
 
 
 
 

República Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2021 - Año de Homenaje al Premio Nobel de Medicina Dr. César Milstein

 
Disposición

 
Número: 
 

 
Referencia: 1-47-3110-6607/18-2

 

                                                       

VISTO el expediente Nº  1-47-3110-6607/18-2 del Registro de la Administración Nacional de Medicamentos 
Alimentos y Tecnología Medica y,

 

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma FELSAN S.R.L solicita autorización para la venta a laboratorios de 
análisis clínicos de los Productos para diagnóstico uso In Vitro denominados 1) BAGene Rare – TYPE (ref. 
6653); 2) BAGene HNA – TYPE (ref. 66701); 3) Happy Taq (ref. 70976).

Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para 
Diagnóstico que establece que los productos reúnen las condiciones de aptitud requeridas para su autorización.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la Ley Nº 16.463, Resolución Ministerial Nº 145/98 
 y Disposición ANMAT Nº  2674/99.

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

Que corresponde autorizar la inscripción en el RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

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

                 

Por ello;

 



EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

D I S P O N E:

 

ARTÍCULO 1º.- Autorizase la inscripción en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnología 
Médica (RPPTM) de la Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT) 
de los productos médicos para diagnóstico de uso In Vitro denominados 1) BAGene Rare – TYPE (ref. 6653); 
2) BAGene HNA – TYPE (ref. 66701); 3) Happy Taq (ref. 70976),de acuerdo a lo solicitado por la firma 
FELSAN S.R.L con los datos característicos que figuran al pie de la presente.

ARTICULO 2º.- Autorícense los textos de los proyectos de rótulos y Manual de

Instrucciones que obran en el documento  Nº IF-2021-38992918-APN-INPM#ANMAT.

ARTÍCULO 3º.- En los rótulos e instrucciones de uso autorizados deberá figurar la leyenda “Autorizado por la 
ANMAT PM 1544-7”, con exclusión de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTÍCULO 4º.- Extiéndase el Certificado de Autorización e Inscripción en el RPPTM con los datos 
característicos mencionados en esta Disposición.

ARTÍCULO 5º.- Regístrese. Inscríbase en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnología 
Médica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifíquese al interesado, haciéndole entrega 
de la presente Disposición, conjuntamente con rótulos e instrucciones de uso autorizado y el Certificado 
mencionado en el artículo 4°. Gírese a la Dirección de Gestión de Información Técnica a los fines de 
confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archívese.

 

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre comercial: 1) BAGene Rare – TYPE (ref. 6653); 2) BAGene HNA – TYPE (ref. 66701); 3) Happy 
Taq (ref. 70976).

Indicación de uso: 1) KITS DE PRUEBA PARA LA DETERMINACIÓN DE GRUPOS SANGUÍNEOS 
RAROS, EL KIT DETERMINA LOS SIGUIENTES ALELOS: KEL *02.03, KEL *02.04, KEL *02.06, KEL 
*02.07, DI*01, DI*02, LU*01, LU*02, DO*01, DO*02, CO*01.01, CO*02, YT*01, YT*02, Vel- y Vel+; 2)  
KITS DE PRUEBA PARA LA DETERMINACIÓN DE LOS SIGUIENTES ALELOS: HNA 1a/b/c, 3a/b, 4a/bw, 
5a/bw; 3) ENZIMA RECOMBINANTE TERMOESTABLE.

Forma de presentación: 1) y 2) Envases por 10 (diez) determinaciones, conteniendo: PCR PLATE (10 unidades), 
PCR Buffer 10x (1 vial x 1,1 ml), PCR CAP (2 x 12 unidades); 3) 1 vial x 50 µl.

Período de vida útil y condición de conservación: 1) y 2) 24 (VEINTICUATRO) meses, desde la fecha de 

elaboración conservado a ≤ -20ºC; 3) 18 (DIECIOCHO) meses, desde la fecha de elaboración 
conservado a ≤ -20ºC.



