenciador, asi como sus limpiezas
habituales, segun las instrucciones del fabricante para cada plataforma de secuenciacién de lllumina.

31. No es posible combinar los adaptadores de indices de los kits MIA FORA NGS MFlex de 24 y 96 ensayos en una
secuenciacidn.

C. Instrucciones de almacenamiento
1. Almacene el kit MIA FORA NGS MFlex a —20 °C en un congelador de descongelacién manual.
2. No utilice los componentes una vez vencidas sus fechas de caducidad.
3. Almacene las bolas magnéticas a una temperatura entre 2 y 8 °C.

D. Purificacién o tratamiento requerido para su uso
Consulte "Extraccién y preparacion de muestras”.

E. Indicaciones de inestabilidad

1. Si se han precipitado sales fuera de la st v.cion durante el fransporte o almacenamiento, vuelva a solubilizar por completo
antes de su uso mediante agitacién vorticial a temperatura ambiente (de 18 a 30 °C).

REQUISITOS DEL INSTRUMENTO

1. Termociclador equipado con tapa calefactada, tiempos de aumento ajustables y un rango térmico minimo de 2 a 100 °C con una
precision de al menos +/-0,5 °C. Puede que deban modificarse las condiciones de los termocicladores para optimizar los perfiles.
Se ha validado el termociclador Veriti de Applied Biosystems, si se ejecuta en el modo predeterminado con una velocidad de
aumento de 3,9 °C/s.! !

2. Método/aparato apropiado para el aislamiento y la purificacién de fragmentos de ADN con un tamafio de aproximadamente 500 a
900 pares de bases. Se ha validado un aparato para la seleccién de ese tamafio: instrumento Pippin Prep™. También se ha validado
un método alternativo para la seleccién del tamafio utilizando bolas magnéticas.

3. Sistema de manipulacién de liquidos opcional para generacién semiautomatizada de bibliotecas. Se han validado los sistemas
Biomek 4000 e i5. 1

4. Se ha validado el sistema Qubit como aparato/método adecuado para la cuantificacién de bibliotecas.!

5. Se ha validado la plataforma de secuenciacién de lllumina.’

6. Software y servidor MIA FORA NGS: Numero de referencia de Immucor SR-790-00017, SR-850-00043, SR-790-00020 y

SR-850-00062.

! Estas metodologias se validaron en Immucor; el usuario debera revisar sus requisitos especificos y realizar sus propias validaciones.

EXTRACCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

e EIADN gendmico humano puede purificarse a partir de sangre compieta, capas plaquetarias e hisopos bucales a través de un
método validado que cumpla los criterios que figuran a continuacién, El ADN extraido de sangre conservada en EDTA se ha
analizado y ha demostrado que ofrece el nivel de rendimiento esperado en este ensayo. El ADN extraido de sangre conservada en
heparina no se puede utilizar en este ensayo.

» EIADN aislado debe conservarse en Tris-HCI de 10 mM, con un pH de 8,0 a 9,0, o bien en agua sin nucleasas. Si se emplea un

agente quelante como el EDTA, la concentracion . ral del agente quelante no debe superar los 0,5 mM.

La concentracion final de ADN debe ser de 5 a 15 ng/pl para extracciones de sangre completa y capas plaquetarias.

La concentracién final de ADN debe ser de 2,5 a 7,5 ng/pl para extracciones de hisopos bucales.

Las mediciones de absorbancia de la muestra de ADN a 260 y 280 nm deben ofrecer un cociente de 1,65 a 2,0. )

El ADN se puede utilizar inmediatamente después del aislamiento o almacenrar a —20 °C durante un periodo de hasta 1 afio.

Deben evitarse los ciclos repetidos de congelacién/descongalacién dado que puede degradar el ADN.

* Almenos el 50 % de la muestra de ADN gendmico debe astar compuesto de fragmentos superiores a 10 kb para llévar a cabo una
amplificacion mediante PCR de gran alcance correcta. i
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PROCEDIMIENTO

A. Materiales suministrados (Consuite Ia tabla en la seccién Reactivos por niimero de catéiogo para obtener informacién mas

especifica).

* Reactivo para PCR

* Reactivos para la preparacion de bibliotecas y la placa adaptadora de indices

*  MIAFORA HLA Magnetic Bead Kit (kit de bolas magnéticas) (n.° de cat. SR-800-1 0379-01)
* Software MIA FORA NGS (Nota: Proporcionado durante la instalacién inicial del laboratorio)

B. Materiales, reactivos y equipos necesarios, pero no suministrados

Termocicladores: se han validado los termocicladores ABI Veriti® y 9700
Gradillas magnéticas para eluciones de bajo volumen en placas de 96 pocillos: se ha validado Alpaqua Magnum FLX
Gradilla magnética para separacién magnética de tubos de microcentrifuga- se ha validado el iman DynaMag-2
Microcentrifuga de tubos y centrifuga de placas de sobremesa
Pipetas, pipetas multicanal y puntas (1-10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl)
Adhesivos para sellado de placas de PCR: se ha validado el film adhesivo para PCR Accuseal (Thomas Scientific,
n.° de cat. T796150; 4titude, n.° de cat. 4ti-0500)
Tubos en tiras de PCR y tubos para centrifuga de 1,5 ml
Mezcladora vorticial
Placas de 96 pocillos con semifaldilla y cubierta dura FrameStar® (Thomas Scientific, n.° de cat. EK-75012; 4titude,
n.° de cat. 4ti-0770/C)
Reservorios para reactivos
Almohadillas de cinta de sellado transparentes
Papel para lentes
Puntas de pipetas desechables con filtro (resistentes a aerosoles) que cubren la gama de 0,1 pl a 1000 pl
Etanol 200 probado para biologia molecular
Tris-HCl de 10 mM y pH 8,0
Tween 20 al 100 %
Hidréxido de sodio, 1 N
Agua sin nucleasas '
Agarosa al 1,5 %, libre de tinciones, patrones internos, Pippin Prep™, de 250 pb a 1,5 kb (Sage Science, CDF1510)
Control PhiX, v. 3 (lllumina n.° de cat. FC-110-3001)
Al menos uno de los siguientes kits:
o MiSeq® v. 2 Kit, 300 ciclos (lllumina, n.° de cat. MS102-2002) .
o MiSeq® Reagent Micro v. 2 Kit, 300 ciclos (lllumina, n.° de cat. MS-103-1 002)
o MiniSeq Mid Output Reagent Kit, 300 ciclos (lllumina, n.° de cat. FC-420-1004)
o MiniSeq High Output Kit, 300 ciclos (lllumina, n.° de cat. FC-420-1003)
o iSeq 100 i1 Reagent, 300 ciclos, kit de reactivos de un solo uso (lllumina, n.° de cat. 20021533) o paquete de cuatro
(llumina, n.° de cat. 20021534)
Aparato/kit/método de cuantificacidn de bibliotecas preciso: se ha validac ¢ 3l fluorémetro Qubit

INSTRUCCIONES DE USO

El ensayo puede llevarse a cabo para hasta 96 muestras siguiendo el protocolo manual que se describe a continuacién. También hay
disponible un protocolo de automatizacién detallado para los kits MFlex con los instrumentos Biomek 4000 y Biomek i5 a través del
representante de ventas técnico de Immucor. Los usuarios deberan llevar a cabo sus propias validaciones si utilizan otros sistemas
manipulacion de liquido automatizados.

NOTAS:

Extreme las precauciones en el proceso de pipeteado. Utilice pipetas calibradas. En caso contrario, podria perderse reactivo y
producirse un fallo en el ensayo.

Todas las temperaturas deben mantenerse de manera precisa.

Deje que las bolas magnéticas alcancen la temperatura ambiente antes de su uso.

El producte amplificado puede almacenarse hasta 4 dias a -20 °C antes de su uso. El producto amplificado puede congelarse y
descongelarse una vez. Unos ciclos repetidos de congelacion/descongelacién pueden derivar en la degradacion del producto
amplificado y ofrecer unos resultados deficientes si se utiliza para generar bibliotecas.

Purificacion de ADN genémico
Purifique el ADN genémico con el método de su eleccién. Los requisitos para las muestras de ADN son los que figuran a
continuacién:
* Las muestras de ADN genémico deben extraerse de la sangre completa o el hisopo bucal con un método de extr:
ADN que pueda generar un ADN de alto peso molecular.
e EIADN debe diluirse en agua sin nucleasas y almacenarse a —20 °C o a una temperatura inferior.
* La concentracion final de ADN debe ser de 5 a 15 ng/pl para sangre completa y de 2,5 a 7,5 ng/l para mMuestras de hisopos
bucales, ademas de mantenerse a niveles de concentracién si es en todas las muestras. Si es n i
agua sin nucleasas.
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* Al menos el 50 % de cada muestra de AUN gendmico debe estar compuesto de fragmentos superiores a 10 kb y el cociente
OD 260/280 debe encontrarse entre 1,65 y 2,0 para llevar a cabo una PCR de gran alcance correcta.

B. Amplificaciéon de ADN (PCR)

Preparacion para PCR para muestras de ADN de sangre completa

1. Cree un archivo con cédigos de barras de muestras utilizando el formato de valores separados por comas de Windows (.csv)
con los nombres de muestras y las asignaciones de cddigos de barras que se muestran en la figura 1. Incluya el nombre del
proyecto y la posicién del pocillo de cada muestra. Utilice el archivo con cédigos de barras de muestras para crear un nuevo
proyecto en el software MIA FORA NGS (consulte el manual del software MIA FORA NGS para obtener instrucciones
detalladas). EI nombre del proyecto generado se puede usar para poner nombres coherentes a las placas.

Placa adaptadora SR-800-00389 Placa adaptadora SR-800-00402-03

......... i) ID de cédigo de barras n
1 [IDde muestra_| Placa 03_ADL
2__|NTC Cédigo de barras_AD1 Placa 03_801 T
3 Muestra 1 Placa 03 m'l_
4 [Muestra 2 Placa 03_DO1

|5 [Muestrad Placa03 €01
6 [Muestrad

Placa 03_FO1

3 (Piaca02_f02
Piaca 03_G02
Placa 03_HO2

Figura 1. Ejemplos de archivos con cédiges de barras para 24 muestras

Nota: Para el archivo con cddigos de barras de 96 muestras, utilice "Placa” y un niimero en lugar
de "Cadigo de barras" con el fin de indicar |a placa adaptadora utilizada (es decir, Placa 03_A01).

2. Genere un proyecto en el software MIA FORA después de crear un archivo con codigos de barras de muestras que contenga
los nombres de las muestras y los cédigos de barras. El nombre del proyecto es necesario para el nombre de la serie del
secuenciador.

3. Programe un termociclador con el programa de amplificacion de la tabla 1 y péngale el nombre
MIA_FORA_MFlex_PCR_WholeBloodDNA a este ultimo. Utilice el ajuste de tapa calefactada.

4. Con una placa de 96 pocillos con semifaldilla y cubierta dura, prepare una placa de muestras de ADN con 15 pl de muestra de
hgADN por pocillo a una concentracion de 5 a 15 ng/pl. El pocillo A1 deberia ser de Tris-HCI de 10 mM con un pH de 8,0 de
control sin cadena molde (NTC). En la figura 2 que aparece a continuacién, se puede cbservar un ejemplo de 24 muestras.

8 muestras: las muestras deben disponerse en la columna 1 de una placa de muestras de ADN.

16 muestras: las muestras deben disponerse en las colurnnas 1y 2 de una placa de muestras de ADN.

24 muestras: las muestras deben disponerse en las columnas 1-3 de una placa de muestras de ADN.

48 muestras: las muestras deben disponerse en las columnas 1-6 de una placa de muestras de ADN.

96 muestras: las muestras deben disponerse en las columnas 1-12 de una placa de muestras de ADN.

papoe

Figura 2. Ejemplo de la disposicion de la placa de ADM de 24 muestras y la placa de PCR
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Tabla 1: Programa de amplificacién para PCR de gran alcance: MIA_FORA_MFlex_PCR_WholeBloodDNA

Ciclos (20)

98 °C/10s 98 °'C/30 s 60°C/15s | 66 'C/10m | 66 'C/10m

5. Centrifugue brevemente la placa de muestras para llevar estas ditimas al fondo.

6. Descongele la mezcla maestra para PCR. Mezcle por inversién o bif vemente mediante agitacién vorticial y centrifugue el
tubo. Si va a procesar 8 o 16 muestras, contintie al paso 7.
Nota: Si va a procesar 24 muestras, cree un reservorio en una tira de tubos para PCR de 0,2 ml realizando alicuotas de 51 pl
de la mezcla maestra en cada pocillo. Si va a procesar 48 muestras, cree un reservorio en una tira de tubos para PCR de
0,2 ml realizando alicuotas de 102 pl de la mezcla maestra. Si va a procesar 96 muestras, cree un reservorio en una tira de
tubos para PCR de 0,2 ml realizando alicuotas de 204 pl de la mezcla maestra.

7. Dispense 15 pl de la mezcla maestra para PCR en cada pocillo de la placa de PCR (importante: Dispense la mezcla
maestra con cuidado para minimizar la introduccién de burbujas).

8. Dispense 10 pl de muestras de ADN con una pipeta multicanal en la placa de PCR. El volumen total de la reaccién de PCR es
ahora de 25 pl (importante: No mezcle durante la adicién de ADN ni después de esta).

9. Selle la placa de PCR con la pelicula adhesiva para PCR Accuseal.

10. Centrifugue brevemente la placa de PCR para asegurarse de que todos los liquidos se centrifuguen hasta el fondo de los
pocillos.

11. Coloque la placa en el termociclador y ejecute el programa MIA_FORA_MFlex_PCR_WholeBloodDNA gue se muestra en
la tabla 1.

12. Opcional: realice una electroforesis en gel para el andlisis de los productos de amplificacién por tamafo. Nota: El bromuro de
etidio es el colorante de gel de 4cido nucleico fluorescente preferido.

Preparacion para PCR para muestras de ADN de hisopos bucales
Nota: Siga el mismo protocolo que para las muestras'de ADN de sangre completa con los siguientes cambios:
1. Programe un termociclador con el programa de amplificacion de la tabla 2 y péngale el nombre
MIA_FORA_MFlex_PCR_BuccalDNA a este (ltimo. Utilice el ajuste de tapa calefactada.

Tabla 2: Programa de amplificacién para PCR de gran alcance: MIA_FORA_MFlex_PCR_BuccalDNA

Ciclos (25)

i

. niclal | 7% i : _ ebliobabl) i Sl
98 °'C/10s 98 'C/30 s 60 'C/15s | 66°C/10m | 66 'C/10m

5

2. Con una placa de 96 pocillos con semifaldilla y cubierta dura, prepare una placa de muestras de ADN con 15 pl de muestra de
hgADN por pocillo a una concentracién de 2,5 a 7,5 ng/l. El pocillo A1 deberia ser de Tris-HCI de 10 mM con un pH de 8,0 de
control sin cadena molde (NTC). En el caso de los tipos de muestras mixtas de hisopos bucales y ADN de la sangre, todo el
proceso de amplificacién se puede realizar en la misma placa durante 25 ciclos de PCR. El ADN de entrada para la sangre
puede ser de hasta 10 ng/pl.

PUNTO DE DETENCION SEGURO: Los productos de PCR se pueden almacenar a —20 °C hasta 4 dias.

C. Generacion de bibliotecas de secuenciacion

Los productos de PCR se unen enzimaticamente en fragmentos, se reparan los extremos y se realiza su poliadenilacién en el extremo
3' de modo que los fragmentos puedan ligarse al saliente 5'-T de cada adaptador de indices. Los fragmentos poliadenilados se limpian
despues con bolas magnéticas antes de la ligacion al adaptador de indices. Los fragmentos ligados se agrupan en un tnico tubo para
microcentrifuga y se limpian antes de la seleccion de los fragmentos de ADN con un rango de tamario de 500 a 900 pares de bases.
Después, los fragmentos seleccionados por tamafio se amplifican, limpian, cuantifican y preparan para la secuenciacion de lllumina.

a. Preparacion de biblioteca primaria: fragmentacion, reparacion de extremos y poliadenilacion
1. Prepare la mezcla maestra transfiriendo la mezcla enzimatica primaria (tubo L1) y la mezcla de tampén primario
tubo para microcentrifuga segun la tabla 4. Mezcle bien agitando vorticialmente y centrifugue un corto peri

2. Siva a procesar 8 o 16 muestras, vaya al paso 4. .
3. Para 24 muestras, pipetee 44 pl de la mezcla maestra preparada en el paso 1 en cada pocillo de la
de preparacién primaria con el fin de crear una columna de "reservorio” de mezcla maestra. Para 48 muestras, pipetee 82 pl
de mezcla maestra en cada pocillo de la columna 12 de la placa de | reparacion primaria con el fif' de crear una columna de
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“reservorio” de mezcla maestra. Para 96 muestras, pipetee 150 ul de mezcla maestra en una tira de tubos para PCR de
0,2 ml con el fin de utilizarla como reservorio. ¥
4. Transfiera la mezcla maestra a la placa de "w2paracién primaria.
a. 8 muestras: transfiera 11 ul de mezcla maestra del tubo para microcentrifuga a la columna 1 de la placa de preparacion
primaria. -
b. 16 muestras: transfiera 11 ul de mezcla maestra del tubo para microcentrifuga a las columnas 1y 2 de la placa de
preparacion primaria. ]
C. 24 muestras: transfiera 11 yl de mezcla maestra del reservorio de la columna 12 a las columnas 1-3 de la placa de
preparacion primaria. - by
d. 48 muestras: transfiera 11 pl de mezcla maestra del reservorio de la columna 12 a las columnas 1-6 de la placa de
preparacion primaria. ;
e. 96 muestras: transfiera 11 pl de mezcla maestra del reservorio de la tira de tubos para PCR de 0,2 mi a las columnas 1-12
de la placa de preparacién primaria.
5. Afada las muestras de ADN a la placa de preparacién primaria.
a. 8 muestras: transfiera 14 pl de muestra de la columna 1 de la placa de PCR a la columna 1 de la placa de preparacion
primaria. Mezcle aspirando y dispensando con una pipeta hasta 5 veces.
b. 16 muestras: transfiera 14 ul de muestra de las columnas % y 2 de la placa de PCR a las columnas 1y 2 de la placa de
preparacion primaria. Mezcle aspirando y dispensando con una pipeta hasta 5 veces.
€. 24 muestras: transfiera 14 pl de muestra de las columnas 1-3 de la placa de PCR a las columnas 1-3 de la placa de
preparacion primaria. Mezcle aspirando y dispensando con una pipeta hasta 5 veces.
d. 48 muestras: transfiera 14 pl de muestra de las columnas 1-6 de la placa de PCR a las columnas 1-6 de la placa de
preparacion primaria. Mezcle aspirando y dispensando cen unia pipeta hasta 5 veces.
e. 96 muestras: transfiera 14 pl de muestra de las columnas 1-12 de la placa de PCR a las columnas 1-12 de la placa de
preparacion primaria. Mezcle aspirando y dispensando con una pipeta hasta 5 veces.
6. Selle la placa de preparacion principal con la pelicula adhesiva para PCR Accuseal. Centrifugue bien (por ejemplo: a 2250 rpm
durante 1 minuto). ‘

7. Transfiera la placa de preparacion primaria a un termociclador y ejecute el programa MIA_FORA_FLEX_PrimaryPrep que se
muestra en la tabla 3.