Condición de venta: venta a Laboratorios de análisis clínicos. USO PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Nombre y dirección del fabricante: BAG Health Care GmbH. Amtsgerichtsstrasse 1-5. 35423 Lich. 
(ALEMANIA).
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PROYECTO DE ROTULOS

1) BAGene SSP Kits; Rare-TYPE (REF 6653)
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DRotulo de envase primario: Placas/tiras de PCR/Mezclas de reacci
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Rotulo de envase primario: Buffer PCR
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Sobre rotulo- Envase secundario
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BAGene SSP Kits: HNA-TYPE (REF 66701)

Rotulo de envase secundario
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Rotulo de envase primario: Placas/t¡ras de PCR/Mezclas de reacción
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§Rotulo de envase primario: Buffer PCR

Sobre rotulo- Envase secundario
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2) Happy Taq (REF 70976,)

Rotulo de envase secundario

Rotulo de envase primario

Sobre rotulo- Envase secundario
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PROYECTO DE ROTULOS

1) BAGene SSP Kits; Rare-TYPE (REF 6653)

Rotulo de envase secundario
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Rotulo de envase pr¡mar¡o: Placas/tiras de PCR/Mezclas de reacció
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BAGene SSP Kits: HNA-TYPE (REF 66701)

Rotulo de envase secundar¡o

o

Rotulo de envase primario: Placas/t¡ras de PCR/Mezclas de reacción
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Rotulo de envase primario: Buffer PCR

Sobre rotulo- Envase secundar¡o
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2) Happy Taq (REF 70976)

Rotulo de envase secundario

Rotulo de envase primario

Sobre rotulo- Envase secundar¡o
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PROYECTO DE ROTULOS

1) BAGene SSP Kits: Rare-TYPE (REF 6653)

Rotulo de envase secundario
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BAGene SSP Kits: HNA-TYPE (REF 66701)

Rotulo de envase secundario

Rotulo de envase primario: Placas/tiras de PCR/Mezclas de reacción
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Rotulo de envase primario: Buffer PCR

Sobre rotulo- Envase secundario
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2) Happy Taq (REF 70976)

Rotulo de envase secundar¡o

Rotu¡o de envase primario

Sobre rotulo- Envase secundario
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BAGnrru-rnLínea de productos BAGene

lnstrucciones de uso
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BAGene SSP Kits
Ver manual de instrucciones en formato dig ¡tal : luuryv.baq-healthcare,com

x IVD

Kits de prueba para determinación de grupo sanguíneo ABO, RH, Kell, sistemas Kidd y
Duffy, sistema MNS, sistemas de grupo sanguÍneo raros, especificidades HPA y HNA

sobre una base de genética molecular
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1. Descripción del producto

Los kits BAGene son k¡ts de diagnóstico de uso In vitro y deben ser ut¡lizados por perso
capacitado. Los kits BAGene se utilizan para determinar las especificidades de los grupos
sanguíneos de donantes, receptores y mujeres embarazadas sobre una base de genética
molecular, Los kits ABO-, ABO var¡ant-, RH-, Partial D-, Weak D-, D Zygos¡ty- y KKD-TypE sirven
para completar, aclarar y confirmar los resultados serológicos. Los kits MNS, HpA, HNA y Rare-
TYPE se pueden util¡zar para la tipificación molecular sin pruebas serológicas adic¡onales, a
menos que se indique lo contrar¡o (consulte las normativas nacionales).
El material básico para la tipificación con kits BAGene es ADN leucocítico purificado. El
procedimiento de prueba se lleva a cabo utilizando primers de secuencia específicos (SSP)-(PCR)
(consulte la Fig. 1). Este método se basa en el hecho de que la extensión del primer, y por lo tanto
la PCR exitosa, se basa en una coincidencia exacta en el 3'-end de ambos primer. Como
resultado, la amplificación se obtiene solo si los primers co¡nc¡den completamente con la
secuencia objetivo. El producto de la amplificación se visualiza posteriormente mediante
electrofores¡s en ge¡ de agarosa.

O#

o

Combinación perfecta i Amplificación
(Alelo especifico)

Bromuro de Et¡dio (BrEt)
Unidad submarina de electroforesis

Sin combinación i sin Amplificación
(Alelo no específico)

Fig. 1 Principios SSP-PCR

La composición de las mezclas individuales de primer permiten aclarar la identificación de
genot¡pos ABO, RH, KEL, JK, FY, MNSs, grupos sanguíneos raros, HpA y HNA ind¡cados en las
respect¡vas hojas de tareas. Se utilizan un cierto número de mezclas de reacción pre-al¡cuotadas
por tipificación. Se incluye un control interno de amplificación en cada mezcla de reacción.

2. Materiales
2.1. Contenido de BAGene kits

a PCR placas/tiras para la genotipif¡cac¡ón de grupo sanguÍneo. lvlezclas de reacción pre-
allcuotadas y desh¡dratadas cons¡stentes en primers de alelo específico, control ¡nterno de
pr¡mers, (específicos para el gen HGH (Hormona de crecimiento humano) o para la
secuencia del cromosoma I (90 kbp 5'de Caja Resus) y nucleótidos, La mezcla de reacción
Nrol se encuentra marcada. El número de lote está impreso en cada placa/tira.<) I tapas de tira

a CD con información BAGene (contiene ¡nstrucc¡ones de uso, hojas de trabajo y cert¡f¡cados
de control de calidad)

2.2. Material requerido pero no incluído.
I Happy Taq (REfi 70976) (u otra Taq Polimerasa, validad con el BAGene kits por et usuario).

El Happy Taq se suministra sin cargo con la compra del BAGene Kit.
No usar una Hot-start Taq Polimerasa (ej. Ampli Taq Gold)l

t EXTRA GENE lkrt (REFL 7059) (opcional) para extracción de AND a partir de
sangre/linfocitos/ leucocitos o mater¡al para otros métodos de extracción de AND
Pipetas piston (0.5 - 250 pl)
Tips estériles con filtro integrado
Termociclador (Ver pá9. 6 l¡sta de termocicladores validados
AND agarosa
0.5x TBE buffer (45 mM de Tris, 45 mM ácido bórico, deE
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Fuente de energía (200 - 300 V, 200 mA
DNA-length standard 7097)
Fuente de UV (Transiluminador, 220-310 nm)
Sistema de documentación de Gel.

2.3. Almacenamiento y Estabilidad
Los BAGene kits son enviados a temperatura amb¡ente. La Happy Taq será enviada con h¡elo
seco. Luego de la recepción, almacenar los reactivos a temperatura igual o inferior a -??oC. La
fecha de vencimiento está indicada en la et¡queta de cada react¡vo y es válida también para los
reactivos una vez abiertos. La fecha de vencimiento que está indicada en la etiqueta externa se
refiere al reactivo con la vida útil más corta dentro del kit.
El 'l0x PCR buffer debe ser descongelado antes del uso.

3. Datos de desempeño
La composición de la mezcla de primer garantiza una identificación confinable de los alelos
indicados en la hoja de tareas, basados los datos de secuencia actualmente conocidos.
La precisión y reproducibilidad de cada mezcla de primers específ¡ca fueron verificadas para cada
lote con muestras de AND control con espec¡f¡cidades conocidas.
Los alelos que no están incluidos y que actualmente no están probados debido a su rareza, están
indicados en la hoja de tareas como nt = no probados actualmente.

Se realizaron estud¡os de desempeño con muestras de ADN pretipificadas para todos los BAGene
kits. Algunas mezclas no pudieron ser probadas para reacciones positivas debido a que son
específicas para alelos raros que no están disponibles para realizar las pruebas. Esto está
indicado en la hoja de trabajo. Los resultados fueron comparados con resultados de otros kits SSP
de grupo sanguíneo y métodos de determinación de grupo sanguíneo de secuenciación o
serológicos. Los resultados de tipificación resultantes mostraron un 100% de concordancia con los
resultados de pretipificación.