Tabla 3: Programa de termociclado para preparacién primaria de bibliotecas

MIA FORA FLEX_PrimaryPrep
20 °C durante 10 minctos
75 °C durante 30 minutos

4 °C = en retencién

Tabla 4: Preparacién de mezcla maestra para preparacion primaria

Mezcla
L1 enzimatica 1:5 16,5 28,5 49,5 90 165
primaria 1

Mezcla de .

L2 tampén 9,5 104,5 180,5 313,5 570 1045
primaria

PROCEDA INMEDIATAMENTE AL PASO DE LIMPIEZA CON BOLAS

Agite suavemente el frasco de bolas magnéticas o dele vueltas con cuidado para homogeneizar la solucién.

Si va a procesar 8 o 16 muestras, vaya al paso 11.

0. Para 24 muestras, pipetee 80 pl de bolas magnéticas en cada pocillo de la columna 11 de la placa de preparacién principal
con el fin de crear una columna de "reservorio” de bolas magnéticas. Para 48 muestras, pipetee 160 pl de bolas magnéticas
en cada pocillo de la coluinna 11 de la placa de preparacion princinal con el fin de crear una columna de "reservorio” de bolas
magnéticas. Para 96 muestras, pipetee 160 pl de tolas magnéticas en dos tiras de tubos para PCR de 0,2 ml (utilice la
primera tira de tubos para las columnas 1t y la segunda para las columnas 7-12). : B

11. Afada bolas magnéticas a cada muestra fragmentada. . i)

a. 8 muestras: transfiera 20 i de bolas magnéticas del frasco a la columna 1 de la placa de preparacién principal.

Mezcle succionando y dispensando con una pipela hasta 10 veces. o

b. 16 muestras: transfiera 20 pl de bolas magnéticas del frasco a las columnas 1 y 2 de la placa de preparacién primaria.
Mezcle succionando y dispensando con una pipeta hasta 10 veces.

C. 24 muestras: transfiera 20 pl de bolas magnéticas del reservorio de la columna 11 a las colu
preparacion primaria. Mezcle succionando y dispensando con una pipeta hasta 10 veces.

= 0w

‘nas 1-3 de la placa de
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1%

. Elimine el exceso de liquido de los pocillos.
19.

20.
213
22
23.
. Deje la placa en el iman y transfiera 23 pl de eluido sin alterar las bolas a la nueva placa con la etiqueta

d. 48 muestras: transfiera 20 pl de bolas magnéticas del reservorio de la columna 11 a las columnas 1-6 de la placa de
preparacion primaria. Mezcle succionando y dispensande con una pipeta hasta 10 veces.

e. 96 muestras: transfiera 20 pl de bolas magnéticas de la primera tira de tubos para PCR a las columnas 1-6 de la placa
de preparacion primaria y 20 pl de bolas magnéticas de la segunda tira de tubos para PCR a las columnas 7-12 de la
placa de preparacion primaria. Mezcle succionando y dispensando con una pipeta hasta 10 veces.

. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

. Transfiera la placa a la placa magnética Magnum FLX para unir las t olas a los lados de los pocillos.

. Deje la placa sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la solucién se aclare.

. Mientras esté sobre el iman, aspire el sobrenadante con una pipeta multicanal sin alterar las bolas y deseche el sobrenadante.
. Deje la placa en el iman para los pasos de lavado con etanol.

a. Lave las bolas afadiendo 200 p! de etanol al 80 % a cada pocillo.

b. Incube durante 30 segundos en el iman.

c. Retire el etanol con una pipeta multicanal sin alterar las bolas.
Repita el lavado con etanol 2 veces mas hasta un total de 3 lavados.

Quite la placa del imén y deje que se seque al aire para evaporar el exceso de etanol hasta que las bolas adquieran un
aspecto vidrioso (~3 minutos).

Asegurese de que la placa esté fuera del iman y afiada 25 pl de Tris-HCI de 10 mM con un pH de 8,0 a las bolas.
Mezcle pipeteando un minimo de 10 veces.

Incube fuera del iman durante 5 minutos.

Cologue la placa sobre el iman e incube durante 3 minutos o hasta que la solucién se aclare.

Proyecto_LimpiezaPreparaciénPrincipal_Fecha.

PROCEDA DIRECTAMENTE AL PASO DE LIGACION AL ADAPTADOR
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b. Ligacién al adaptador de indices

1
2,
3

4.

10.

1.

Vuelva a etiquetar la placa llamada Principal_Preparacion_limpieza_fecha como Proyecto_Ligacién_Fecha.

Programe un termociclador con las condiciones que se muestran en la tabla 5.

Descongele y centrifugue bien la placa adaptadora, por ejemplo, a 2250 rpm durante 1 minuto (importante: Utilice unos
guantes nuevos mientras manipula la placa adaptadora). Retire con cuidado el adhesivo de la placa.

Para el kit de 24 muestras:

Si utiliza |a placa adaptadora SR-800-00389, compruebe visualmente que todos los pocillos de las columnas 1-3 contengan
alrededor de 8 pl de solucién.

Si utiliza una de las placas adaptadoras desde la SR-800-00402-01 hasta la SR-800-00402-06, compruebe visualmente que
todos los pocillos contengan alrededor de 10 pl de solucién. Puede emplearse para la ligacion tres columnas cualquiera de las
doce columnas llenas. No obstante, asegtrese de que los pocillos correspondientes estén identificados en el archivo con
cédigos de barras de muestras generado anteriormente (consulte la figura 1).

Para el kit de 96 muestras: verifique visualmente que todos los pocillos de la placa adaptadora contengan unos 10 pl de
solucion.

Prepare la mezcla maestra de ligacion transfiriendo la enzima ligasa (tubo L3) y el tampén de ligasa (tubo L4) a un tubo para
microcentrifuga segun la tabla 6. Mezcle bien agitando vorticialmente y centrifugue un corto periodo de tiempo.

Siva a procesar 8 o 16 muestras, vaya al paso 8.

Para 24 muestras, pipetee 95 pl de la mezcla maestra preparada en el paso 2 en cada pocillo de la columna 12 de la placa
de ligacion con el fin de crear una columna de "reservorio” de mezcla maestra. Para 48 muestras, pipetee 190 pl de la mezcla
maestra preparada en el paso 2 en cada pocillo de la columna 12 de la placa de ligacién con el fin de crear una columna de
“reservorio” de mezcla maestra. Para 96 muestras, pipetee 190 pl de la mezcla maestra preparada en el paso 2 en dos tiras
de tubos para PCR de 0,2 ml (utilice la primera tira de tubos para las columnas 1-6 y la segunda para las columnas 7-12).
Transfiera la mezcla maestra a la placa de ligacion.

a. 8 muestras: transfiera 26 pl de mezcla maestra del tubo para microcentrifuga a cada pocillo de la columna 1 de la placa
de ligacion. Mezcle aspirando y dispensando con una pipeta hasta 5 veces.

b. 16 muestras: transfiera 26 yl de mezcla maestra del tubo para microcentrifuga a cada pocillo de las columnas 1y 2 de
la placa de ligacién. Mezcle aspirando y dispensando con una pipeta hasta 5 veces.

c. 24 muestras: transfiera 26 pl de la mezcla maestra del reservorio de la columna 12 a cada pocillo de las columnas 1-3
de la placa de ligacién. Mezcle aspirando y dispensando con una pipeta hasta 5 veces.

d. 48 muestras: transfiera 26 pl de la mezcla maestra del reservorio de la columna 12 a cada pocillo de las columnas 1-6
de la placa de ligacién. Mezcle aspirando y dispensando con una pipeta hasta 5 veces.

e. 96 muestras: transfiera 26 pl de mezcla maestra de la primera tira de tubos para PCR a cada pocillo de las columnas 1-6 de la
placa de ligacion y 26 pl de mezcla maestra de la segunda tira de tubos para PCR a cada pocillo de las columnas 7-12. Mezcle
aspirando y dispensando con una pipe‘a hasta 5 veces. g

Transfiera 8 pl/pocillo de las columnas aday: ladoras apropiadas a los pocillos correspondientes de la placa de ligacion.
Mezcle aspirando y dispensando con una pipeta hasta 5 veces después de cada adicién (importante: Vuelva a sellar los
adaptadores no utilizados y congélelos inmediatamente en posicién vertical).

Selle la placa de ligacion con la pelicula adhesiva para PCR Accuseal. Centrifugue bien (por ejemplo: a 2250 rpm durante
1 minuto).

Transfiera la placa de ligacion a un termociclador y ejecute el programa MIA_FORA_Ligation que se muestra en |a tabla 5.

Tabla 5: Programa de termociclado para ligacién al adaptador

MIA_FORA_Ligation
25 °C durante
30 minutos
65 °C durante
10 minutos
4 °C = en retencién

Tabla 6: Preparacién de componentes y mezcia maestra para ligacion al adaptador

L3 Enzima ligasa 1 10 20 30 60 120
L4 Tampdn de ligasa 25 250 500 750 1500 3000 _~
Placa Adaptadores de 8
adaptadora indices, 2,5 uM
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c. Consolidacién de los productos ligados al adaptador y seleccién de tamafio
1. Consulte la tabla 7 para conocer el volumen apropiado que se pueils combinar segin el nimero de muestras procesadas en
un solo tubo Eppendorf de 2,0 ml con la etiqueta Proyecto_Consoliducion_Fecha.
Tras la agrupacién, compruebe visualmente la placa original para confirmar que se han incluido todas las muestras.
Pipetee bolas magnéticas en el tubo de muestra consolidado de acuerdo con la tabla 7 (el volumen de las bolas debe ser 0,6x
el volumen de muestra).
Mezcle bien pipeteando 10 veces.
Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Transfiera el tubo para microcentrifuga a un iman DynaMag-2 y deje el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la
solucién se aclare.
Retire y deseche el sobrenadante sin alterar las bolas.
Deje la placa en el iman para los pasos de lavado con etanol.
a. Lave las bolas afiadiendo 1 ml de etanol al 80 % al tubo.
b. Incube durante 30 segundos en el iman.
c. Retire el etanol con una pipeta multicanal sin alterar las bolas.
9. Repita el lavado con etanol 2 veces mas hasta un total de 3 lavados.
10. Quite el exceso de etanol del tubo y deje que se seque al aire para evaporar dicho exceso hasta que las bolas adquieran un
aspecto vidrioso (~5 minutos).
11. Retire el tubo del imén, vuelva a suspender las bolas en 63 pl de Tris-HCI de 10 mM con un pH de 8,0 y mezcle con una
pipeta 10 veces.
12. Incube durante 5 minutos.
13. Cologue el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la solucién se aclare.
14. Deje el tubo en el iman y transfiera 60 pl de eluido sin alterar las bolas a un nuevo tubo para microcentrifuga etiquetado
(ya sea con la etiqueta Proyecto_LimpiezaConsolidada_Fecha si utiliza la seleccién de tamafio con Pippin o
Proyecto_SelecciénTamanoSeglnBolas_Fecha si emplea la seleccion de tamario basada en bolas).

N

oo h

o~

Si va a realizar |a seleccion de tamafio con Pippin, continte con el apartado Seleccién de tamaiio (Pippin Prep)
que figura més adelante. Si va a efectuar la seleccién de tamaiio con bolas, prosiga con el apartado Seleccién de

tamafo (limpieza con bolas 0,8x) siguiente.
Seleccién de tamario (limpieza con bolas 0,8x)

Pipetee 48 pl de bolas magnéticas en el tubo con la etiqueta Proyecto_SelecciénTamafoSeginBolas_Fecha.

Mezcle con una pipeta 10 veces e incube durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Transfiera el tubo para microcentrifuga a un iman DynaMag-2 y deje el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la
solucién se aclare.

Retire y deseche el sobrenadante sin alterar las bolas.

Deje la placa en el iman para los pasos de lavado con etanol.

Lave las bolas anadiendo 1 ml de etanol al 80 % al tubo.

Incube durante 30 segundos en el iman.

Retire el etanol con una pipeta multicanal sin alterar las bolas.

Repita el lavado con etanol 2 veces mas hasta un total de 3 lavados.

Quite el exceso de etanol del tubo y deje que se seque al aire para evaporar dicho exceso hasta que las bolas adquieran un
aspecto vidrioso (~5 minutos).

Retire el tubo del iman, vuelva a suspender las bolas en 63 pl de Tris-HCI de 10 mM con un pH de 8,0 y mezcle con una
pipeta 10 veces.

9. Incube durante 5 minutos.

10. Coloque el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la soluci6n se aclare.

11. Deje el tubo en el iman y transfiera 60 pl de eluido sin alterar las bolas a un nuevo tubo para microcentrifuga con la etiqueta
Proyecto_LimpiezaConsolidacion_Fecha.

@ W

Nomoans

>

PUNTO DE DETENCION SEGURO:
Las muestras limpias, consolidadas y ligadas al adaptador (biblioteca) pueden almacenarse a —20 °C durante un maximo de 4 dias.

Tabla 7: Volumen de bolas y consolidacién (0,6x)

24 24 576 i 345
32 18 576 345
48 12 576 345
96 6 ‘ 576 345
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Seleccién de tamafio (Pippin Prep)

(5

bl ol

o

LCeN o

16.
17

18.

19.

La muestra se purifica mediante el sistema Pippin Prep, que selecciona fragmentos de ADN con el rango de tamario deseado
(500-900 pares de bases). Consulte el manual de instrucciones de Pippin Prep (guia rapida para el casete de gel de agarosa
al 1,5 %) para obtener mas indicaciones. La duracién del procesado del protocolo es de aproximadamente 45 minutos.

Lleve el tampon de electroforesis Pippin y la mezcla de marcadores a temperatura ambiente.

Calibre el sistema Pippin Prep. "

Abra la bolsa del casete e inspeccione este (ltimo. Elimine las burbujas que fluyen libremente cerca de las camaras de elucion
dando pequefios golpecitos en el extremo del casete.

Quite las tiras adhesivas y compruebe los niveles de tampén en los pocillos de muestras. Los pocillos de muestras deben
estar completamente llenos de tampon. Af :c.a tampdn si es necesario.

Retire todo el liquido de cada camara de elucién con una pipeta de punta estrecha y sustittyalo por 40 pl de tampén de
electroforesis nuevo.

Cologue el casete en el instrumento Pippin Prep y cierre la puerta.

Seleccione "Test" (Ensayo) para comprobar si los niveles actuales son aceplables.

Si el casete supera la comprobacion, quitelo def instrumento y proceda al paso 10. Si alguno de los carriles falla, repita los
pasos del 5 al 8.

. Selle las camaras de elucion con la tira adhesiva suministrada. Presione firmemente las camaras de elucién para asegurarse

de que el sellado sea hermético.

. Mezcle 30 i de la biblioteca limpia y agrupada con 10 pl de la mezcla de marcadores del sistema Pippin Prep.
- Vuelva a comprobar los niveles de tampon en los pocillos de muestras (afiada mas si es necesario). El volumen total del

pocillo de muestras es de ~70 pl.

- Etiquete los pocillos del casete con el nombre de la biblioteca y Ia fecha del procesado.
- Retire y deseche 40 pl de tampon de los pocillos de muestras que se van a utilizar y sustituyalos por 40 pl de la muestra

preparada en el paso 11.

. Prepare el protocolo del instrumento Pippin seleccionando la pestafia "Protocol Editor” (Editor de protocolo) y proceda de la

siguiente manera:
» Elija "Range" (Rango) para los carriles de muestras.
* Introduzca un rango de 500 a 900 pares de bases.
* Anada los nombres de las muestras.

IMPORTANTE: Seleccione "Off" (Desactivado) en los carriles que no se utilicen.

» Asegurese de que los valores de "Ref Lane" (Carril de referencia) coincidan con los nimeros de los carriles.

* Guarde el protocolo como "HLA 500-900". Este protocolo puede ulilizarse para futuros procesados.

» Cierre la puerta del instrumento y seleccione "START" (INICIAR). -

» Apareceran luces verdes junto a los carriles para indicar el comienzo de la electroforesis.
Después de aproximadamente 45 minutos la barra de progreso se detendra y el botén "STOP" (DETENER) se vera
atenuado, lo que sefiala que ha finalizado 1: 2lucidn.
Retire la cinta adhesiva de la camara de elucion y transfiera la biblioteca (un total de aproximadamente 40 pl) a un tubo para
microcentrifuga limpio con la etiqueta Proyecto_TrasPippin_Fecha.
Deseche el casete si se han usado todos los carriles. Si hay carriles que no se hayan utilizado, selle toda la parte superior del
casete con cinta adhesiva, envuélvalo en su embalaje original y guardelo a temperatura ambiente para su posible uso en el
futuro.
Deje la puerta del instrumento abierta.
Nota: Consulte las actualizaciones del software y la guia de usuario proporcionadas por Sage Sciences para conocer el
protocolo mas reciente.

d. Amplificacion de biblioteca seleccionada por tamario

1.

2.
3.
4

El eluido seleccionado por tamafio se amplifica con los cebadores de lllumina que contienen las secuencias necesarias para
la generacion de grupos. Se suministran suficientes componentes para cuatro (4) amplificaciones.

Descongele los reactivos en hielo y ensamble los componentes que figuran en la tabla 8 en un tubo para PCR de 0,2 ml.
Aseglirese de que el tubo esté bien sellado y centrifugue brevemente.

Transfiera el tubo para amplificacion a un termociclador y ejecute el programa MIA_FORA_Library_PCR que se muestra en
la tabla 9.

Tabla 8: Coinponentes para amplificacién

L5 Mezcla de tampén/enzima para PCR 25
L6 Cebador de amplificacion F 25 uM 1
Cebador de amplificacién R 25 uM ;

L7 Agua sin nucleasas 9 /"/
Biblioteca seleccionada por tamaiio | 15 /
_ \'olumen total [ 50 /
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Tabla 9: MIA FORA_Library_PCR

Ciclo (1) Ciclos (12) Ciclo (1)
Retencién | Desnaturalizaciéon | Alineacion | Extensién | Ext. final | Retencién
inicial
98 'C/30 s 98 'C/15s 65°C/30s | 72°C/30s | 72°C/5m 4 'Cl»

e. Preparacién para secuenciacion

NOTA: Este paso posterior a la amplificacién debe realizarse en una sala de secuenciacién o en una zona
separada de la preparacién de bibliotecas, preferiblemente en una caja para PCR AirClean para evitar la
contaminacion de ADN ligado al adaptador de indices con productos finales que contienen las secuencias
de grupos de lllumina.