La evaluación y controles de calidad de las mezclas se realizan con muestras de ADN que fueron
extraídas por EXTRA GENE I (Método de salting out) o Qiagen QlAamp DNA Blood Min¡ and Maxi
kits (Método basado en columnas). Cuando se usa otro kit de extracción de ADN, el usuario debe
val¡dar la ¡doneidad del ADN extraÍdo para el uso con BAGene kits.

Los BAGene kits están val¡dados con la Happy Taq 70976). Si se utiliza otra Taq

o pol¡merasa, la enzima debe ser validada por el usuario con BAGene k¡ts

Se garantiza una tipificación confiable ut¡lizando de 50 - 100 ng de ADN per reaction mix.

D Zygosity-TYPE representa una excepc¡ón a esto deb¡do a un programa más largo de
PCR, por lo que para este producto se debe ut¡lizar una concentración menor de ADN de
30 - 50 ng por mezcla de reaccjón

4. Procedimiento de prueba

4.1. Condiciones de segur¡dad y observaciones especiales
El método PCR es un método sensible, que debe ser realizado por personal bien entrenado con
experiencia en técnicas de genét¡ca molecular y pruebas de grupo sanguíneo. Se deben seguir
guÍas actualizadas de medicina transfusional, determinación de grupo sanguineo, y anamnesis de
transfusión para reducir el riesgo de falsas tipificaciones, espe
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Se deben tener en cuenta cond¡c¡ones de seguridad especiales para evitar contaminación
tanto reacciones falsas:

Usar guantes durante el trabajo (libres de polvo s¡ es posible)
Usar tips nuevos con cada paso de pipeteo (con filtro integrado)
Usar áreas separadas para pre-amplificación (aislación de ADN y preparación de las
reacciones) y post-amplificación (electrophoresis en gel, documentación). De ser posible
utilizar dos habitaciones separadas.
Utilizar dispositivos y otros materiales solo en los lugares ind¡cados y no intercambiarlos.

4.2. Extracción de ADN

La muestra de material para la extracción de ADN genómico debe ser trasladada en sistemas
adecuados de recolección de sangre. La presencia de heparina inhibe potencialmente Ia PCR; por
lo tanto los sistemas de recolección con heparina no son adecuados [2]. Se recomienda sangre
con EDTA o Citrato para la tipificación,

Métodos validados para la extracción de ADN:. EXTRAGENE r(BAG). QIAGEN QlAamp DNA Blood Mini y Maxi K¡t

Los métodos estándar de laboratorio establec¡dos para la extracción de ADN deben ser validados
por el usuario.

El ADN debería tener los siguientes indices de pureza:
. DOzoo/DOzeo = >1.5 y <2.0 (indicador de contaminación con ARN/proteínas)
' DOzoo/DOz:o = >1.8 (ind¡cator de contaminación con sales, carbohidratos o solventes orgánicos)

4.3.Amplificación

Todas las mezclas de reacción preal¡cuotadas ya contienen "primers" especÍf¡cos de alelos y
controles y nucleótidos. Estos se suministran secos en el fondo del tubo de reacción. Los
parámetros de amplificación están opt¡mizados para un volumen final de 10¡.r1.

1. Tomar de los "kits" el número de placas/t¡ras de < -20'C y descongelar el tampón de PCR
1 0x.
2. Pipetear la fvlaster-M¡x formada por tampón de PCR 10x, solución de ADN, Taq-Po¡¡merasa y
H2O destilada y mezclar bien. Los diferentes "kits" BAGene funcionan con Ia misma Master-lvl¡x
y por lo tanto se pueden combinar, excepto el "kit" D Zygos¡ty-TYPE para el que se recom¡enda
otra concentrac¡ón de ADN. La composición de la Master-Mix se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1: Composición de la Master-Mix dependiendo del No de mezclas de reacción:

No. de Agua
mezclas Dest,

10x PCR Solución ADN Happy Taq Volume
buffer (50-100 ng/¡rl) ó (5 U/pl) total

Fo¿/o

(8
PBoo

N. A4

111 0,08 10 pl

222 16 o,2 20 pl

6* 50 77 0,5 65 ¡.tl

7 70 I o 0,7 90 ¡rl

I 80 10 10 0,8 100 pl

o oo 11 11 0,9 110 ¡rl

'10 96 12 12 1,0 120 ¡rl

11 104 13 IJ 1,0 130 ¡rl

12 112 14 14 1 1 '140 pl

a IJ 128 16 '16 1,3 160 pl

14 tJo 17 17 1,4 170 pl

15 144 '18 18 1,4 '180 pl

'16 t3l 19 19 190 pl

18 too 21 21 1,7 210 pl

t

+ Para d¡ferentes concentraciones de ADN, la cantidad de solución de ADN y agua deben ser
ajustadas (ej. Para 12 mezclas: ADN (120 ng/pl): usar 5,8 ul ADN y ,119 

¡Ll Agua dest.).

Si se debe utilizar otra Taq Polimerasa, la enzima debe ser val¡dada con los BAGene k¡ts por el
usuario

* Se recomienda una preparación mÍnima de 6 mezclas de reacción, debido al pequeño volumen
de Taq- Polimeras.

I Para el "kit" D Zygosity-TYPE se recomienda una concentración de ADN de 30 - 50 ng/¡rl.

3. Tras ag¡tar en el vortex, añadir 10 Ul de esta mezcla
inmediatamente a las mezclas precargadas y secas. Cambiar de
punta tras cada paso de pipeteo, Cerrar los tubos fuerte con sus
respectivos tapones o con una lám¡na adhesiva. Asegurarse de no
tocar con los dedos la parte interior de los tapones o los bordes
superiores de los tubos para evitar contam inaciones. Si se usan
termocicladores con tapa de aluste fuerte, también es posible usar
alfombrillas de PCR reutilizables. Agitar ligeramente la placa para
disolver el pellet del fondo del tubo, Toda la solución de PCR debe
quedarse en el fondo. Si fuera necesario la placa debería ser
centrifugada un instante.

4. Colocar los tubos de reacción con firmeza en el termociclador y
apretar bien la tapa para que los tubos no se deformen con el calor.
lniciar el programa de PCR. ¡ ¡No es necesario recubrir las me
reacción con aceite mingrg usa una tapa caliente y aj
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Parámetros de Ampificación para todos los kits BAGene excepto D Zygosity-TYPE

Prog rama-Paso Tiempo Temp. No. De Ciclos
Desnat. lnicial 5 Min voL l Ciclo

Desnatu ralización 10 Sec 96'C 5 Ciclos
Anilamiento+Extension 60 Sec 70'c
Desnaturalización 10 Sec 10 Ciclos
Anilamiento 50 Sec oc \-
Extension

Desnaturalización 10 Sec 96'C 15 Ciclos
Anilamiento 50 Sec 6r "c
Extension 45 Sec

Extension Final 5 Min 72"C 'l Ciclo

Val¡dated Thermal Cyclers

PTC 200 / C1000

a Tprofessional (Biometra)

¡¡¡ ATENCIÓN: Programa de PCR diferente ttl
Parámetros de Ampificación para D Zygosity-TYPE

Prog rama-Paso Tiempo Temp. No. De Ciclos
Desnat. lnicial 10 Min oAofr 1 C iclo

Desnatu ralización 20 Sec 92'C 35 Ciclos
Anilam iento

Extension oó r.-

Extension Final 72'C l Ciclo

Termocicladores
Validados

(MJ Research/ BioRad),
GeneAmp PCR-System
9700 (usar tasa de
calentamiento del 9600)
(ABr),

Mastercycler epGradient
S (usar la función
"s¡mular gradiente de
Mastercycler")
(EppendoO

Ver parámetros de
amplificac¡ón para otros
BAGene kits

0N ?6

(t
¡¡ No usar bloques térmicos de aluminio (p.ej.: GeneAmp PCR-System 9700) l!
Cuando se usen termoc¡cladores con tasas muy rápidas de calentamiento y enfr¡am¡ento,se
recomienda usar una rampa térm¡ca reducida (- 2.5'C/seg).
Dado que los termocicladores de diferentes fabricantes rinden de manera dist¡nta e ¡ncluso
máquinas individuales de un tipo pueden estar calibradas d¡ferentemente, puede ser
necesar¡o optim¡zar los parámetros de amplificación.