Limpieza con bolas de ADN después de la amplificacion (0,7x para la seleccién de tamafio con Pippin y 0,3x [limpieza de
sobrenadantes]/0,5x para la seleccién de tamafio basada en bolas)

1. Transfiera 50 pl de la biblioteca amplificada a un tubo para microcentrifuga.

Si se utilizé el sistema Pippin:

2. Pipetee 35 pl de bolas magnéticas (0,7x) y mezcle con una pipeta 10 veces.

3. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

4. Transfiera el tubo para microcentrifuga a un iman DynaMag-2 y deje el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la
solucion se aclare.

5. Retire y deseche el sobrenadante sin alterar las bolas.

6. Deje la placa en el iman para los pasos de lavado con etanol.
a. Lave las bolas afiadiendo 1 ml de etanol al 80 % al tubo.
b. Incube durante 30 segundos en el iman.
c. Retire el etanol con una pipeta multicanal sin alterar las bolas.

7. Repita el lavado con etanol 2 veces mas hasta un total de 3 lavados.

8. Quite el exceso de etanol del tubo y deje que se seque al aire para evaporar dicho exceso hasta que las bolas adquieran un
aspecto vidrioso (~3 minutos).

9. Retire el tubo del iman, vuelva a suspender las bolas en 20 pl de Tris-HCl de 10 mM con un pH de 8,0 y mezcle con una
pipeta 10 veces.

10. Incube durante 5 minutos.

11. Coloque el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la solucién se aclare.

12. Deje el tubo en el iman y transfiera 18 pl de eluido sin alterar las bolas a un nuevo tubo para microcentrifuga con la etiqueta
Proyecto_LimpiezaBiblioteca_Fecha.

Si se utiliza la seleccién de tamaiio basada en bolas:
2. Pipetee 15 pl de bolas magnéticas (0,3x) y mezcle con una pipeta 10 veces.
3. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
4. Transfiera el tubo para microcentrifuga a un iman DynaMag-2 y deje el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la
solucion se aclare.
5. Retire 50 pl del sobrenadante sin alterar las bolas y transfiéralos a otro tubo para microcentrifuga limpio.
NO DESECHE EL SOBRENADANTE.
Afada 25 pl (0,5x) de bolas magnéticas al sobrenadante y mezcle con una pipeta 10 veces.
Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Transfiera el tubo para microcentrifuga a un iman DynaMag-2 y deje el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la
solucién se aclare.
Retire y deseche el sobrenadante sin alterar las bolas.
0. Deje la placa en el iman para los pasos de lavado con etanol.
a. Lave las bolas afadiendo 1 ml de etanol al 80 % al tubo.
b. Incube durante 30 segundos en el iman. .
c. Retire el etanol con una pipeta muiticanal sin alterar las bolas.
11. Repita el lavado con etanol 2 veces mas hasta un total de 3 lavados.
12. Quite el exceso de etanol del tubo y deje que se seque al aire para evaporar dicho exceso hasta que las bolas adquigl
aspecto vidrioso (~3 minutos). :
13. Retire el tubo del iman, vuelva a suspender las bolas en 20 pl de Tris-HCI de 10 mM con un pH de 8,0 y mez:
pipeta 10 veces.
14. Incube durante 5 minutos.
15. Coloque el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la solucion se aclare.
16. Deje el tubo en el iman y transfiera 18 pl de eluido sin alterar las bolas a un nuevo tubo para microc
Proyecto_LimpiezaBiblioteca_Fecha.

©~No

- (0

trifuga con la etiqueta
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PUNTO DE DETENCION SEGURO:
Las muestras eluidas se pueden almacenar a =20 °C hasta 4 dias.

Cuantificacion de productos de PCR mediante el sistema Qubit

1. Asegurese de que todos los reactivos del andlisis estén a temperalura ambiente antes de iniciar el procedimiento.
2. Prepare el anélisis segun la guia rapida del sistema Qubit.
3. Calcule la concentracion inicial de la biblioteca de secuenciacién e introduzca el valor en la tabla 10.

Tabla 10: Calculo de la concentracién de la biblioteca

Volumen de Tris- .| Volumen de i
. Volumende | icy 4o 10 mM con| CONCOMNEC | iictecade |-
muestra para | i6n final Volumen de
; Concentracion| g unpHde80para| ~ secuenciacion
Biblioteca ; biblioteca de i 2=l deseads | HT1 que
inicial (nM) SECUSRNREION . biblioteca de ara MiSeq _desnaturalizada de | afiadir ()
"de 4 nM (ul) | Secuenciacién de P (oM) | 40 pM para 1000 pi el
: H 4nM (ul) e de 10 pM (ul) o
Ejemplo 250 3,2 196.8 10 250 750
Biblioteca del
usuano ¥ 10 250 750

Nota: Debido a la naturaleza de los kits de lllumina, la concentracion de las bibliotecas de secuenciacion debe ser
preferiblemente superior a 10 nM.

Determinacién de los métodos de distribucién de tamario de Ia biblioteca {opcional)

1. Ladistribucién de tamafio de la biblioteca puede determinarse mediante electroforesis en gel de agarosa o cualquier sistema
de electroforesis capilar (por ejemplo, el kit de ADN 1000 Agilent en el bioanalizador Agilent 2100).

Preparacion y carga de la muestra en los secuenciadores de lllumina
1. Utilice el kit de reactivos de MiSeq v2,.300 ciclos (MS-102-2002); el kit de rendimiento medio de MiniSeq, 300 ciclos

(FC-420-1004); o el reactivo i1 de iSeq 100, 300 ciclos, kit de reactivos de un solo uso (lllumina, n.° de cat. 20021533).

2. Verifique que el secuenciador disponga de suficiente espacio libre en la unidad D:/ del instrumento (al menos 100 GB de
espacio libre en el caso de MiSeq y MiniSeq, y 10 GB en el de iSeq). Si no es asi, elimine o transfiera archivos para obtener
mas espacio.

3. Genere el nombre del proyecto de secuenciacion con el software MIA FORA NGS iniciando un nuevo proyecto con el
archivo CSV con codigos de barras de muestras (figura 1). Use este nombre para preparar un procasado en lllumina
Experiment Manager.

f. Analisis de datos
Los archivos bel/fastq generados por el instrumento de secuenciacion deben analizarse con el software MIA FORA para generar
la tipificacion del HLA. La hoja de muestras con los nombres de muestras y los cédigos de barras, asi como los archivos

bel/fastq correspondientes, deben cargarse e~ 2l archivo de proyecto del software MIA FORA. Para obtener informacién sobre el
uso del software MIA FORA, siga la guia del usuario del software.

RESULTADOS

1. Amplificacién mediante PCR:
El andlisis del gel de agarosa no debe mostrar ningun producto en el control negativo (NTC) para que el andlisis se considere vélido.

2. Preparacion de bibliotecas:
La concentracién final de la biblioteca debe ser al menos de 10 nM y debe estar cuantificada de manera precisa antes de la
secuenciacion. Las bibliotecas deben diluirse hasta 4 nM antes de la desnaturalizacion.
La agrupacién en los kits MiSeq® y MiniSeq® puede variar en funcién de la precisién de la cuantificacion. Normalmente, las densidades
de grupos de las bibliotecas de 8 a 12 pM deben oscilar entre los 600 y los 1000 k/mm? en el MiSeq® y las densidades de grupos de las
bibliotecas de 1,3 pM deben oscilar entre los 160 y los 220 k/mm? en el MiniSeq®. Nota: No se espera un rango de densidad de grupo
para una biblioteca tipica (50 pM) en el iSeq 100, ya que la distribucién de grupos en la celda de flujo esta preestablecida con el uso de
la tecnologia de celdas de flujo con patrones.
Debe tener cuidado para cuantificar de manera precisa la biblioteca. Tedos los productos posteriores a la ligacién al adaptador deben
mantenerse bajo una campana para PCR o en un &rea designada para tal fin, y deben prepararse nuevos reactivos de diluci
evitar cualquier contaminacion.

3. La tipificacion del HLA la genera el software MIA FORA NGS y se proporciona en un informe. Siga la Guia del us
FORA para obtener informacion sobre el analisis de los datos de tipificacion dal HLA.
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CONTROL DE CALIDAD

Es necesario procesar un control negative y un control conocido opcional con cada ensayo, como un blanco de agua y una muestra tipificada
con anterioridad, respectivamente. Extreme la precaucion cuando retire los sellos de las placas, las cuales deben centrifugarse antes de su
apertura. En cada paso debe utilizar sellos para placas nuevos, en los casos en que estas deban sellarse. Las puntas de pipeta utilizadas
deben colocarse en los recipientes correspondientes y desecharse. La disposicién para PCR debe realizarse en una sala para pasos previos
a la PCR separada del lugar donde se manipulan los productos amplificados. Todo el ADN genémico debe diluirse en agua sin nucleasas.
Después de la amplificacién y la seleccién de tamario de ADN, la biblioteca amplificada debe manipularse en una zona separada,
preferiblemente una campana para PCR, y manipularse con un conjunto separado de pipetas. Debe tener cuidado de no contaminar las
zonas de trabajo con bibliotecas amplificadas. El ensayo debe procesarse segun las recomendaciones de este prospecto, asi como llevarse

a cabo con otros procedimientos de control de calidad conformes a los requisitos de los organismos locales, estatales, federales o de
acreditacion.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. Se recomienda encarecidamente que estos kits se validen en el laboratorio antes de la implementacién utilizando muestras con una
tipologia conocida.

2. LaPCRYy el ensayo descritos en este prospecto requieren condiciones controladas de manera precisa. Cualquier desviacién de los
parametros que se hayan validado puede traducirse en un fallo del producto.

3. Sial menos el 50 % de los fragmentos de ADN iniciales es inferior a 10 kb, puede que no se genere una cantidad suficiente de
producto de PCR de gran alcance.

4. Sila concentracion de la biblioteca final es inferior a 10 M, puede que no se obtengan resultados de secuenciacién precisos.

5. Se observaran ambigliedades en el 4.° campo debido a la falta de cobertura en la regién del intrén. Se ha validado la precisién de la
tipificacién del HLA hasta el 3.2 campo.

6. Deberan utilizarse el bromuro de etidio o GelRed™ para la visualizacion de los productos de PCR.

7. Las regiones cubiertas por los exones amplificados por los cebadores se utilizan para determinar la tipificacién del HLA. El software
informara de ambigiiedades conocidas debido a la falta de cobertura del exén 1 y el exén 5 de DPB1, el exén 6 de DQBH1, las
primeras bases del exén 2 y 4 de DPB1, y el exdn 6 de DRBA1, y las tltimas bases del exén 4 de DPA1. El software no detectara
ningun alelo nuevo en estas regiones.

8. La falta de secuencias de referencia genémica para DPB1 y los bajos niveles de polimorfismo en el intrén 2 (entre el exén 2 y 3)
pueden dar como resultado una ambigiiedad de fase que no pueda resolverse y se informara de ella en funcion de la versién de la
base de datos del software.

9. Los locus de DRB se amplifican como dos fragmentos: uno que amplifica el exén 1 y otro que amplifica los exones 2 a 6. El intrén 1
no se amplifica en su totalidad. Por lo tanto, el ajuste de fase de todo el locus no es posible para DRB1/3/4/5.

10. En la mayoria de los casos, los productos de amplificacion del exén 1 de DRB1/3/4/5 se asignan de manera deficiente al exén 1 de
las secuencias de referencia conocidas de DRBS; por ello, es muy probable que no se genere el contigo del exon 1 para DRB5S.
Dado gue no hay polimorfismos del exén 1 conocidos para DRB5, no se generara ninguna ambigiiedad en la tipificacién del HLA
para DRBS.

11. En el caso en el que DRB4 esté infrarrepresentado en los datos, puede que el software no detecte automaticamente Ia tipificacién y
muy a menudo se puede contar con la asignacién para confirmar qué alelo DRB4 est4 presente. La tipificacién de DRB1 puede
usarse para comprobar la presencia o ausencia del DRB4. En el caso en el que no puedan determinarse los alelos, se requiere
confirmacion de tipificacién de DRB4 adicional. Debido a la regién de borrado de DRB4*03:01N, este alelo no se puede detectar.

12. La falta de polimorfismos en una region de determinadas combinaciones de alelos de genes de clase | y clase Il del HLA puede
dificultar la determinacion de la fase correcta para muestras heterocigéticas. Esto se debe a que la longitud de las lecturas de
secuenciacion en la plataforma de secuenciacién no es lo suficientemente larga como para captar los polimorfismos distantes en la
lectura de la secuenciacion de par final. Por consiguiente, puede que haya una ambigiiedad de fase que no se pueda resolver.

13. Debido a la naturaleza compleja de la tipificacién del HLA, la revisién de la interpretacion de los datos y las asignaciones de
tipificacion deben realizarlas personal cualificado. Debe prestarse especial atencion al revisar las determinaciones homocigéticas
para asegurarse de que el software no haya pasado por alto un segundo alelo y deben revisarse los alelos nulos para comprobar la
asignacion.

14. La gulia de usuario del software cuenta con las mejores practicas recomendadas e instrucciones detalladas sobre el uso del software,
asi como directrices sobre combinaciones complejas de tipificacion del HL\.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO

Se realizaron estudios clinicos en tres centros para evaluar el rendimiento del kit de tipificacion del HLA MIA FORA NGS HLA Typing Kit.

El rendimiento del ensayo se comparé con tipificaciones previas que incluyeron la tipificacion basada en la secuencia (SBT) de alta
resolucién, si estaba disponible, y una tipificacién de menor resolucién cuando la SBT no estaba disponible. Las muestras las seleccionaron
los centros de ensayo para representar un conjunto variado de diferentes tipos de HLA que pueden encontrarse durante el transcurso de
operaciones normales. En los centros, se analizaron un total de 206 muestras en 3 series junto con dos lotes de reactivos en cada una. Se
determind la tipificacién del HLA para los locus HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1 y HLA-DRB 1/3/4/5.
Se evalué un total de 3692 alelos con estas 206 muestras. Los resultados mostraron que los tipos de HLA obtenidos mediante
FORA, sin repetir el ensayo en locus discordantes o fallos, presentaban una concordancia del 99,34 %. Tras repetir el ens
con fallos o discordantes, la concordancia general fue del 99,74 %.

Nota: Los datos siguientes representan el rendimiento del MIA FORA NGS HLA Typing Kit (kit de tipificacion del HL
realizado nuevos estudios clinicos con el kit MIA FORA MFlex; no obstante, el analisis de MFlex se validé riguros
producto MIA FORA original y se determind que el rendimiento era equivalente en todos los estudios realizados

en los locus

original. No se han
ente con respecto al
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Ta 8: Resumen de cancordancia general

& I

Centro 1 68 748 1223 20 (99,75 %)
Centro 2 69 759 1064 1063 (99,91 %)*
Centro 3 69 759 1241 1236 (99,59 %)

* En este centro no se repitieron los ensayos. Un locus de DQB1 no mostré datos suficientes.

aini

100,00 %

HLA-A

HLAB 99,76 %

HLA-C 99.51 %

DPA1 99,77 % 100,00 %

DPBA 99,44 % 99,72 %

DQA1 99,26 % 100,00 %

DQB1 98,48 % 99,27 %

DRB1 98,54 % 99,03 %
DRB3/4/5 99,43 % 100,00 %

Total 99,34 % 99,74 %

** Las repeticiones de los ensayos incluyeron llamadas que se marcaron para su

revision y que no pudieron resolverse con una inspeccién manual de los datos.
Las llamadas que no pudieron realizarse debido a datos insuficientes

(11/1854 amplificaciones) también se volvieron a analizar.

NOTA: Para obtener informacion detallada sobre caracteristicas de rendimiento especificas, llame a Immucor,

Inc. al (855) 466-8267.
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SOLUCION DE PROBLEMAS

PROBLEMA CAUSA POSIBLE SOLUCION
Cociente OD 260/280 inferior a 1,65 Vuelva a purificar el ADN para eliminar cualquier impureza.
ADN fragmentado

No hay bandas en el

Al menos el 50 % del ADN debe ser
mayor de 10 kb

Vuelva a extraer el ADN de la muestra.

gel después de la Cantidad o calidad | ADN diluido en Tris-HCl o TE Diluya las muestras en agua.
amplificacién del ADN : 2 - 7
mediante PCR Baja concentracion de plantilla de ADN | Asegurese de que la concentracién de ADN es de 50 a 150 ng/reaccion.
Repita la PCR para las pérdidas de amplificacién con reactivos
. ; i sobrantes, que tengan volumen suficiente para cuatro muestras.
Pérdida de smplficacion Los reactivos sobrantes almacenados a 2-8 °C son estables durante
una semana.
Asegurese de que las velocidades de aumento son las especificadas
:Iarias (i’mrl\)daz o 2 Velocidades de aumento en el prolcoolo‘.l ik
razas de bandas tras ondiciones del 5 z z ==
la amplificacidn Sl ko Temperatura ﬁaéhbr_e la rélac#grg de PCR para verificar el rendimiento de las
mediante PCR fpeops oo .
Calidad del ADN Asegurese de que el ADN esta diluido en agua y sin contaminantes.
Compruebe el perfil de elucion para 5l;,a la gula de solucién de problemas de Sage Science para
asegurarse de que la elucion se ha delarminar si el rendimiento del instrumento cumple las
producido sin errores. especificaciones.
Procese 2 pl de 1 kb junto con cadena (ThermoFisher) con un
Seleccién de tamafio Instrumento tol
: S e protocolo de escisién de 400 a 600 pares de bases. Procese 15 pl de
de ADN incorrecta Pippin Instrumento no calibrado producto eluido en gel de agarosa para visualizar la elucién de un
fragmento de 500 pb.
Reutilizacién de cartucho Pippin El cartucho Pippin solo debe utilizarse una vez.
Seleccién de Asegurese de que los volimenes especificados en la guia del

Seleccion de tamafio
de ADN incorrecta

tamafio basada en
bolas

Baja concentracion de biblioteca

usuario para la seleccion basada en bolas se sigan cuidadosamente.
Un volumen de bolas incorrecto generara una gran cantidad de
fragmentos mas pequenios.

Baja concentracion de
biblioteca amplificada

Limpieza con
bolas magnéticas

Etanol no eliminado por completo

Retire el etanol con las placas sobre el soporte magnético. Retire
todas las trazas de etanol, especialmente después del lavado final.

Bolas almacenadas incorrectamente

Almacene las bolas a una temperatura entre 2 y 8 °C: NO LAS
CONGELE. .

El etanol no esta recién preparado

Debe preparar etanol al 80 % fresco antes de cada uso.

Sobresecado de bolas

El tiempo de secado puede depender de la humedad y de la
temperatura ambiente. Vigile estrechamente las bolas para
asegurarse de que estas no se sequen en exceso y ajuste el
protocolo segun sea necesario.

Se ha empleado una concentracién incorrecta de Tris-HCI

Asegurese de que el tampdn de Tris-HCl es de 10 mM y que tiene un
pH de 8,0.