Para optimizar un termociclador usar la siguiente guía.

Si hay reacciones falsas pos¡tivas (bandas inespecíficas, tipos adicionales), aumentar la
temperatura de anillamiento en pasos de 1'C.

Si hay reacciones falsas negativas (bandas y/o controles de amplificación desaparecidos),
disminuir la temperatura de anillamiento en pasos de 1"C y/o aumentar los tiempos de
anillamiento en pasos de 5 segundos y/o aumentar los tiempos de desnatural¡zación en pasos de
5 segundos

Se recomienda usar exclusivamente termocicladores calibrados
CHECK (REF 7104) es muy adecuado para este fin

rl E3PiI.¡TJSA
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4.4. Electroforesis en GEL

La separación de los productos de amplificación se realiza usando un gel (horizontal) de aga
Como tampón para la electroforesis, se recomienda TBE 0,5x (45 m l\4 de tris, 45 mM de ác¡
bórico, 0,5 mM de EDTA). La concentración del gel debe ser del 2,0 - Z,So/o de agarosa. Dejar
polimerizar el gel al menos 30 minutos antes de cargar las muestras.

Al terminar la amplificación, sacer las muestras del termociclador y cargar cuidadosamente todas
las muestras de reacción completas en cada pocillo del gel. Además, aplicar lOpl de un estándar
de longitud de ADN para comparar los tamaños. La separación electroforética se hace a 10 - 12
V/cm (con una d¡stancia de unos 20 cm entre los electrodos, aprox. 200 - 24OV), durante 20 - 40
minutos. se recomiendan 40 minutos para mejorar la separación de las bandas al usar D
Zygosity-TYPE. Tras finalizar, se tiñe el gel completo en una solución de Bromuro de Etidio (EtBr)
(aprox. 0,5 Ugiml de EtBr en H2O o tampón TBE) durante 30 - 40 minutos. Como alternativa, el
EtBr (0,5 pg/ml) se puede añad¡r al tampón de electroforesis o al gel de agarosa. Si fuese
necesario, se puede eliminar el exceso de EtBr empapando el gel en H2O o en tampón TBE o,Sx
durante 20 - 30 minutos.

t 4.5. Documentación

Para la documentaciÓn, visualizar el amplificado de la PCR usando un transiluminador UV (220 -
31onm) y un sistema adecuado de documentación de geles. Elegir el tiempo de exposición y la
apertura de tal manera que las bandas se vean nítidas y destaquen frente al fondo oscuro
(apertura aproximada 11, tiempo de exposición 1 segundo). Los resultados se documentan en la
hoja de tareas suministrada (ver punto 4,6)

4.6.lnterpretac¡ón de resultados y l¡m¡taciones del método
4.6.1. General

Los resultados obtenidos con los "k¡ts" BAGene son documentados en las hojas de tareas
suministradas. En las ho.ias de tareas están stadas en una tabla todas las características,
especif¡c¡dades, fenotipos y genot¡pos, y un ejemplo de patrón de reacción sirve como apoyo a la
interpretación. Las preparaciones de PCR tiene números de reacción (p.ej.: ABO-TYPE reacción
no 1 - 8). La longitud del fragmento de ADN se ¡nd¡ca en bp bajo los números de reacción en la

- 
hoja de tareas. Se muestran posibles patrones de bandas del gel en las líneas de abajo. Lost, productos específ¡cos de PCR (reacciones positivas) se designan como "+" y los cuadros
correspondientes del diagrama tienen un fondo coloreado. Los "kits" ABO-TYPE, ABO-TYPE
variant, Partial D-TYPE, Weak D-TYPE, D Zygosity-TYPE, KKD-TYPE, TVINS-TypE, HpA-TypE y
HNA-TYPE están resaltados en gris, RH-TYPE additional en rojo, verde y azul. La evaluación de
los patrones de reacción se lleva a cabo en las líneas de izquierda a derecha.