Compruebe la presencia de productos
ligados al adaptador antes y después

Amplifique 1 pl de biblioteca limpia agrupada previa al procesamiento
con Pippin con la mitad de la cantidad de reactivos para la
amplificacion de bibliotecas. Procese los productos amplificados

Pippin Prep no de la elucion. (no es necesario llevar a cabo una purificacién) en un gel de agarosa
eluye el ADN 7il ) % para determinar la presencia de muestras de fragmentos.
Producto amplificado perdido durante la | Vuelva a amplificar 15 pl de elucién. Si la biblioteca es > 25 nM, los
limpieza con bolas productos pueden visualizarse procesando 5 pl en un gel de agarosa.
Purifique 20 pl de 2-3 muestras ligadas y el NTC con el protocolo de
Erroren la limpieza con bolas usando bolas de 36 pl. Eluya los productos en
fragmentacion a . 10 pl y compruebe si hay fragmentacion en un gel de agarosa al 2 %.
través de los Problamas ds agmantacion Si no se ha producido la fragmentacion, llame al servicio de

pasos de ligacién

asistencia técnica para obtener instrucciones para solucionar el
problema.

Agrupacién inferior a
lo esperado

Cuantificacién de

Siga las instrucciones del fabricante prestando especial atencion a
las diluciones y empleando nuevas diluciones de patrén.

bibliotecas Fluorémetro Qubit Si la concentracion de muestra cae por debajo de la curv, atron

incorrecta de los reactivos de amplio rango, repita el analisis el ensayd.de
alta sensibilidad. P

Reactivos de Problemas con la celda de flujo, Pdéngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de lllumina

lllumina el instrumento o los reactivos para solucionar los problemas con los séactivos y los instrumentos

Pagina 21 de 22
Copyright © 2016, Immucor inc. Todos los derechos reservados. /

Paula ucchiJ \

Farm

M.N:

|P-2022- 445568

ica ..
2 855 Pagina 46 de 71




LIMITACION DE LA LICENCIA

IMPORTANTE. LEA DETENIDAMENTE: Este Acuerdo de licencia de etiquetado ("Acuerdo”) es el acuerdo legal entre usted (de aqul en adelante, “Licenciatario”) e
Immucor Transplant Diagnostics, Inc. ("lmmucor”) (de manera individual, una "Parte” o en conjunto, las "Partes”) para el uso de los reactivos proporcionados con
este documento ("Reactivos”). A través del uso de los Reactivos, el Licenciatario acepta vincularse a los términos dispuestos en este Acuerdo.

1. Uso de reactivos por parte del Licenciatario. Immucor concede al Licenciatario el derecho no exclusivo e intransferible a utilizar exclusivamente la cantidad
transferida de los Reactivos Unicamente de acuerdo con los procedimientos dispuestos en el etiquetado adjunto y sujeto a las limitaciones dispuestas en este
Acuerdo. La titularidad de los Reactivos no se transferira al Licenciatario. Immucor conserva todos los demas derechos no concedidos de manera expresa en
este Acuerdo, ni concede ninguna otra licencia implicita.

2. Usos excluidos. En virtud de este Acuerdo no se concede ningun permiso al Licenciatario para que utilice los Reactivos que no sean los designados en la
Seccion 1 de este Acuerdo. Especificamente, no se concede ningun permiso al Licenciatario para que utilice los Reactivos con el objeto de transferir, vender,
divulgar o proporcionar acceso de cualquier otra forma a los Reactivos o al producto Mia Fora a terceros. El Licenciatario no tendré derecho a producir
derivados de ninglin Reactivo ni a autorizar a terceros a que utilicen o vendan ningtin Reactivo ni derivados de los Reactivos. El Licenciatario reconace que
algunos Reactivos y sus usos estan sujetos a patentes de terceros y que estos son utilizados bajo licencia por Immucor. El Licenciatario no debera utilizar los
Reactivos, excepto para los usos permitidos de manera explicita dispuestos en este Acuerdo.

3. Témminos de indemnizacién y de uso indebido de Reactivos. Conforme a lo dispuesto por ley, el Licenciatario defendera, indemnizara y exonerara a
Immucor, las filiales de Immucor, sus gestores, directores, dirigentes, empleados, patrocinadores y agentes (denominados conjuntamente las "Partes
Indemnizadas") frente a cualquier o toda responsabilidad, pérdida, dafio, reclamacion o gasto, incluidos los honorarios de abogados (denominados
conjuntamente "Pérdidas de las Partes Indemnizadas”) que se deriven de este Acuerdo o que guarden relacién con este, incluidas, sin caracter restrictivo,

las Pérdidas de las Partes Interesadas resultantes de cualquier uso por parte del Licenciatario o en su nombre. El Licenciatario indemnizara y exonerara a las
Partes Indemnizadas frente a las Pérdidas de las Partes Indemnizadas, ya sea en parte o en su totalidad, que se deriven, resulten o guarden relacion con una
infraccién de este Acuerdo por parte del Licenciatario; asi como frente a reclamaciones por parte de un tercero porque el Licenciatario o el uso de los Reactivos
por parte del Licenciatario infrinja o se apropie indebidamente de cualquier patente, derecho de autor, marca comercial, secreto comercial o cualquier otro
derecho de propiedad intelectual de dicho tercero.

4. Este Acuerdo se aplica exclusivamente a los Reactivos. Todo uuo del software Mia Fora esta sujetc al Acuerdo de Licencia de Usuario Final
correspondiente. Este Acuerdo debe interpretarse e implementarse de acuerdo con las leyes del Estado de Nueva York en Estados Unidos. Si el comprador no
desea aceptar los términos de este Acuerdo, Immucor acepraré la devolucién del producto.

ml Fabricante: BioArray Solutions Ltd., 35 Technology Drive, Suite 100, Warren, NJ 07059 (EE. UU.) Teléfono: (908) 226-8200,
Fax: (908) 226-0800

ECIReP! Representante autorizado: Immucor Medizinische Diagnostik GmbH, Robert-Bosch-Stralle 32, 63303 Dreieich, ALEMANIA
Teléfono: +49 (0) 6103 80560, Fax: +49 (0) 6103 8056199

Servicio de asistencia técnica en Europa: Teléfono: +32 (0)3 385 47 91 : oo

MARCAS COMERCIALES UTILIZADAS

MIA FORA y SIRONAQUANT son marcas comerciales de Sirona Genomics, Inc.
Todas las demas marcas comerciales son propiedad de sus respectivos propietarios.
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MIA FORA™ NGS MFlex HT HLA Typing Kit (klt de tlplﬁcacmn del HLA)
Para uso diagnostico in vitro
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REACTIVOS POR NUMERO DE CATALOGO

MIA FORA NGS MFlex HT HLA Typing Kit (kit de tipificacion del HLA) con kits de reactivos para 6 u 11 genes.

MIA FORA NGS MFlex 6 HT HLA Typing Kit (kit de tipificacién del HLA), 1152 ensayos, para su uso con la plataforma
de secuenciacion de nueva generacién de IIIumIna

Catalogo

# SR-800 10535-1152

a) MIA FORA NGS MFlex 6 HT HLA PCR Kit (kit para la PCR del HLA) (SR-800-00532)

con un (1) vial

Numero del Volumen de
o producto llenado Almacenamiento
P-6 De -20a-80 °C
MFlex 6 HT (Almacenamiento a largo
PCR Reagent SR-800-00524 20 mi plazo:
(reactivo para la -20 °C en congelador de 1152
PCR) descongelacion manual) I

b) MIA FORA NGS Library Prep Kit (kit para preparacion de bibliotecas), 1152 ensayos (SR-800-00533):
con ocho (8) viales y doce (12) placas adaptadoras de indices

Numero del Volumen de
Reactivo ©  producto Reiado Almacenamiento
Mezcla enzimatica
L1 orimaria SR-800-00478 21ml
L2 | Mezcla de tampén primaria SR-800-00479 13,3 ml
L3 | Enzima ligasa SR-800-00487 1,4ml
2X Tampén de ligasa
L4 Dos (2) por kit SR-800-00488 17,5 fnl
Mezcla de tampén/enzima
L5 para PCR SR-800-00492 415 pl
Cebadores de
L6 | amplificacién SR-800-00490 354l De -20 a -80 °C W
(Almacenamiento a 1152
L7 | Agua sin nucleasas SR-800-00491 300 pl largo plazo:
-20°Cen
Placa adaptadom de indices congelador de
1 ? - 2 g
Dos (2) por kit SR-800-00402-01 10 plfpocillo it ood
Placa adaptadora de indices -
2 Dos (2) por kit SR-BOO—QMOZ-OZ 10 pl/pocillo
Placa adaptadora de indices ) ;
3 Dos (2) por kit SR-800-00402-03 10 pipocillo
Placa adaptadora de indices .
.4 Dos (2) por kit SR-800-00402-04 10 pipocillo
Placa adaptadora de indices ) .
5 Dos (2) por kit SR-800-00402-05 10 ul.lpocrllo
Placa adapladora de indices .
6 Dos (2) por kit SR-800-00402-06 10 pWpocillo
C) MIA FORA NGS HLA Magnetic Beads (bolas magnélicas) (n.® de cat. SR-800- 10379-02)
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MIA FORA NGS MFlex 11 HT HLA Typing Kit (kit de tipificacién del HLA), 1152 ensayos, para su uso con la
platafonna de secuenciacion de nueva generacion de lllumina, n.° de catilogo SR-800-10534-1152

a) MIA FORA NGS MFlex 11 HT PCR Kit (klt para la PCR) (SR-800-00531)

con un (1) vial

Nimero del Volumen de Al i
producto llenado pcvingic. - g
P-11 De -20 a-80 °C
MFlex 11 HT : (Almacenamiento a largo V
PCR Reagent SR-800-00521 20 mi plazo: 1152
(reactivo para la . -20 "C en congelador de
PCR) . descongelacion manual)

b) MIA FORA NGS Library Prep Kit (kit para preparacion de bibliotecas), 1152 ensayos (SR-800-00533)

con ocho (8) viales y doce (12) placas adaptadoras de indices

Numero del Volumen de
Reactivo producto s Almacenamiento
Mezcla enzimética
L1 primaria SR—&DO—OQHB 21ml
L2 | Mezcla de tampén primaria SR-800-00479 133 ml
L3 | Enzima ligasa SR-800-00487 1.4 ml
2X Tampén de ligasa
L4 Dos (2) por kit SR-800-00488 17,5mi
Mezcla de tampdn/enzima
L5 para PCR SR-800-00492 415 pl
Cebadores de
L6 ampltficacién SR-800-00490 . 35l
De-20a-80 °C
A (Almacenamiento a W
L7 | Agua sin nucleasas SR-800-00491 300 pl largo plazo: 1152
-20°Cen
Placa adaptadora de Indices g congelador de
1 Dos (2) por kit SR-800-00402-01 10 pl/pocillo pans it
manual)
Placa adaptadora de indices
2 Dos (2) por kit SR-800-00402-02 10 pl/pocillo
Placa adaptadora de indices h
3 Dos (2) por kit SR-800-00402-03 10 pi/pocilio
Placa adaptadora de indices :
4 | Dos (2) por kit SR-800-00402-04 10 pl/pocilic - ‘
Placa adaptadora de indices ;
5 Dos (2) por kit SR—800-0040?-05 10 pinlpocillo
. |
Placa adaptadora de
6 | indices SR-800-00402-06 10"ul/pocillo
Dos (2) por kit § .
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USO PREVISTO

El kit MIA FORA™ NGS MFlex6 se ha concebido para la amplificacién y secuenciacién de los genes del HLA:
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 y HLA-DPB1 en la plataforma de secuenciacion de nueva
generacion de lllumina. El software MIA FORA se ha disefiado como guia para determinar el tipo de HLA a
MFlex6 partir de los datos que se hayan generado con el MIA FORA NGS Library Prep Kit (kit para preparacion de
bibliotecas). El ensayo se ha concebido para su uso en un laboratorio especializado y experto en la
manipulacién de ADN para su amplificacion y secuenciacion. El ensayo se ha concebido para procesarse
como un panel de 384 hasta 576 muestras. Los resultados se han validado con el software MIA FORA NGS.

El kit MIA FORA™ NGS MFlex11 se ha concebido para la amplificacién y secuenciacién de los genes del
HLA: HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB-1/3/4/5, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DPA1 y HLA-DPB1 en la
plataforma de secuenciacién de nueva generacion de lllumina. El software MIA FORA se ha disefiado como
guia para determinar el tipo de HLA a partir de los datos que se hayan generado con el MIA FORA NGS
MFlex11 Library Prep Kit (kit para preparacién de bibliotecas). El ensayo se ha concebido para su uso en un
laboratorio especializado y experto en la manipulacion de ADN para su amplificacion y secuenciacion. El
ensayo se ha concebido para procesarse como un panel de 384 hasta 576 muestras. Los resultados se han
validado con el software MIA FORA NGS.

RESUMEN Y EXPLICACION

La tipificacién basada en la secuencia (SBT) de exones amplificados mediante PCR de los genes del HLA es un procedimiento
de laboratorio frecuente. La amplificacion mediante PCR se utiliza para enriquecer las secuencias diana y posteriormente
tipificar el HLA de las regiones seleccionadas. Otros métodos como las sondas de oligonucledtidos especificas de secuencia
(SSOP) y los ensayos de extension de cebadores especificos de secuencia (SSP) también se han utilizado para determinar la
tipificacion del HLA. El sistema de tipificacion del HLA MIA FORA NGS MFlex HT es una metodologia de tipificacion del HLA
nueva que emplea la capacidad para caplurar todas las regiones pertinentes de los locus del HLA mediante PCR de gran
alcance. En el kit se incluye una mezcla maestra para PCR que contiene todos los componentes necesarios para amplificar
cada gen, incluidas enzimas, tampones, dNTP y cebadores para la amplificacién mediante PCR de gran alcance. A
continuacién, el ADN amplificado puede procesarse con el MIA FORA NGS Library Prep Kit (kit para preparacién de bibliotecas)
con el objeto de generar una biblioteca para secuenciarla en la plataforma de lllumina. El kit se ha validado para la
secuenciacion mediante multiplexacion de 384 hasta 576 muestras con la plataforma lllumina NextSeq.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El MIA FORA NGS MFlex HT HLA Typing Kit (kit de tipificacion del HLA) se ha disefiado para tipificar los locus del HLA de
clase | y clase Il mediante la secuenciacion del gen completo o de los exones e intrones con mayor informacién. El MIA FORA
NGS MFlex HT HLA Typing Kit (kit de tipificacién del HLA) utiliza la PCR de gran alcance para capturar y enriquecer los genes
de clase | HLA-A, -B y -C, y los genes de clase Il HLA-DQB1, -DPB1, -DPA1, -DQA1 y -DRB1/3/4/5, que se amplifica como dos
segmentos solapados debido a su gran tamafio. En el sistema MIA FORA, se hace referencia a ellos como DRB-S y DRB-L. El
MIA FORA NGS Library Prep Kit (kit para preparacion de bibliotecas) genera una biblioteca a partir del ADN amplificado para su
secuenciacion en la plataforma de lllumina. El software MIA FORA proporciona la secuencia de los genes relevantes de HLA
asi como informacion de la ordenacion para lograr una tipificacion del HLA de alta resolucion.

i
eaula Yhicehini

Farmaféutica
M.N.712.855
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REACTIVOS

A. Identificacién :
Consdulte las tablas de la seccién Reactivos por nimero de catélogo para obtenar un listado completo de productos y nimeros
de catalogos.

B. Advertencias y precauciones

1. MIA FORA tiene la marca CE para uso dlagnéstn:o in vitro. Los resultados de estos kits no deben emplearse como unica
base sobre la cual tomar una decision clinica que afecte al paciente.

2. Los kits deben utilizarse en un periodo de cuatro (4) meses desde su uso inicial y pueden someterse a un maximo de cuatro
(4) ciclos de congelacién/descongelacion. Los kits deben almacenarse congelados a -20 °C.

3. Deben asignarse laboratorios separados o espacios cerrados en el laboratorio para las manipulaciones previas a la PCR,
asl como para las manipulaciones posteriores a la PCR.

4. Deben emplearse pipetas separadas para las manipulaciones previas a la PCR, asi como para las manipulaciones
posteriores a la PCR.

5. Riesqo biolégico: todas las muestras biolégicas y sanguineas deben tratarse como muestras potencialmente infecciosas.
Siga las directrices de precaucién universales cuando las manipule.

6. Nunca pipetee con la boca. Evite el contacto de reactivos o muestras con la piel y membranas mucosas.

7. Deseche los materiales usados de acuerdo con las normativas del centro o locales para la eliminacion de materiales
potencialmente biopeligrosos.

8. Latecnologia de PCR es sensible a la contaminacion, especialmente de su propio producto. Los aerosoles de amplicones
para PCR que se generan durante los pasos para después de la PCR son una fuente frecuente de contaminacion. Se debe
tener cuidado de evitar las salpicaduras excesivas y la generacion de aerosoles. Durante el uso del equipo, deben seguirse
también las medidas habituales de laboratorio para PCR, como limpiar las superficies de trabajo antes del procesamiento o
la preparacion de las muestras para PCR con lejia al 10 % recién preparada, el uso de luz ultravioleta (UV) en campanas o
armarios de seguridad bioldgica entre los usos, la separacion en espacio y tiempo de las actividades previas y posteriores a
la PCR, el uso de reactivas de PCR en alicuotas y el uso de controles positivos y negativos, entre otros. El empleo de una
técnica coherente y cautelosa garantizara una minima contaminacién de la PCR.

9. Los laboratorios deben validar sus propios procedimientos de limpieza.

10. La contaminacion de los reactivos o las muestras puede provocar resultados erréneos. Por lo tanto, tenga cuidado de evitar
la contaminacién de este producto durante su uso. No utilice reactivos contaminados.

11. Utilice los liquidos del kit como se suministren. Su dilucién o alteraci¢n puede generar resultados erroneos. No mezcle
reactivos de diferentes lotes.

12. No use frascos con fugas o no rotulados.

13. Las muestras o reactivos previamente congelados deben mezclarse bien y centrifugarse posteriormente después de
descongelarios y antes de los ensayos. Evite la generacién de espuma y burbujas en las muestras.

14. Mantenga todas las enzimas y las mezclas maestras en hielo o criobloques (de 2 a 8 °C) durante la descongelacidon.

15. Compruebe el correcto sellado de los tubos de muestras antes de la amplificacién para impedir la evaporacion.

16. A causa de las diferencias inherentes en los mecanismos del funcionamiento del termociclador, puede producirse una
variacion en los resultados al transferir perfiles térmicos establecidos entre diferentes marcas y modelos de instrumentos
termocicladores. En algunos casos, la especificidad y la sensibilidad de la reaccion pueden verse afectadas, lo que puede
provocar una interpretacion y comunicacion falsas de los datos. El usuario debe validar otros termocicladores y perfiles.

17. Unos tiempos de incubacion o unas temperaturas distintas a las especificadas pueden dar resultados erroneos.

18. El incumplimiento de las directrices de uso recomendadas puede provocar un rendimiento no 6ptimo del producto. En
funcién de la naturaleza y gravedad del incumplimiento, pueden producirse un fallo del anélisis (muestra individual o fallos
de la ejecucion) o unos resultados erréneos. Por ejemplo, hemos determinado que ia utilizacién de bolas para limpieza
insuficientes/inactivas en el ensayo puede provocar una elevada incidencia de fallos en el adaptador de Indices que haga
que haya datos insuficientes para la tipificacion.

19. Se recomienda que realice una electroforesis en gel para el analisis de los productos de ampllf cacion de genes del HLA por
tamano. Los productos de PCR deben visualizarse con bromuro de etidio o GelRed; otras tinciones pueden mostrar bandas
débiles.

20. En algunos pasos del protocolo se utilizan bolas magnéticas. Es importante que retire el etanol antes de proceder al paso
de elucion sin haber dejado que las bolas se sequen en exceso. La superficie de las bolas magnéticas debe mostrar un
aspecto vidrioso sin colecciones visibles de liguido. El tiempo de secado adecuado puede determinarse de manera empirica
en cada laboratorio (de 5 a 10 minutos).

21. Utilice etanol recién diluido al 80 % para cada limpieza con bolas.

22. Cuando prepare la placa de ligacién al adaptador de indices, utilice unos guantes nuevos para manipular la placa
adaptadora. Retire con cuidado el adhesivo de la placa.

23. Los kits NextSeq (de rendimiento medio y rendimiento alto) se han validado para la secuenciacién mediante multiplexacion
de hasta 576 muestras. Como las bibliotecas estan preparadas para cada placa adaptadora de indices, el usuario debe
validar la cantidad ae muestras que se pueden procesar en las demas plataformas de secuenciacion de lllumina.

24, Las bibliotecas preparadas con los adaptadores de indices del kit de 24 y 96 ensayos MIA FORA NGS ME*:
combinar en la misma secuenciacion con las bibliotecas preparadas con el kit de 1152 ensayos.
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C. Instrucciones de almacenamiento

1. Almacene el MIA FORA NGS MFlex HT HLA Typing Kit (kit de tipificacion del HLA) a -20 °C en un congelador de
descongelacion manual. :

2. No utilice los componentes una vez vencidas sus fechas de caducidad.

3. Almacene las bolas magnéticas a una temperatura entre 2y 8 °C.

D. Purificacion o tratamiento requerido para su uso

Consulte "Extraccion y preparacion de muestras”

E. Indicaciones de inestabilidad

1. Sise han precipitado sales fuera de la solucién durante el transporte o almacenamiento, vuelva a solubilizar por completo
antes de su uso mediante agitacion vorticial a temperatura ambiente (de 18 a 30 °C).

REQUISITOS DEL INSTRUMENTO

1.

4.
5.
6.

Termociclador equipado con tapa calefactada, tiempos de aumento ajustables y un rango térmico minimo de 2 a 100 °C con una
precision de al menos +/-0,5 °C. Puede que deban modificarse las condiciones de los termocicladores para optimizar los perfiles.
Se ha validado el termociclador Veriti de Applied Biosystems, si se ejecuta en el modo predeterminado con una velocidad de
aumento de 3,9 °C/s.!

Método/aparato apropiado para el aislamiento y la purificacion de fragmentos de ADN con un tamafio de aproximadamente 500 a
900 pares de bases. Se ha validado un aparato para la seleccién de ese tamafio: instrumento Pippin Prep™. También se ha validado
un método alternativo para la seleccion del tamario utilizando bolas magnéticas.

Sistema de manipulacién de liquidos opcional para la generacién semiautomatizada de bibliotecas. Se ha validado el sistema
Biomek FXP y Biomek i7." ;

Se ha validado el sistema Qubit como aparato/método adecuado para la cuantificacién de bibliotecas.!

La plataforma de secuenciacién lllumina Next Seq se ha validado para entre 384 y 576 muestras.'

Software y servidor MIA FORA NGS: nimero de referencia de Immucor SR-850-00062 o SR-850-00068.

! Estas metodologias se validaron en Immucor; el usuario debera revisar sus requisitos especificos y realizar sus propias validaciones.

EXTRACCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

EI ADN genomico humano puede purificarse a partir de sangre completa, capas plaguelarias e hisopos bucales a través de un
método validado que cumpla los criterios que figuran a continuacion. El ADN extraido de sangre conservada en EDTA se ha
analizado y ha demostrado que ofrece el nivel de rendimiento esperado en este ensayo. El ADN extraido de sangre conservada en
heparina no se puede utilizar en este ensayo.

El ADN aislado debe conservarse en Tris-HCI de 10 mM, con un pH de 8,0 a 9,0, o bien en agua sin nucleasas. Si se emplea un
agente quelante como el EDTA, la concenlracion final uel agente quelanle no debe superar los 6,5 mM.

La concentracion final de ADN debe ser de 5 a 15 ng/ul para extracciones de sangre compléta y capas piaguetarias,

La concentracion final de ADN debe ser de 2 a 8 ng/ul para extracciones de hisopos bucsles.

Las mediciones de absorbancia de la muestra de ADN a 260 y 280 nm deben ofrecer un cociente de 1,65 a 2,0.

El ADN se puede utilizar inmediatamente después del aislamiento o almacenar a-20 °C durante un periodo de nasta 1 afio. Deben
evitarse los ciclos repetidos de congelacién/descongelacion dado aue puede degradar el ADN.

Al menos el 50 % de la muestra de ADN gendmico debe estar compuesio de fragmentos superiores a 10 kb para llevar a cabo una
amplificacion mediante PCR de gran alcance correcta. i
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PROCEDIMIENTO

A. Materiales suministrados (Consulte la tabla en la seccién Reactivos por nimero de catalogo para obtener informacién mas
especifica).

+ Reactivo para PCR

e Reactivos para la preparacion de bibliotecas y la placa adaptadera de indices

+ MIA FORA HLA Magnetic Bead Kit (kit de bolas magnéticas) (n.® de cat. SR-800-10379-02)
+ Software MIA FORA NGS (Nota: proporcionado durante la instalacién inicial del laboratorio)

B. Materiales, reactivos y equipos necesarios, pero no suministrados
« Termocicladores: se ha validado ABI Veriti®,
* Gradillas magnéticas para eluciones de bajo volumen en placas de 96 pocillos: se ha validado Alpaqua Magnum FLX.
« Gradilla magnética para separacién magnética de tubos de microcentrifuga: se ha validado el iman DynaMag-2.
» Microcentrifuga de tubos y centrifuga de placas de sobremesa. )
= Pipetas, pipetas multicanal y puntas (1-10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl).
e Adhesivos para sellado de placas de PCR: se ha validado el film adhesivo para PCR Accuseal (Thomas Scientific, n.° de cat.
T796150; 4titude, n.® de cat. 4ti-0500).
e Tubos en tiras de PCR y tubos para centrifuga de 1,5 ml.
e Mezcladora vorticial.
«  Placas de 96 pocillos con semifaldilla y cubierta dura FrameStar® (Thomas Scientific, n.° de cat. EK-75012; 4titude, n.° de cat. 4ti-0770/C).
+ Reservorios para reactivos.
¢« Almohadillas de cinta de sellado transparentes.
¢ Papel para lentes.
+ Puntas de pipetas desechables con filtro (resistentes a aerosoles) que cubren la gama de 0,1 pl a 1000 pl.
« Etanol 200 probado para biologia molecular.
¢  Tris-HCl de 10 mM y pH 8,0.
« Tween 20 al 100 %.
+ Hidréxido de sodio, 1 N.
* Agua sin nucleasas.
¢ Agarosa al 1,5 %, libre de tinciones, patrones internos, Pippin Prep™, de 250 pb a 1,5 kb (Sage Science, CDF1510).
e  Control PhiX, v. 3 (llumina n.° de cat. FC-110-3001).
* Al menos uno de los siguientes kits: para secuenciarlo en lllumina Next Seq.
o NextSeq® 500/550 Mid Output Kit v2 (kit de rendimiento medio), 300 ciclos (lllumina, n.° de cat. FC-404-2003)
o NextSeq® 500/550 High Output Kit v2 (kit de rendimiento alto), 300 ciclos (lllumina, n.° de cat. FC-404-2004)
e Aparato/ki/método de cuantificacion de bibliotecas preciso: se ha validado el fluorémetro Qubit.
INSTRUCCIONES DE USO

El ensayo puede llevarse a cabo para entre 384 y 576 muestras siguiendo el protocolo manual que se describe a continuacién. Tambien hay
disponible un protocolo de automatizacién detallado para los kits MFlex con los instrumentos Biomek FX? o Biomek i7 a través del
representante de ventas técnico de Immucor. Los usuarios deberan llevar a cabo sus propias validaciones si utilizan otros sistemas
manipulacion de liquido automatizados.

NOTAS:

B. Amplificacién de ADN (PCR)

Extreme las precauciones en el proceso de pipeteado. Utilice pipetas calibradas. En caso contrario, podria perderse reactivo y
producirse un fallo en el ensayo.

Todas las temperaturas deben mantenerse de manera precisa.

Deje que las bolas magnéticas alcancen la temperatura ambiente antes de su uso.

El producto amplificado puede almacenarse hasta 4 dias a -20 °C antes de su uso. El producto amplificado puede congelarse y
descongelarse una vez. Unos ciclos repetidos de congelacién/descongelacién pueden derivar en la degradacién del producto
amplificado y ofrecer unos resultados deficientes si se utiliza para generar bibliotecas.

Purificacion de ADN gendmico
Purifique el ADN gendmico con el método de su eleccion. Los requisitos para las muestras de ADN son los que figuran a.
continuacion:
* Las muestras de ADN gendmico deben extraerse de la sangre completa o el hlsopo bucal con un método de extraccién de
ADN que pueda generar un ADN de alto peso molecular.
+ El ADN debe diluirse en agua sin nucleasas y almacenarse a -20 °C o a una temperatura mfarlor
La concentracion final de ADN debe ser de 5 a 15 ng/pl para extracciones de sangre completa y de 2 a 8 ng/pl
extracciones de hisopos bucales, ademas de mantenerse a niveles de concentracion 5|mllares en todas las &
necesario, ajuste con agua sin nucleasas.
e Al menos el 50 % de cada muestra de ADN gendmico debe estar compuesto de fragmentos superioreg’a 10 kb y el cociente
OD 260/280 debe encontrarse entre 1,65 y 2,0 para llevar a cabo una PCR de gran alcance corrects
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Las muestras de ADN gendémico humano (hgADN) dirigidas a geries HLA se amplifican a través de PCR de gran alcance con el fin
de prepararse para la secuenciacion de lllumina. Las muestras de hgADN se organizan en columnas en placas de 96 pocillos y
posteriormente se distribuyen a las placas de PCR, donde se combinaran con una mezcla maestra de PCR completa que contiene
cebadores unicos para cada gen, dNTP, tampén de PCR y enzima. La ampliticacion se completa en placas de PCR con semifaldilla y
cubierta dura de 96 pocillos.

Preparacion para PCR para muestras de ADN de sangre completa

1.

6.

Cree un archivo con cédigos de barras de muestras utilizando el formato de valores separados por comas de Windows (.csv)
con los nombres de muestras y las asignaciones de cédigos de barras que se muestran en la figura 1. Incluya el nombre del
proyecto y la posicion del pocillo de cada muestra. Utilice el archivo con cédigos de barras de muestras para crear un nuevo
proyecto en el software MIA FORA NGS (consulte el manual del software MIA FORA NGS para obtener instrucciones
detalladas). El nombre del proyecto generado se puede usar para poner nombres coherentes a las placas.

NOTA: los adaptadores de indices a partir de placas adaptadoras de indices con nombres idénticos (1-6) no se pueden
combinar en la misma biblioteca. Los adapladores de indices entre kits no se¢ pueden intercambiar.

Placa adaptadora SR-800-00402-03

D de cédigo de]| ]
l . '__‘_ _'_ barras B (RSN |
T —
3 [Samplel [Piste03 por |
|

8 Sampveé
9 _Isample?
10 [Ssmples

’
23 Samp'e? Piat;'o:! FO3
|_24_§a_-w:23 rmeos o3 | _L
25 [Sample23 |Piate03 103 1 H

Figura 1: Ejemplo de formato de archivo de cédigos ae barras de muestras

Nota: la columna de ID de cédigo de barras debe corresponder a ios ultimos 2 digitos de la placa adaptadora de indices.
(es decir, Plate03_A01 coincide con el pocillo AO1 de la Jlaca adaptadora SR-800-00402-03).

Genere un proyecto en et software MiA FORA NGS Jespués ue crear un archivo con codigos de parras de muestras que
contenga los nombres de las muestras y los céaigos de banas. & romore del provecto es necesario para el nombre de la
secuenciacion.

En funcién del numero total de muestras, auquel.. la cantdad o ruspon&llénte de macas de PCR con semifaldilla y

cubierla dura.

Programe tennocicladores con el programa de amplificacion ae I 1abla 1 y poéngaie el nombre
MIA_FORA_MFlex_PCR_WholeBlccdDNA a esi6 viimo Uiiice e a usia da tapa calelactada.

Medranle placas de 96 p')ullos con semifaldilla y cubiarta dura, prepare pracas de muestras de ADN con 15 pl de muestra de
hgADN por pocilio a una concentracion de 5 a 15 nglul El pocito A1 deberia serd2 Tris-HCI de 10 mM con un pH de 8,0 de
control sin cadena molde (NTC).

Tabla 1: Programa de amplificacion para PCR dé gran aconce: iha_FORA_MFlex_PCR_v/holeBloodDNA

Cizlo (1) iclus 120; - i Ciclo {1} i Volur;\;i
W P T 1 ; 78 S IARTEAT o T de
3 “JRQ‘:[:;?"W; buhm:ilmhclo aal M.h' €07 ; E-Ubr .u.u 3 : 3 t:l(:,ﬂilll s Rﬂtﬂlﬁﬂﬂ | reaccion
98 °CMI s : £8°C/30s . G0°CNM5¢e i 66 .,-13 " i B°CMIm; 4°Cl< | %5

e

Cenlrifugue orevemente la placa de niuesuas para ievay ésas Ultimas ai fonao de los pocillos.
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10.
1.

12.
13.

Dascongala la mezcla Maestra para PCR. Mezele por inversion o brevemente mediante agltactén vorticial y centrifugue el
tubo.

Dispense 15 ul de mezcla maestra de PCR en cada ubicacion de pocillo de reaccién designada en cada placa de PCR con
semifaldilla, cubierta dura y etiquetada. (Importante: dispense la mezcla maestra con cuidado para minimizar la
introduccién de burbujas).

Dispense 10 pl de muestras de ADN de las placas de muestras en los pocillos de reaccién correspondientes que contengan la
mezcla maestra de PCR con una pipeta multicanal. El volumen total de la reaccién de PCR es ahora de 25 pl (importante: no
mezcle durante la adicion de ADN ni después de esta).

Selle las placas de PCR con la pelicula adhesiva para PCR Accuseal.

Centrifugue brevemente cada placa de PCR para asegurarse de que todos los liquidos se centrifuguen hasta el fondo de los
pocillos.

Coloque cada placa en un termociclador y ejecute el programa MIA_FORA_MFlex_PCR_WholeBloodDNA que se muestra en
la tabla 1.

Opcional: realice una electroforesis en gel para el analisis de los. productos de amplificacion por tamafio. Nota: el bromuro de
etidio es el colorante de gel de &cido nucleico fluorescente preferido.

Nota: cuando se procesa el ADN de sangre completa y de hisopo bucal en la misma placa de reaccion, se debe utilizar el

programa de amplificacién para PCR de gran alcance para ADN bucal.

PUNTO DE DETENCION SEGURO: los productos de PCR se pueden almacenar a -20 °C hasta 4 dias.

Preparacion para PCR para muestras de ADN de hisopos bucales

Nota:

1.

.-

siga el mismo protqcol‘o que-para las muestras de ADN-de sangre completa con los siguienlés cambios: ,

Programe-un termociclador con el programa de amplificacion de la tabla 2 y péngale el nombre
MIA_FORA_MFlex_| PCR BuccalDNA a este uItirnn Uhhce el ajuste de tapa calefactada.

'y -

Tabla 2: Programa de amplificacién para PCR de gran alcanco MIA_FORA_MFlex_PCR_| BuccalDNA

Ciclo(1) . |- | : Ciclos (25) " Ciclo (1) Volunien
i, g o 7 AR Exiaageyn de
L i ; " reaccion
98 °C/10s 98 °C/30s 60 °C/15s 66 °C/10 m 25 pl 4 °Cl 25 pl

'

Con una placa de 96 pocillos con semifaldilla y cubierta dura, prepare una placa de muestras de ADN con 15 pi de muestra de

hgADN por pocillo a una concentracién de 2 a 8 ng/pl. El pocillo A1 deberia ser de Tris-HCl de 10 mM con un pH de 8,0 de
control sin cadena molde (NTC). .

Nota: cuando se procesan el ADN de sangre completa y de hisopo bucal en la misma placa de reaccion, se debe
utilizar el programa de amplificacién para PCR de gran alcance para ADN bucal.
- 1]

PUNTO DE DETENCION SEGURO: los productos de PCR se pueden almacenar a -20 °C hasta 4 dias.

C. Generacion de bibliotecas de secuenciacién %

Los productos de PGR se unen enzimaticamente en fragmentos, se reparan los extremos y se realiza su poliadenilacion en el extremo
3' de modo que los fragmentos puedan ligarse al saliente 5'-T de cada adaptador dé indices. Los fragmentos poliadenilados se limpian
después con bolas magnéticas antes de la ligacion al adaptador de lndu;es Los fragmentos ligados se agrupan en un Unico tubo para
mlcrocentrlfuga y se limpian antes de la seleccion de los fragmentos’de ADN con un rango de tamafio de 500 a 900 pares de bases.
Después, los fragmentos seleccionadts por tamafio se. amplifican, limpjan, cuantifican y preparan para la secuenciacion de lllumina.

‘

a. Preparacion de biblioteca primaria: frag'méntacién reparacién de extremos.y poliadenilacién

1.

Prepare la mezcla maestra transfiriendo la mezcla enzimética prlnt:lpal (tubo L1) y la mezcla de tampén principal (tubo L2)a
un tubo para microcentrifuga segun la tabja 3. Mezcle bien.agitando vorticialmente y centrifugue un corto periodo de-tie

2. Paracada placa 'de 96 muestras, pipetee 150 pl'de- mezcla maestra de preparacién primaria en cada pocillo ge"una tira de
tubos para PCR de 0,2 mi a fin de usarlo como reservorio. .

3. Transfiera 11 pl de mezcla maestra del reservorio. de la tira de tubos para PCR de 0,2 ml a Ias columnag”-12 de la placa de
preparacién primaria. :

4. Anada 14 pl de muesiras amplificadas mediante PCRa la placa de preparacién primaria. Mezcle agpirando y dispensando co
una pipeta hasta 5 vedes. .
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Selle la placa de preparacién principal con la pelicula adhesiva para PCR Accuseal Centrlfugue bien (por ejemplo: a 2250 rpm
durante 1 minuto).

Transfiera la placa de preparacién primaria a un termociclador y ejecute el programa MIA_| FORA MFlex_PrimaryPrep que se
muestra en 'a takla 4.