Sólo se deben considerar positivas las bandas que tengan el tamaño correcto en comparación con
el estándar de longitud de ADN. Los tamaños correctos vienen en las hojas de trabajo. En todas
las calles sin amplificación específ¡ca de alelo, se debe ver claramente una banda de 434bp del
control interno. Son excepciones D Zygosity-TYPE y la reacción de PCR con no2 de mezcla de
RH-TYPE que muestra un control interno de 559bp. ¡En la mayorÍa de los casos con una
ampl¡f¡cación específica de alelo Ia banda del control ¡nterno es más débil o incluso desaparece
completamente!. Si no hay una banda específica y no aparece la banda de control ¡nterno. el
resultado con la mezcla relevante no puede ser usado para la evaluación.
Para resultados inapropiados ver resolución de problemas (punto 6).

Si no se pudiera obtener un resultado claro con los "
desconocidos que no se pueden detectar con los "prim
normas nac¡onales de t n en concordancia con los

secuenciación. Los resu
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4.6.2. K¡ts ABO-TYPE y ABO-TYPE variant

La expresión homozigota de los alelos ABO.O01, ABO.O03, ABO-8101 , ABO-A201 se indica por
med¡o de las bandas en la correspondiente reacción de PCR (1, 3, 5, ó 7). En heterozigosis todas
las cuatro "no-reacciones" tienen que tener una banda en el gel (2, 4, 6, y 8) además de dos
preparaciones específicas de PCR (1, 3, 5, 7). La homozigosis del alelo ABO-A101 se ¡ndica sólo
por bandas en todas las cuatro "no-reacciones" (2, 4, 6, 8), dado que no hay ninguna preparación
especÍfica para ABO-A101. La constelación de heterozigosis de ABO-A101 se puede reconocer
por una banda adicional de las reacciones especificas de alelo (1, 3, 5,7, g, 10, 11, 12, 13, 14, lS
ó 16)

Dado que sólo una selección de alelos de la variante A pueden ser detectados por el "kit" ABO-
TYPE variant, otros alelos de la variante A pueden estar ocultos por el resultado de pCR
ABO*A'101. Dado que sólo una selección de alelos de la variante B y ningún alelo de la variante

Az pueden ser detectados por el "kit" ABO-TYPE var¡ant, otros alelos de las variantes B o A2
pueden estar ocultos por los resultados de PCR ABo-8101 y ABa*A201 respectivamente. La

mayoría de los alelos ,6) y cis AB tamb¡én muestran un resultado positivo en la reacción
ABO-8101 .

Aparece una banda específica para la HGH con una longitud de 434 bp como control interno..

Consultar también las observac¡ones especiales en las hojas de tareas de los "k¡ts" ABO-TypE y
ABO-TYPE variant.

4.6.3. K¡t RH.TYPE
La determinación molecular de RHD estándar así como de algunas variantes RHD (haplotipos
RHD positivos en especímenes negat¡vos para D serológicamente, D parcial) son realizados en
reaciones designadas de PCR.
Las preparaciones 'l y 2 son racciones de PCR Múltiplex para examinar 5 polimorfismos de RHD
(intrón 4 y 7 de RHD, exón 7, así como la detección específica de RHD (W16X) y RHDY). Esto
significa que, en contraste con todos los otros "kits" BAGene (excepto para la banda del control
interno) no sólo uno, s¡no tamb¡én pueden aparecer dos amplicones en una reacción de pCR.
Para facilitar la evaluación, los cuadros respectivos están divididos cuando pueden aparecer dos
bandas posibles y tienen un fodo bicolor. Las longitudes de los fragmentos de los productos de
PCR y los polimorfismos están identificados tamb¡én con un color específico según los cuadros
del patrón de reacción,