Tabla 3: Preparacién de mezcla maestra phra pkeparaclén primaria

| Tubo | Componente Volumen por reacci6n (pl)
L1 | Mezdla enzimatica primaria | A8

L2 Mezcla de tampon primaria 9.5

Tabla 4: Programa de termociclado para preparacién primaria de bibliotecas

MIA FORA MFlex_PrimaryPrep Total

20 °C duranle 10 minutos :
75 °C durante 30 minutos 25l
4 °C = en retencién i

PROCEDA INMEDIATAMENTE AL PASO DE LIMPIEZA CON BOLAS -

7.

Agite suavemente el frasco de bolas magnéucas a lemperatura ambuenie [o) dele vueltas con cuidado para homogeneizar la
solucion.

Para 96 muestras, pipetee 160 pl de polas magnéticas en dos tiras de tubos para PCR de 0,2 ml (utilice la primera tira de
tubos para las columnas 1-6 y la segunda para las columnas 7-12).

Afiada 20 pl de bolas magnéticas a cada pocilio de la placa de preparacrén pnnmpal y mezcle lentamente succionando y
dispensando con una pipeta hasta 10 veces. ‘

. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos. - 7
. Transfiera la placa a la placa magnética Magnum FLX para unir las boias a los iados de los pocillos.
. Deje la placa sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la solucién se aciare.

. Mientras esté sobre el iman, aspire el sobrenadante con una pipeta multlcanal sin alterar las bolas y deseche el sobrenadante.
. Deje la placa en el iman para los pasos de lavado con etanol. s

a. lLave las bolas afiadiendo 200 pl de etanol a! 80 % a cada poculo
b. Incube durante 30 segundos en el iman.
c. Retire el etanol con una pipeta multicanal sin alterar las Dolas

. Repita el lavado con etanol 2 veces mas hasta un total de 3 lavados.
. Elimine el exceso de liquido de los pocillos.

Quite la placa del imén y deje que se seque al aire para evaporar e exceso de etanol hasta que las bolas adquieran un
aspecto vidrioso (~3 minutos).

Asegurese de que la placa esté fuera del iman y afnada 25 p! de Tns—HCI de 10 mM con un pH da 8,0 a las bolas.
Mezcle pipeteando un minimo de 10 veces.

. Incube fuera del iman durante 5 minutos.
. Cologue la placa sobre el iman e incube durante 3 minules o hd:.m Gua ia selucion se aclare.
. Deje la placa en el iman y transfiera 23 pl de eluiao sin allerar as boias a 1a nueva placa con la elqueta

Proyecto_LimpiezaPreparacionPrincipal_Fecha

PUNTO DE DETFNCION SEuURO los frégmentos poliagenilados Mpivs, Con 133 extremos reparadcs, se pueden almacenar

a -20 °C durante un mZame de 4 ‘..’:J

b. Ligacton al adaptado. de indices

LN

Vuelva a etiquetar lo placa llamada Pr. Ncipa. _ P.eparacion_inL.sze_eona come Proyeclo_Lizacidn_Fecha.

Programe un termociclador con las conaic'unés qué s3 muasicas ¢n o tad.a 5.

Descorigele v centrifugue bien la placs adaptaaire, o7 ejemp.c, & 225) 13m auranle {1 mindto (inponante: utilice unos
guantes nuevos mieniras manipula la placa aoap adora) Venigue visuelr ente que lodos los pocillos de la placa adaptadora
conlengan unos 10 pl de solucion. Retire con cuidado a1 adhes :\o Je lu paca.

Mota: e: kit contiene doce (12) placas adaptadoras de indices con' J¢ cooigos de barras cada una. Los adaptad
a partir de placas adaptadoras de indices con nombres idénticos (1-6) nu se pueden compinar en la-misma
Prepare 'a mezcla maestra de ligacion. El volumen necesario por 1eaccién se muestra en la tabla 6. Mez
vorticiaimente y cenlrifugue un corto periodo ce haupb
Transfiera 26 pl de mezcla maeshia desce 1a primeva uid e Wos pard P31 a caaa podillo de la placg/de ligacion.
Mezcle aspirando y d:ﬂsando con una pioefa hasta 5 veces.

de indices

bien agitando
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6. Transfiera 8 pl/pocillo’de las columnas adaptadoras apropiadas a los pocillos correspondientes de la placa de ligacion.
Mezcle aspirando y dispensando con una pipeta hasta 5 veces después de cada adicién (importante: vuelva a sellar los
adaptadores no utilizados y congélelos inmediatamente en posicién vertical).

7. Selle la placa de ligacion con la pelicula adhesiva para PCR Accuseal Centrifugue bien (por ejemplo: a 2250 rpm durante
1 minuto).

8. Transfi iera la placa de ||gaC|én a un termociclador y ejecute el programa MIA_FORA_MFlex ngat:on que se muestra en la
tabla 5.

Tabla 5: Programa de termociclado para ligacién al adaptador

A SR Volumen de
MIA_FORA_MFlex_Ligation " reacclén

25 °C durante 30 minutos
65 °C durante 10 minutos 57 l
4 °C = en retencion

‘Tabla 6: Preparacion de componentes y mezcla maestra para ligacion al adaptador

Volumen por |
reaccién ()

Tubo l Compc;nenla

51 Evimaigesa
‘ i 4 | ?XTampdnde ligasa
Placa adaptadora| _Adaptadore “aa indices

it

c. Consolidacion de tos produqtris ligados al adaptador y seleccion de tamafio

1. Combine 6 pi détada pocillo de la placa Project_Ligation_Date en un solo tubo de microcentrifuga de 2,0 ml con la etiqueta
"Proyecto-Fecha-Consolidado". '
NOTA: por ahora, cada placa de ligacion de 96 pocillos se agrupa en un tubo de microcenfrifuga independiente de 2,0 ml.
Tras la agrupacion, compruebe visualmente la placa original para confirmar ‘que se han incluido todas las muestras.
Pipetee 345 pl de bolas magnéticas en cada tubo de muestra consolidado (el volumen de la bola debe ser 0,6x del volumen
de la muestra).
Mezcle bien pipeteando 10 veces. 3
Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Transfiera el tubo para microcentrifuga a un iman DynaMag-Z y deje el tubo sobra el imén durante 3 minutos o hasta que la
solucion se aclare. .
Retire y deseche el sobrenadante sin alterar las bolas.
Deje la placa en el iman para los pasos de lavado con etanol.
a. Lave las bolas anadiendo 1 ml de etanol al 80 % al tubo. "
b. Incube durante 30 segundos en el iman. s
c. Retire el etanol con una pipeta multicanali sin alterar las bolas.
9. Repita el lavado con etanol 2 veces mas hasta un total de 3 lavados.
10. Quite el exceso de etanol del tubo y deje que se seque al aire para evaporar dicho exceso hasta que las bolas adquieran un
aspecto vidrioso (~5 minutos).
11. Retire el tubodel iman, vuelva a suspender las bolas- en 63 ul d‘e Tris-HCl de 10 mM con un pH ‘de 8,0 y mezcle con una
pipeta 10 veces. : s
12. Incube durante 5 minutos. !
13. Cologue el tubo sobre el iman durante 3 minulos o hasta que la solucién se.aclare.
14. Deje el tubo en el iman y transfiera 60 pl de eluido sin alterar las bolas a un nuevo tubo para mlcrocenlrifuga etiquetado (ya
sea con la etiqueta Proyecto. LimpiezaConsolidada_Fecha si utiliza.la seleccién de tamafio con Pippin o
Proyecto_ SelecciénTamaﬁoSagﬂnBolas Facha-si emplea la' seleocibn de tamario basada én bolas). *

w N

N oos

PUNTO DE DETENCION SEGURO las muesttas limpias, consoltdadas y ligadas al adaptador (biblioteca) pueden
almacenarse a -20 °C durante un mémmo de 4 dias

.

;amaﬁo |Ilmple_r,_g con gglag 0,8x) siguiente :
- | "
Seleccién de tamafio (limpiez on bolas 0,8x

1. Pipetee 48 pl de
[ . Pégina 11'de 18
Copyright ® 2016, Immucor Inc. Todos los derechos reservados
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Mezcle con una pipeta 10 veces e incube durante 5 minutos a temperatura amb.ente. .
Transfiera el tubo para microcentrifuga a un |mén DynaMag-2 y deje el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la
solucién se aclare.
Retire y deseche el sobrenadante sin alterar las bolas.
Deje el tubo en el iman para los pasos de lavado con etanol.
a.Lave las bolas afiadiendo 1 ml de etanol al 80 % al tubo.
b. Incube durante 30 segundos en el iman.
" c. Retire el etanol con una pipeta multicanal sin alterar las bolas.
Repita el lavado con etanol 2 veces mas hasta un total de 3 lavagos.
Quite el exceso de etanol del tubo y deje que se seque al aire para evaporar dicho exceso hasta que las bolas adguieran un
aspecto vidrioso.
8. Retire el tubo del iman, vuelva a suspender las bolas en 63 pl de Tna IHCl de 10 mM con un oH de 8,0 y mezcle con una
pipeta 10 veces. {
9. Incube durante 5 minutos. ;
10. Coloque el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que ia sowcion se aclare.
11. Deje el tubo en el iméan y transfiera 60 pl de eluido sin altsrar las boias a un nuevo tuto para microcentrifuga con la etiqueta
Proyecto_LimpiezaConsolidacién_Fecha. '

w N

o

No

Seleccién de tamafio (Piopin Prep) :

1. La muestra se purifica mediante el sistema Plppm Prep, que seieccinna fragmentoe de ADN con el rango de tamario deseado
(500-900 pares de bases). Consulte el manuai de instrucciones de Pippin Prep (guia rapida para el casete de gel de agarosa
al 1,5 %) para obtener més indicaciones. La duracién del procesado del protocolo es de aproximadamente 45 minutos.

Lleve el tampén de electroforesis Pippin y la mezcla de marcadcres a temperatura ambiente.

Calibre el sistema Pippin Prep.

Abra la bolsa del casete e inspeccione este tltimo. Elimine las ourbu]as que fluyen libremente cerca de las camaras de eiucion

dando pequefios golpecitos en el exiremo del casete. X

5. Quite las tiras adhesivas y compruebe los niveles de tampon en los pocillos de muestras. Los pocillos de muestras deben
estar completamente llenos de tampon. Aiiada tampin si es necesaric.

nal B

6. Retire todo el liquido de cada camara de elucién con una pipata de punta eslrecha y susmuyalo por 40 yl ge tampén de
electroforesis nuevo.

7. Coloque el casete en el instrumento Pippin Prep y cierre la puerta. . '

8. Seleccione "Test" (Ensayo) para comprobar si los niveles actuales son acepiables.

9. Si el casele supera la comprobacion, quilelo del |nslrumento y proceda al pasm 10. Si alguno de los czrriles falla, repita

los pasos del 5 al 8.
10. Selle las cdmaras de elucion con la tira adhesiva summlstrada Piesione ﬁrrner1ente ias camaras de elucusn para asegurarse
de que el sellado sea hermético.
11. Mezcle 30 pl de la biblioteca limpia y agrupada con 10 pl de ia mezcla de mart.adores del sistema Pippin Prep.
12. Vuelva a comprobar ios niveles de tampon en |os pocillos de rr'uestras (afiada inas si es necesario). El volumen total del
pocillo de muestras es de ~70 yl.
13. Efiauete los pocillos del caseie con ¢l nomore de la mblloteca yla fecha del procesadn.
14. Retire y deseche 40 pl de tampon de los noc,ihos de mueslras que se van & utilizar y sustitiyalos por 40 ul de la muestra
preparada en el paso 11. .
15. Prepare el protocolo del instrumento Pinpin seleccionand> ia pestaiia "Prolocol Editor” (Editor de protocolo) y proceda de la
siguienle manera: '
» Elija "Range" (Rango) para los carrifes ag muesiras.
* Introduzca un rango de 500 a 90D pares de bases.
« Aiada los nombres de las muestras. '

IMPORTANTE: seleccione "Ofi" (Desaciivuat) er 108 ca'ries cue no se uilicen.

Asegurese de que los valores de "Ref Lane" (Carnl de rular encia) cu.ncidan con los nimeros ae los carriles.

Guarde el protocolo como “HLA 500-990". Este protocciu puede anzerse para futuros procesados. -

Cierre la puerta del instrumento y seiecciene "3TART" INICIAR).

= Apareceran luces verdes junto a los carriles para indicar el conigazo ue la eiect-dloresis.

16. Después de aproximadamenle 45 minutos, la baria de progreso s2 deend 3y el boton "STOP” (DETE NER) se vera
alenJado, lo que seriala aue ha finalizado 1a &ucicn,

17. Retire la cin'a adnesiva de 1a cdmara de eiusior v a.shiera 1a bibhoes: tun otal de aproximadaniente 40 pl) a un tubo para
microcentrifuga impic con la elique‘.u Fruyec. ippit | =3era. :

Sa' et Gu @ 2 S hioyant utlizado, sel'e w0 la pante superior del casele
con cinta adnesiva, awvuélvalo €11 5U ...nbmu 2 OIS ¥y JEIUE.D & G0l Luald 81IDIETB para su positle uso en e' futur

18. Deje la pudria da! instrumgr.to abierta.
Nota: consulle ias aciualizacior.es dei ©3fiware y W QUG 48 Lilad Pl 9\.., oradas por 3age Sci2nces par
prowecalo ras racienie.

18.

d. Ampliﬁcéc.én de i \o' &ca seim,c Glidaa GO ° xn.u.um
) Piges 2 ge 13 §R-107-
Congighy @ 2013, I nbcor ins, Todos 2o Curs it 1ea3rsedos,
“aula Xucchini | F-2022-44556839-APN-|
Tarma utica_ _
M.N, 12,868
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El eluido seleccionado por tamafio se amplifica con los cebadores de lllumina que contienen las secuencias necesarias para
la generacion de grupos. Se propurcionan componentes suficientes para la preparacion de 12 amplificaciones de bibliotecas.
Descongele ios reactivos en nielo y ensamble los componentes que figuran en la tabla 7 en un tubo para PCR de 0,2 ml.
Asegurese de que el tubo esté bien sellado y centrifugue brevemente.

Transfiera el tubo para amplificacién a un termociclador y ejecute el programa MIA_FORA_Library_PCR que se muestra en
la tabla 8.

e.

Cebador de amplificacion
16 F 25 uM 1
Cebador de amplificacion
R 25 pM
L7 Agua sin nucleasas 9
Biblioteca seleccionada por 15
tamaio
Tabla 8: MIA FORA MFlex Library PCR
Ciclo (1) Ciclos (12) Ciclo (1) Voluman |.
) : . i ' de
R‘m"cg?"_ I Dgsnaturalizacién Alingacién Extensién Ext. final Retencién | reaccién
98 °C/30 s 98°C/15s 65°C/30s +| 72°Cl30s: ; 72°Cl5m 4 °Cle - 50 pl

Preparacion para secuenciacion . -

NOTA: este paso posterior a la amplificacion debe realizarse en una sala de secuenciacion o en una zona
separada de la preparacion de bibliotecas, preferiblemente en una caja para PCR AirClean para evitar la
contaminacion de ADN ligado al adaptador de indices con productos finales que contienen las secuencias
de grupos de Illumlna .

Limpieza con bolas de ADN después de la amplificacion (0,7x- para la seleccién de tamaiio con Pippin y 0,3x [limpieza de
sobrenadantes]/0,5x para la seleccién de tamafio basada en bolas)

1.

Transfiera 50 pi de la biblioteca amplificada a un tubo para microcenirifuga. :

Si se utilizo el sistema Pippin:

Pipetee 35 pl de bolas magnétlcas (0,7x) y mezcle con una pipeta 10 veces.

2

3. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

4. Transfiera el tubo para microcentrifuga a un iman DynaMag-2 y deje el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la
solucién se aclare. ] ‘ b

5. Retire y deseche el sobrenadante sin alterar las bolas.

6. Deje la placa en el iman para los pasos de lavado con etanol.
a. Lave las bolas afadiendo 200 pi de etanol al 80 % al tubo o un volumen suficiente para cubrirlas.
b. Incube durante 30 segundos en el iman. .
c. Retire el etanol con una pipeta multicanal sin alterar las bolas.

7. Repita el lavado con etanol 2 veces m@s hasta un total de 3 lavados. - '

8. Quite el exceso de etanol del tubo y deje ﬁue se seque al a|re para evaporar dlcho exceso hasta que las boias adquieran un

aspecto vidrioso (~3 minutos).

9. Retire el tubo del iman, vuelva 4 suspender las noias en 20 pl de Tris-HCI de 10 mM con un pH de 8,0 y mezcle con una

« pipeta 10 veces. . . R ! : ) ;

10. Incube durante's minutos. vy ' -8 i 3

11. Coloque el tubo sobre el iman durante Smmulos o hasta: duela solucién se aclarg

12. Deje el tubo en el iman y transfiera 18 pl de elutdo sin allerar las bolas aun fiuevo tubo para microcantrlfu la etiqueta

Si se utiliza la ssleccién de tamafo basada en bolas:

Proyecto_| leplezaBnblloteca Fecha.

3

2. .petee 15 pl de bolas magnétlcas (0 3x) y.mezcle con una pipeta 10 veces.
} - Pagina 13 de 18 *
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3. Incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.

4. Transfiera el fubc para microcentrifuga a un imén’ DynaMagaz y deje et tubo sobre el |man duranie 3 mmulos o hasta que la
solucién se aclare. 9

- 5. Retire 50 pl del sobrenadante sin alterar las bolas y tran:ﬁéralos a otro tubo-para microcentrifuga limpio.

NO DESECHE EL SOBRENADANTE.

6. Afada 25 pl (0,5x) de bolas magnéticas al sobrenadanle y mezcle con una plpeia 10 veces.

7. Incube a temperatura ambiente duranle 5 minutos.

8. Transfiera el tubo para microcentrifuga a un |mén DynaMag-2 y deje el mbo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que la
solucion se aclare.

9. Retire y deseche el sobrenadante sin alterar ias bolas.

10. Deje la placa en el iman para los pasos de lavado con etanoi.
a. Lave las bolas afadiendo 200 pl de etanol al B0 % al lubo oun volumbn suficiente para cubrirlas.
b.  Incube durante 30 segundos en el iman.
c. Retire el etanol con una pipeta multicanal sin al!erar las bolas.

11. Repita el lavado con etanol 2 veces méas hasta un tolal de 3 lavados.

12. Quite el exceso de etarol del lubo y deje que se seque al aire para evaporar dicho exceso hasta que las bolas adquieran un
aspeclo vidrioso (~3 minutos).

13. Retire el tubo del iman, vuelva a suspender las-bolas en 20 pl de Tna-HCI de 10 mM con un pH de 8,0 y mezcle con una
pipeta 10 veces. S

14. Incube durante 5 minulos. S

15. Coloque el tubo sobre el iman durante 3 minutos o hasta que 1a solucién se aclare.

16. Deje el tubo en el iman y transfiera 18 pl de eluido sin alterar jas bolas a un nuevo tubo para microcentrifuga con la etiqueta
Proyecto_ Limp|ezaB|hlloteca Fecha :

PUNTO DE DETENCION SEGURO: las muestras eluidas se pueden-alinacanar 4 -26 °C hasta 4 dias.

Cuantificacién de produictos de P ;. : d
1. Asegurese de que tocos i0s reactives ael anéhsis estey alemperea z_r.‘.'.‘,iemo «ntes deariciar ci procedimiento.
2. Prepare el analisis segun la guia rédpidz del siscama Qubit. i
3. Calcule la concentracién inicial ce la biblicteca de secLenc ucidn ¢ . ti odyzea el valor en |z wabla 9.

Tabla 8: Céic.ilo L iu \':on.:;umfan;.-.i de ia biblioteca

i N Voutenas 1 voluneiide © -‘ghh.n";'m de | P T %ewmen de =
e o '.r’c_ILimen,ua Tris-hClds | mueita'as | - amstillde I’rac‘:l)d.nmﬂf]u' Jiblioteca de | Volumen
_ |Concentracign] "MJestrapara © 10mMcon i ! 4nMoacaia | 10mMcciun |TECT | secuenciacion | de HT1
Biblioteca |™; nicial (nM) viblioteca de | pH de 8,0 para - pibligiecd 36 | pi 6 8,0 para aa | |uesnaturalizadal  que
? | secuenciacién | biblioteca ce | secusncidcion | Stadecave | gﬁs de 20 pM para | afadir ()
. Ge4nMu) | secuenciacidn | combinaga 25 | seclencacion (pM)Bq 1300 ul de
[: A dednM(ul) 1 20 pM i) e 20 pM (L1) ; 4 . 4.5 aM (ul)
Ejemplo 130 | 5,0 187.6 . | Broiaanifisanis ale | 1,5 96 1204
e { i 15 9 1204

Nota: debido a la naturaleza de los kits de lllumina, la concentracion de las bibliotecas de secuenciacion debe ser
preferiblemente superior a 10 nM

Detarminaclgn de los métodes de distrivucién dé tamz'io d213 k:cioca topeional)
1. La distribucién d= tamaiio de a biblioteca puac‘e ueterminarse mediante elettroloresis en yel d2 agarcsa o cualquier sistema
de electroforesis capllar (por ejemplo, el kit ¢e ADN 1000 Agilent en e blaana‘izador Agilent 2100).

Preparacién y carga do la muesira en lvs SeCUENCLUVIs I TP | TV
1. Utilice NextSeq® 500/550 Mid Output K't vZ (it de reriainicn'c madic!, Sou ciclos {(uluming, n.° ca. FC-404-2003) 0

NextSeq® 500/550 High Output Kit v2 (kit ae rercliaiente zio, 239 aicios (illumina, ~.° cat. FC4C4-2004)
2. Verifigue gue el secuenciador dispcaga e . Lomenus f‘UO Go Ju 2£5ac.o idre enla Unigad D:/diive. S no es asi, elimine o
transfiera archivos para obtener rmas eszacio. -~
3. Genere el nombre Jal proyecto Ge secuencicuiin 320 2. S0MWATE e TORA 433 whicliando un Ndevd rrayeciv con el archivo CSV
con codigos oe barras de muestras (fiyuea 7). Use esie nomibie nar. prups or Un procesado en illutiing Experiment Manager.

f. Andlisis de datos

Los archivos ocliiasty .‘,ererauo-s\ POT €4 INSLLMIAL L Tz 3200 &0 Jlati i < Lel ANaizarse con el $0.iaare MiA FORA para generar
la lipificacion der HL/x. La hoja de mucs!ias cor. io¢ nuhbies 2@ indesas v [0s 2¢di Jas de barras. asi como los archivos
bzlifastq corréspondienies, dzben cargdise en ol archivo ae ,JIOV\,Ctu dei soitware MIA FORA. Para obtener informaci
uso dei soltware MiA FORA, ciga la guia del usuario ¢et sc iwvere. .

RESULTADOS
1. Amplificacién medizime PCR : .
El andlisis dglgerae 3G&+9s2 no debe moswvar Pl gan 28wt 20 S0 LNl nagat ) -1 T) FLrd U2 € e "dnsig/Se congjdere valido.
" Pagir atadci8 . ' SR-192-10778-ES Rév A (08-2020)
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2. Preparacion de blbllotecas ‘
La concentracion final de la biblioteca debe ser al menes de 10-nM y debe estar cuantificada de manera precisa antes de la
secuenciacion. Las bibliotecas deben diluirse hasta 4 nM antes de la desnaluralizacion.

Debe tener cuidado para cuantificar de manera precisa !a biblioteca. Todos los productos posteriores a la ligacién al adaptador deben
mantenerse bajo una campana para PCR o en un érea desfgnada para tal fin, y deben prepararse nuevos react:vos de dilucién para
evitar cualquier contaminacion.

3. Latipificacion del HLA la genera el software MIA FORA NGS y se propo"cmna en un informe. Siga la Guia del usuario del software
MIA FORA para obtener informacion sobre el andlisis de los datos de tipificacion de! HLA.

CONTROL DE CALIDAD

Es necesario procesar un control negativo y un control conocido opcional con cada ensayo, como un blanco de agua y una muestra tipificada con
anterioridad, respectivamente. Exireme la precaucién cuando retire los sellos de las placas, las cuales deben centrifugarse antes de su apertura.
En cada paso debe utilizar sellos para placas nuevos, en los casgs en que estas deban sellarse. Las puntas de pipeta utilizadas deben colocarse
en los recipientes correspondientes y desecharse. La disposicién para PCR debe realizarse en una sala para pasos previos a la PCR separada
del lugar donde se manipulan los productos amplificados. Tode el ADN genémico debe diluirse en agua sin nucleasas. Después de la
amplificacion y la seleccién de tamario de ADN, la biblioteca ampilificada debe manipularse en una zona separada, preferiblemente una campana
para PCR, y manipularse con un conjunto separado de pipetas. Debe tener cuidado de no contaminar las zonas de trabajo con bibliotecas
amplificadas. El ensayo debe procesarse segup las recomendaciones de este prospecto, asi como llevarse a cabo con otros procedimientos de
control de calidad conformes a los requisitos de los organismos locales, estatales, federales o de acreditacion.

’

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO ‘ "k

1. Se recomienda encarecidamente que estos kits se validen en el laboratorio antes de la |mplementac1én utlllzando muestras con una
tipologia conocida.

2. LaPCRYy el ensayo descritos en este prospecto requieren condiciones controladas de manera precisa. Cualquler deswat:JOn de los
parametros que se hayan vaiidado puede traducirse en un fallé del producto.

3. Sial menos el 50 % de los fragmentos de ADN inlclales es‘lnfenor a 10 kb, puede que no se genere una cantldad suficiente de
producto de PCR de gran alcance.

4. Sila concentracion de la biblioteca final es |nfenor a 1D nM, puade que no se obtengan resultados de secuenciacion precisos.

5. Se observaran ambigiiedades en el 4.° campo dabldo ala falta de cobertura' en la region del intrén Se ha validado la precision de la
tipificacién det HLA hasta el 3.° campo. :

6. Deberan utilizarse el bromuro de etidio 0-GelRed™ para'la visualizacion de Ios productos de PCR.

7. Las regiones cubiertas por. log.exones ampliﬁcados por los cebadores se utilizan para determinar la tipificacidn del HLA El software
informara de ambigiiedades conocidas debido d la falta de cobertura del exén 1y el exén 5 de DPB1, el exén 6 de DQB1, las
prtmeras bases del exon 2 y 4 de DPB1, y el exén 6 de ‘DRB1 y las ulﬁr'nas bases del ex6n 4 de DPA1. El software no detectara
ningun alelo nuevo €n estas regiones.

8. La falta de secuencias de referencia genérmca para DPB{ y los bajos niveles de pohmv::rlr smo en el intrén 2 (entre el exén 2 y 3)
pueden dar como rasultado una ambigledad defasa qua no pueda resolverse y se informara de ella en funcion de la version de la
base de datos:del-software.

9. Los locus de DRB se amplifican como dos fragmentos: uno que ampllﬁca el exén 1 y otro que amplifica los exones 2 a 6 El intrén 1
no se amplifica en su totalidad. Por le.tanto, el ajuste de fase de todo el locus no es posible para DRB1/3/4/5. x

10. En la mayoria de los casos, los productos de amplificacion del exén 1 de DRB1/3/4/5 se asignan de manera deficiente al exén 1 de las
secuencias de referencia conocidas de DRB5; por ello, es muy probable que no se genere el contigo del exén 1 para DRB5. Dado que
no hay polimorfismos del exén 1 conocidos para DRBS, no se generara ninguna ambigiiedad en la tipificacién del HLA para DRB3S.

11. En el caso en el que DRB4 esté infrarrepresentado en los datos, puede que el software no detecte automaticamente la tipificacién y
muy a menudo se puede contar con la asignacion para confirmar qué alelo DRB4 esta presente. La tipificacién de DRB1 puede
usarse para comprobar la presencia o ausencia del DRB4. En el caso en el que no puedan determinarse los alelos, se requiere
confirmaci6n de tipificacién de DRB4 adicional.-Debido a la‘regién de borrado de-DRB4*03:01N, este alelo.no se puede detectar.

12. La falta de polimorfismos en una region de determinadas combinaciones de alelos de genes de clase | y clase |l del HLA puede
dificultar la determinacién de la fase correcta para muestras heterocigéticas. Esto se debe a que la longitud de las lecturas de
secuenciacion en la plataforma de secuenciacion no es lo suficientemente larga como para captar los polimorfismos distantes en la
lectura de la secuenciacién de par final. Por consiguierite, puédé que haya una ambigiiedad de fase que no se pueda resolver.

13. Debido a la naturaleza compleja-de la tipificacién del HLA, la revision de la interpretacion de los datos y las asignaciones de tipificacion
deben realizarlas personal cualificado. Debe prestarse espeaal atenmén al revisarlas determinaciones homocigéticas para asegurarse
de que el software no haya pasado por alto un segundo aleloy deben revisarse 10s alelos nulos para comprobar la asignacion.

. 14. En los casos en los que la coberiura de iectura general sea inferior a'40, el software mostrara la tipificacion como datos insuficientes.
Sin embargo, se propofcionan todos los datos necesarios park revisar dicha tipificacion, El usuario puede revisar las pruebas para
determinar si se puede obtener la tipificacion correctd del HLA: Recomendamos las siguientes pautas para sobrescribir la llamada
mediante la funcién OWI provista en el software, =~ -~ = :

i. La cobertura nedia-es mayor de 15 para el HLA de tlase | y “de 20 para' el-HDA declasell. =
ii. El diagrama de cobertura de cDNA no debe ‘alcanzar el nivel de referencia como consecuencia de la baja cobertura de
cualquiera de los alelos seleccionados del HLA. | S
iil. El usuario puede verifiear las variantes mediante la informacién de asignacion o de fase mostrada en el

15. La guia de usuario del software cuenta con las mejores préctlcas recomendadas e instrucciones detalladas sgbfe el uso del software,

asi como dlrectnces sobre combinaciones Comp|ejas de tipificacion del HLA.'

% N : . ~
N . ’
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CARACTERiSTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO 1 "3

Se realizaron estudios clinicos en tres centros para avaluar el rendimiento de] kit de tipificacion del HLA MIA FORA NGS HLA Typing Kit. El
rendimiento del ensayo se comparé con tipificaciones previas que incluyasron ia tipificacion basada en la secuencia (SBT) de alta resolucidn,
si estaba disponible, y una tipificacién de menor resolucion cuando la SBT rio estaba disponible. Las muestras las seleccionaron los centros
de ensayo para representar un'conjunto variado de diferentes lipos de HLA que puaden encontrarse durante el transcurso de operaciones
normales. En los centros, se anaiizaron un total de 206 muestras en 3 series junto con dos lotes de reactivos en cada una. Se determiné la
tipificacion del HLA para los locus HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1 y HLA-DRB 1/3/4/5. Se evalud un
total de 3692 alelos con estas 206 muestras. Los resultados mostraron que los tipos de HLA obtenidos mediante el ensayo MIA FORA, sin
repetir el ensayo en locus discordantes o fallos, presentaban una concordancia del 99,34 %. Tras repetir el ensayo en los locus con fallos o
discordantes, la concordancia general fue del 99,74 %.

Nota: los datos siguientes representan el rendimiento del MIA FORA NGS HLA Typing Kit (kit de tipificacion del HLA) original. No se han
realizado nuevos estudios clinicos con el kit MIA FORA MFlex; na obstante, el analisis de MFlex se validé rigurosamente con respecto al
producto MIA FORA original y se determiné que el rendimiento era equivalente en todos los estudios realizados.

Tabla 8: Resumen de :oncordancliggnoral

%ﬁmmu. R Doy

1220 (99,75 %)

A
789 - .1 1064 1063 (99,91 %)*

| e .
| Site3 69 . 756 | 1741 - 1235 (99,59 %),

* En esle centro no se repitieron ios en:;ayof‘ Jn om.s d3 DQB1 no mosfro datos suficientas.

Tabla 9 ROBU:TIB'I de unsnyos u:n.cos por locus

L«us%daﬂm ~ Conco 59;' 4

HLA-A | 100 on _ 1€0,00 %
HLA-B | 99,76 % 2 : 99,76 %
HLA-C 99,51 % Lk 400,00 %

[ oPA1 | £9,72 % H g 130,00 %
OPBYT . | 99,44 % i s DTS W
nQA1 | : 39,26 % - 2 4CC,00 %
DQB1 | $8,48 % ! ) 99,27 %
DRE1 | 93,54 % i 92,03 %
DRB3/4/5 | 99,42 % sk 100,00 %
Total |- 99,34 %, : 94,74 55

** Las repelicionas iie I35 Lnsayos irtluyero: ka8 Gu2 S4 Marcaron pard su
revision y gue no pudieror resolveres con unz ingpecc. 2n matiual de los datos.
Las llamadas qua no pudiieion realizers2 deida a catos insafizientes

'11/1854 anipliticacionas! tamo’en se ve vieioa 3 andidzar.

NOTA: para obtener informacidn detallada sobie caracteristicas de rendimienio especificas, llame a immuéur,
Inc. al (B55) 466-3287 ' 3

Y
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TG0 136 GErBCl s T5SEr,ados,
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_SOLUCION DE

PROBLEMA

PROBLEMAS

CAUSA POSIELE

SOLUCION

No hay bandas en el
gel después de la
amplificacién
mediante PCR

Cociente OD 260/280 inferior a 1,68

Vuelva a purificar el ADN para eliminar cualquier impureza.

Cantidad o calidad

ADN fragmentado.
Al ménos el 50 % daIADN debe ser .
mavor de 10 kb.

-Vuelva a extraer él ADN de la muestra.

del ADN

ADN dilvido en Tris-HCl o TE

Diluya las muestras en agua.

Baja concentracion de plantilla de ADN

Asegurese de que la concentracién de ADN es de 50 a
150 ng/reaccion.

Pérdida de a_mpliﬁcaéuén

Repita la PCR para las pérdidas de amplificacion con reactivos sobrantes,
que tengan volumen suficiente para cuatro muestras. Los reactivos
sobrantes almacenados a 2-8 °C son estables durante una semana.

Varias bandas o
trazas de bandas tras

Velocidades de aumento

Asegurese de que las velocidades de aumento son las especificadas
en el protocolo.

Condiciones del

Calibre la maquina de PCR para verificar el rendimiento de las

la :dmpliﬁcggan termociclador Temperaiyra magquinas de PCR.
mediante :
Calidad cel ADN Asegurese de que el ADN esta diluido en agua y sin contaminantes.
S:ﬂmgﬂ?;g :el mﬂ:‘;‘:‘;‘gfgé’ﬂ? Siga ia guia de solucion de problemas de Sage Science para determinar
producido sin errores. si el rendimiento del instrumento cumple las especificaciones.
: Procese 2 pl de 1 kb junto con cadena (ThermoFisher) con un
Seleccion de tamafio Instrumento s
e s . . protocolo de escision de 400 a 600 pares de hases. Procese 15 pl de
de ADN incorrecta Pippin instrumento no cafibrado nroducto eluido en gel de agarosa para visualizar la elucién de un
. fragmento de 500 pb.
Reutilizacién de cartucho Pippin El cartucho Pippin solo debe utilizarse una vez.
Seleccién de Asegurese de que los volimenes especificados en la guia del

Seleccion de tamafio
de ADN incorrecta

| tamanio basada en

Baja concentracion de bibfioteca

usuario para la seleccion basada en bolas se sigan cuidadosamente.
Un volumen de bolas incorrecto generara una gran cantidad de
fragmentos mas pequefios.

Baja concentracion de
biblioteca amplificada

Retire el etanol con las placas sobre el soporte magnético. Retire
todas las trazas de etanol, especialmente después del lavado final.

Almacene las bolas a una temperatura entre 2 y 8 °C: NO LAS
CONGELE.

bolas
Etanol no eliminado por Mﬂeio
Bolas almacenadas incorrectamente
Limpieza con -
bolas magnéticas. | El etanol no esta recién preparado.

Debe preparar etanol I| 80 % fresco antes de cada uso.

Sobresecado de bolas

| El tierhpo de secado puede depender de la-humedad y de la temperatura

ambiente, Vigile estrechamente las bolas para asegurarse de que estas

. no se sequen en exceso y ajuste el protocolo seglin sea necesario.

Se ha empleado una

concentracién incorrecta de Tris-HCI.

Aseglrese de.que el tampdn de Tns-HCI es de 10 mM y que tiene un
pH de 8,0.

Compruebe la presencia de productos

ligados al adaptador antas y daspués "

Ampilifi ique 1 pl de biblioteca hmpta agrupada previa al procesamiento
con Pippin con la mitad de la cantidad de reactivos para la
amplificacion de bibliotecas. Procese los productos amplificados

fragmentacion a
través de los
pasos de ligacion

Problemas de fragmentacion

Pippin lrrap :“" de la elucion. (no es necesario llevar a cabo una purificacién) en un gel de agarosa

eluye el ADN. Y al 2 % para determinar la presencia de muestras de fragmentos.
Producto ampllﬁcadbperdldo durante la | Vuelva a amplificar 15 pl de elucion. Si la biblioteca es > 25 nM, los
limpieza con bolas productos pueden visualizarse procesando 5 pl en un gel de agarosa.

Eror enla Purifique 20 ul de 2-3 muestras ligadas y el NTC con el protocolo de

limpieza con bolas usando bolas de 36 pl. Eluya los productos en 10 pi
y compruebe si hay fragmentacién en un gel de agarosa al 2 %. Sino
se ha producido la fragmentacién, llame al servicio de asistencia

‘técnica para obtener instrucciones para solucionar el problema.

Agrupacion inferior a

Siga las instrucciones del fabricante prestando especial atencion a

lo esperado Cuantificacién de . las diluciones y empleando nuevas diluciones de patrén.
bibliotecas Fluorémetro Qubit Sila concentracién de muestra cae por debajo de la curva del patron
incorrecta : de los reactivos de amplio rango, repita el andlisis con el ensayo de
- alta sensibilidad.
Reactivos de Problemas con la celda de fiujo, el Péngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de lllumina
lllumina instrumento o los reactivos i para solucionar los problemas con los reactivos y los instrumentos.
*se puede observar Cantidad excesiva de dimeros de cebadares de,adaptadoras Mida con precision los volimenes de bolas magnéticas durante la
una mayor cantidad de realizados a través del ensayo A - - purificacién.
dimeros de Compruebe visualmente la punta de la pipeta para asegurarse de
adaptadores de indices que no caigan gotas.
como lecturas en el El etanol al 80 % debe estar recién preparado a partir de las
NTC de la pagina de existencias de etanol de alta calidad.
estadisticas. Mientras se realiza la purificacion posterior a la amplificacion con el

meétodo de seleccion de tamafio basado en bolas, se debe tener
cuidado durante la transferencia del sobrenadante——_

Opcionalmente, se puede realizar una limpi
de tamafio 0,6x para disminuir estos dim

~aula
Fa utica
M.N. 12,855
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LIMITACION DE LA LICENCIA

IMPORTANTE. LEA DETENIDAMENTE. Este Acuerdo de Iuencla de etiguetado ("Awerdo") et el acuerdo legal entre usted (de aqui en adelante,
"Licenciatario”) e Immucor Transplant Diagnostics, Inc. ("lmmucor”) (de manera individual, una "Parte” o er coniunto, las "Partes”) para el uso de los reactivos
proporcionados con este documento ("Reactivos” ). A través del uso de los Reactivos, el Licenc.atario aceota vircularse a los términos dispuestos en este
Acuerdo.

1. Uso de reactivos por parte del Licenciatario. Immucor concede al Licenciatario el derecho no excluslvu e intransferible a utilizar exclusivamente la cantidad
transferida de los Reactivos Unicamente de acuerdo con los procedimientos dispuestos en &l etiquetado adjunto y sujeto a las limitaciones dispuestas en este
Acuerdo. La titularidad de los Reactivos no se transferira al Licenciatario. lrnmucor conserva todos los demas derechos no concedidos de manera expresa en
este Acuerdo, ni concede ninguna otra licencia implicita.

2. Usos excluidos. En virtud de este Acuerdo no se concede ningin penniso al Licenciatario para gue utilice los Reactivos que no saan los designados en la
Seccién 1 de este Acuerdo. Especificamente, no se concede ningin permiso al Licenciatario para que utilice los Reactivos con el objeto de transferir, vender,
divulgar o proporcionar acceso de cualquier otra forma a los Reactivos o al producto Mia Fora a terceros. El Licenciatario no tendra derecho a producir
derivados de ningun Reactivo ni a autorizar a terceros a que utilicen o vendan ningin Reactivo ni derivados de los Reactives. El Licenciatario reconoce que
algunos Reaclivos y sus usos estan sujetos a patentes de terceros y que estos son utilizados bajo licencia por Immucor. El Licenciatario no debera utilizar los
Reactivos, excepto para los usos permilidos de manera explicita dispuestos en este Acuerdo.

3. Términos de indemnizacion y de uso indebido de Reactivos. Conforme a lo dispuesto por ley, € Licericiatario defenderd, indemnizara y exonerara a
Immucor, las filiales de Immucor, sus gestores, directores, dirigentes, empleados, patrocinadores y agentes (denominados conjuntamente las "Partes
Indemnizadas") frente a cualquier o toda responsabilidad, pérdida, dano, reclamacion o gasto, incluidos los honorarios de abogados (denominados
conjuntamente "Pérdidas de las Partes Indemnizadas”) que se deriven de este Acuerdo o que guarden relacién con este, incluidas, sin caracter restrictivo, las
Pérdidas de las Partes Interesadas resultantes de cualquier uso por parte del Licenciatario o en su nombre. El Licenciatario indemnizara y exonerara a las
Partes Indemnizadas frente a las Pérdidas de las Paites Indemnizadas, ya sea en parte o en su totaildad, que se deriven, resulten o guarden relacion con una
infraccion de este Acuerdo por parte del Licenciatario; asf como frente a reclamaciones por parte de un tercero porque el Licenciatario o el uso de los Reactivos
por parte del Licenciatario infrinja o se apropie indebidamente de cualquier patente derecno de autor, marca comercial, secreto comercial o cualquier otro
derecho de propiedad intelectual de dicho tercero -

4. Este Acuerdo se aplica exclusivamente a los Reactivos. Todo uso del soitware Iia Fora asta sujeto al Acuerdo de Licencia de Usuario Final
correspondiente. Este Acuerdo debe interprotarse e implemeritarse de acuerdo con las leyes del Estado de Nueva York en Estados Unidos. Si el comprador no
desea aceplar los términos de este Acuerd, Immucor aceptara la devolucién del procucte.

ol Fabricante® BioArray Solutions Ltd., 35 Technology Drive, Suite 130, Warier., . 07059 (EE'. UU.) Teléfono: ($95) 226-8200,
Fax: (908) 226-0800

ECIREP| Representante autorizado: Immucor Mediziniscrie Ciagnostik GmoH, Robert-3osch-Strale 32, 63303 Dieieich, ALEMANIA
Teléfuno: +49 (0) 6103 80560, Fax: +49 (G) 6103 8056199

L. CE

Servicio de asistencia técnica en Europa: Teléfono: +32 (0)3 385 47 91 o7

MARCAS COMERCIALES UTILIZADAS

MIA FORA es una inarca comercial de Sirona Genomics, Inc. ~
Todas las demas marcas comerciales son propiedaa de sus respeclives prepiviarnias.
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|MMUCOR..

Software MIA FORA NGS Ver.5.X

MIA FORA"
g nos

Guia del usuario del software, v5.X
Servidor Linux

Software avanzado para el genotipado NGS del HLA
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Software MIA FORA NGS Ver.5.X

SR-790-00017
SR-850-00043

Declaracién de copyright

Esta documentacion y el software MIA FORA NGS son informacion confidencial y estan protegidos por
copyright, © 2015, de Sirona Genomics, Inc. Todos los derechos reservados. Nada de esta
documentacion ni del software puede reproducirse, copiarse, exhibirse, transmitirse, modificarse ni
utilizarse sin la previa autorizacion por escrito de Sirona Genomics, Inc.

Exencion de responsabilidad

El software MIA FORA NGS tiene la marca CE de la Unién Europea solo para su uso con fines de
diagndstico in vitro (IVD) junto con MIA FORA NGS FLEX HLA Typing Kit (kit de tipificacion del HLA), con
numeros de referencia SR-800-00433-24 (FLEX11), SR-800-00534-24 (MFLEX11),SR-800-00433-96
(FLEX11), SR-800-00534-96 (MFLEX11), SR-800-00433-1152 (FLEX11), SR-800-00441- 24 (FLEX9),
SR-800-00441-96 (FLEX9), SR-800-00441-1152 (FLEX9), SR-800-00440-24 (FLEX6), SR-800-00535-24
(MFLEXS6), SR-800-00440-96 (FLEX6), SR-800-00535-96 (MFLEX6), SR-800-00440-1152 (FLEXS6),
SR-800-00439-24 (FLEX5), SR-800-00439-96 (FLEX5) y SR-800-00439-1152(FLEXS5).

El software MIA FORA NGS tiene la marca CE de la Unién Europea solo para su uso con fines de
diagnéstico in vitro (IVD) junto con MIA FORA NGS FLEX HLA Typing Kit (kit de tipificacion del HLA), con
numeros de referencia SR-800-10433-24 (FLEX11), SR-800-10534-24 (MFLEX11), SR-800-10433-96
(FLEX11), SR-800-10534-96 (MFLEX11), SR-800-10433-1152 (FLEX11), SR-800-10441-24 (FLEX9),
SR-800-10441-96 (FLEX9), SR-800-10441-1152 (FLEX9), SR-800-10440-24 (FLEX6), SR-800-10535-24
(MFLEX6), SR-800-10440-96 (FLEX6), SR-800-10535-96 (MFLEX6), SR-800-10440-1152 (FLEX8),
SR-800-10439-24 (FLEXS5), SR-800-104359-96 (FLEX5) y SR-800-10439-1152 (FLEX5).

COPYRIGHT © 2020 DE IMMUCOR, INC

Esta documentacion es informacion confidencial y estan protegidos por copyright, © 2020, de Immucar,
Inc. Todos los derechos reservados. Nada de esta documentacion ni del software puede reproducirse,
copiarse, exhibirse, transmitirse, modificarse ni utilizarse sin la previa autorizacion por escrito de
Immucor, Inc.

e

Marcas comerciales
MIA FORA es una marca comercial propiedad de Sirona Genomics, compafiia de Immucor.

Las demas marcas comerciales y marcas comerciales registradas son propiedad de sus
correspondientes propietarios.

El uso del software MIA FORA y de esta documentacion esta suijeto a lo especificado en los términos y
condiciones de la licencia de MIA FORA, disponibles er www.immucor.com/miaforasoftwareterms. AL
USAR EL SOFTWARE MIA FORA FLEX O ESTA DOCUMENTACION, USTED RECONOCE QUE HA
LEIDO, COMPRENDE Y ACEPTA ESTAR VINCULADO POR ESTOS TERMINOS Y CONDICIONES,
QUE PUEDEN SER ACTUALIZADOS OCASIONALMENTE.

Copyright © 2016, Sirona Genomics, Inc. Todos los dereches’i'éé.'é’r?adqi. Pagina 2 de 142
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Software MIA FORA NGS Ver.5.X

1. Introduccién al software MIA FORA
NGS
El software MIA FORA NGS proporciona informacién sobre la tipificacion del HLA con
los principales genes de clase | (HLA-A, By C) y clase Il (DPA1, DPB1, DQA1, DQB1,
DRB1 y DRBB3/4/5). Los genotipos se calculan a partir de las lecturas masivas de
secuenciacion de extremos emparejados ('paired-end") obtenidas en la plataforma de
secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing, NGS) de lllumina.

El software MIA FORA NGS proporciona informacion genotipica del HLA precisa y
definida por la fase

Ctass i Class il Class |

LW T e T WSSl B ¢ et B o s

DP DQ DR B C A

Figura 1-1. redion genética del HLA con las ubi

elativas d¢ jos asnes de ciase | y clase if

Los genes del HLA forman parte de las regiones mas complicadas del genoma
humano, y su secuenciacién precisa y completa conlleva un esfuerzo enormemente
complejo. El software MIA FORA NGS ha sido disefiado para aprovechar al maximo la
tecnologia NGS y proporcionar a los usuarios una herramienta de uso sencillo para
tomar la decisién correcta ante una determinacion de tlplflcamon del HLA exenta de
ambigledades

El software estd disefiado para identificar correctamente los genotipos del HLA
basandose en la secuencia de codificacion. Se da una consideracion especial a las
regiones de exones con mayor grado de secuenciacion, a saber, los exones 2y 3 de
los genes de clase | y el exdn 2 de los genes de clase Il. Por ahora, se ha hecho menos
hincapié en la identificacién de variantes de intrones. El software MIA FORA NGS
ofrece una interfaz grafica de usuario (GUI) intuitiva, y cumple los requisitos
establecidos por la comunidad del HLA. Con este software, los usuarios disponen de:
en primer lugar, genotipos del HLA exactos y sin ambiguedades basados en la ultima
nomenclatura del IMGT,; en segundo lugar, la secuencia completa con fase ajustada
cublerta por los cebadores objetivo utilizados para interrogar los genes del HLA.

Nota: Las vistas de pantalla reales pueden dlferlr de algunas de las capturas de
pantalla presentes

1.1. Estrategia de genotipado

El software MIA FORA NGS combina dos estrategias informaticas complementarias
para’analizar cada muestra y, después, efectia determinaciones de genotipado con
genes objetivo del HLA mediante la puntuacion de fiabilidad calculada. La primera
estrategia clasifica Ios alelos candidatos calculados en funcuon de metricas de
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La Administracién Naciona de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que de
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NOMBRE COMERCIAL: 1) SR-850-00043 MIA FORA NGS FLEX Software. 2) SR-800-10534-24 MIA
FORA NGS MFLEX 11 HLA Typing Kit. 3) SR-800-10534-96 MIA FORA NGS MFLEX 11 HLA Typing Kit.
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INDICACION DE USO: 1) El software esta disefiado para identificar correctamente los genotipos del HLA
basandose en |a secuencia de codificacién. Se da una consideracion especial a las regiones de exones con mayor
grado de secuenciacion, a saber, los exones 2y 3 de los genes de clase | y el exdn 2 de los genes de clase 1. Por
ahora, se ha hecho menos hincapié en la identificacion de variantes de intrones. El software MIA FORA NGS
ofrece una interfaz gréfica de usuario (GUI) intuitivay cumple los requisitos establecidos por la comunidad del



HLA. Con este software, los usuarios disponen de en primer lugar, genotipos del HLA exactos y sin
ambigledades basados en la ultima nomenclatura del IMGT, en segundo lugar, la secuencia completa con fase
gjustada cubierta por los cebadores objetivo utilizados para interrogar 1os genes del HLA. 2) Y 3) El Kit MIA
FORA NGS MFlex 11 se ha concebido para la amplificacion y secuenciacion de los genes del HLA: HLA-A,
HLA-B, HLA-C, HLA-DRB-1/3/4/5, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DPA1 y HLADPB1 en la plataforma de
secuenciacion de la nueva generacion de lllumina. El software MIA FORA se ha disefiado como guia para
determinar €l tipo HLA a partir de los datos que se hayan generado con el MIA FORA NGS MFlex 11 Library
Prep Kit (kit 11 para preparacion de bibliotecas). El ensayo se ha concebido para su uso en un laboratorio
especializado y experto en la manipulacion de ADN para su amplificacién y secuenciacion. 4) El Kit MIA FORA
NGS MFlex 11 se ha concebido para la amplificacion y secuenciacion de los genes del HLA: HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLADRB-1/3/4/5, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DPAl1 y HLA-DPBl en la plataforma de
secuenciacion de la nueva generacion de Illumina. El software MIA FORA se ha disefiado como guia para
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experto en la manipulacion de ADN para su amplificacion y secuenciacion. El ensayo se ha concebido para
procesarse como panel de 384 hasta 576 muestras. Los resultados se han validado con e software MIA FORA
NGS. 5) Y 6) El Kit MIA FORA NGS MFlex 6 se ha concebido para la amplificacion y secuenciacion de los
genes del HLA: HLA-A, HLA-B, “ANO. HLA-C, HLA-DRB-1, HLA-DQB1, HLA-DPB1 en la plataforma de
secuenciacion de la nueva generacion de lllumina. El software MIA FORA se ha disefiado como guia para
determinar e tipo HLA a partir de los datos que se hayan generado con el MIA FORA NGS MFlex 6 Library
Prep Kit (kit 6 para preparacion de bibliotecas). El ensayo se ha concebido para su uso en un laboratorio
especializado y experto en la manipulacion de ADN para su amplificacién y secuenciacion. 7) El Kit MIA FORA
NGS MFlex 6 se ha concebido para la amplificacion y secuenciacion de los genes del HLA: HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 y HLA-DPB1 en la plataforma de secuenciacion de la nueva generacién de
[llumina. El software MIA FORA se ha disefiado como guia para determinar el tipo HLA a partir de los datos que
se hayan generado con e MIA FORA NGS MFlex Library Prep Kit (kit para preparacion de bibliotecas). El
ensayo se ha concebido para su uso en un laboratorio especializado y experto en la manipulacion de ADN para su
amplificacion y secuenciacion. El ensayo se ha concebido para procesarse como un panel de 384 hasta 576
muestras. Los resultados se han validado con el software MIA FORA NGS.

FORMA DE PRESENTACION: 1) No aplica; 2) Envases por 24 determinaciones conteniendo: A) MIA FORA
NGS MFlex 11 PCR kit (kit 11 para PCR), 24 ensayos, con un (1) vial por 450ul. B) MIA FORA NGS Mflex 11
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de indices: L1, mezcla enzimatica primaria; L2, mezcla de tampon primaria; L3, enzimaligasa; L4, 2x tampo6n de
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tampon/ enzima para PCR; L6, Cebadores de amplificacion; L7, Agua sin nucleasas, placa adaptadora de indices.
4) Envases por 1152 determinaciones conteniendo: A) MIA FORA NGS MFex 11 HT PCR kit (kit 11 para PCR)
con un vial por 20ml. B) MIA FORA NGS Library Prep kit (kit para preparacion de bibliotecas), 1152 ensayos
con ocho vialesy doce (12) placas adaptadoras de indices: L1, mezcla enzimética primaria; L2, mezcla de tampon
primaria; L3, enzima ligasa; L4, 2x tampdn de ligasa; L5, Mezcla de tampdn/ enzima para PCR; L6, Cebadores
de amplificacion; L7, Agua sin nucleasas; 12 placas adaptadoras de indices. ¢) MIA FORA NGS HLA Magnetic
Beads (bolas magnéticas) 5) Envases por 24 determinaciones conteniendo: A) MIA FORA NGS MFlex 6 PCR kit



(kit 6 para PCR), 24 ensayos, con un (1) via por 450ul. B) MIA FORA NGS Mflex 6 Library Prep kit (kit para
preparacion de bibliotecas), 24 ensayos con siete (7) viales y una (1) placa adaptadora de indices. L1, mezcla
enzimética primaria; L2, mezcla de tampon primaria; L3, enzima ligasa; L4, 2x tampon de ligasa; L5, Mezcla de
tampdn/ enzima para PCR; L6, Cebadores de amplificacion; L7, Agua sin nucleasas; placa adaptadora de indices.
6) Envases por 96 determinaciones conteniendo: A) MIA FORA NGS MFlex 6 PCR kit (kit 6 para PCR), 96
ensayos con un (4) viales por 450ul. B) MIA FORA NGS Mflex 6 Library Prep kit (kit 6 para preparacion de
bibliotecas), 96 ensayos con ocho vialesy una (1) placa adaptadora de indices. L1, mezcla enziméatica primaria;
L2, mezcla de tampon primaria; L3, enzimaligasa; L4, 2x tampdn de ligasa; L5, Mezcla de tampdn/ enzima para
PCR; L6, Cebadores de amplificacién; L7, Agua sin nucleasas; placa adaptadora de indices. 7) Envases por 1152
determinaciones conteniendo: A) MIA FORA NGS MFlex 6 HT HLA PCR kit (kit parala PCR del HLA) con un
vial por 20ml. B) MIA FORA NGS Library Prep kit (kit para preparacion de bibliotecas), 1152 ensayos con ocho
vialesy doce (12) placas adaptadoras de indices: L1, mezcla enzimética primaria; L2, mezcla de tampdn primaria;
L3, enzima ligasa; L4, 2x tampon de ligasa; L5, Mezcla de tampén/ enzima para PCR; L6, Cebadores de
amplificacion; L7, Agua sin nucleasas; 12 placas adaptadoras de indices. ¢c) MIA FORA NGS HLA Magnetic
Beads (bolas magnéticas).

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 36 meses desde la fecha de
elaboracion, conservado entre -20 'y -80°C.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: BioArray Solutions Ltd. 35 Technology Drive, Suite 100
Warren NJ 07059, USA.
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