Ejemplo RHDY:

Preparación No 'l: Tienen que aparecer dos bandas específicas en el gel
o Producto de PCR. 224 bp - identificación verde, patrón de reacción en cuadro con

fondo verde.. +

I

. Producto de PCR: 123 bp - identificación azul, patrón de reacción en cuadro fondo azulffi
Preparación No 2: Tienen que aparecer dos bandas específicas en el gel.

cto de PCR: 1 54 bp - identificación roja, patró
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Producto de PCR 390 bp - identificación verde, patrón de reacción en cuadro

fondo verde. Lll
Las reacciones de PCR designadas se usan para la determinación genética molecular de las
caracterÍsticas del locus del gen RHCE- Aparece una banda con una longitud de 434bp, especifica
para la HGH como control interno. Excepción: la reacción de PCR no 2 donde aparece una banda
control de 659bp (secuencia genómica del cromosoma l, 90 kbp 5' de la Caja Rhesus).
Si el patrón de reacción indica una categoría D, se puede realizar un examen posterior usando el
"kit" Partial D-TYPE para excluir mutac¡ones puntuales como una causa de estos resultados.

4.6.4. Kit Partial D-TYPE
Una banda perdida en la reacción N" 4 puede indicar DFR (serología: positivo débil con anti-D) o
RHDY (en serología D negativo, hemi- u homozigoto). si falta la información serológica, la
confirmación o exclusión de RHDY se puede obtener usando el "k¡t" RH-TypE. En presencia de
los tipos D débiles 41 y 45 puede ocurr¡r una reacción perdida de la mezcla g. Las mutaciones de
secciones de intrón también pueden conducir a una reacc¡ón perdida en la mezcla N" g ó 9. En
presencia del tipo D débil 20 la reacción no 10 normalmente no muestra banda, pero a veces
aparece una banda débil.

o Actualmente no es posible la diferenciación genética molecular del RHD estándar de las var¡antes
de D: DCS, DFW, DlM, DNU. La consideración de los haplotipos es útil.

4.6.5. D Zygosity-TYPE
Para alelos RHD, que no pueden ser determ¡nados serológicamente (RhD neg.), puede suceder
una discrepancia entre los resultados de la prueba serológica y el genotipado. La detección
positiva de la calb Rhesus "Downstream" muestra la presencia de un alelo RHD (RHD pos.),
excepto RHDY homozigotos y hemizigotos respectivamente. La reacción aqui resultante es
negativa aunque un alelo RHD esté presente.

Además, el resultado con una Caia Rhesus "Downstream" genéticamente mod¡f¡cada puede ser
también falsa negativa, aunque el especimen sea serológicamente D-positivo. Por tanto, con un
resultado positivo para D serológicamente y PCR pos¡tiva para la Caja Rhesus H íbrida, el
resultado es "Dd." Es "DD" cuando es un resultado negativo de pcR pata la caja Rhesus Hibrida.
Debido al polimorfismo característico de la Caja Rhesus Híbrida de los africanos, puede

O apararecer un resultado falso positivo en presencia de RHD*, y otro alelo RHD.

En el caso de una CaTa Rhesus Híbrida perdida en la población negra, los resultados para los

alelos RHDY y Cdes obtenidos usando RH-TYPE tiene que ser considerados. Otros alelos RHD
con antigeno D negativo no se pueden excluir con los "kits" de pruebas disponibles actualmente.
Esto debe ser considerado en la ¡nterpretación de los resultados. Sin embargo la incidencia de
estos alelos en la población blanca es bastante baja.

El ADN degradado puede producir resultados falsos negativos. Esto se puede observar por la
presencia única de las bandas del control interno o por la ausencia completa de bandas

5. Avisos y Precauciones
El Bromuro de Etidio es una sustancia mutagénica potente. ¡usar guantes cuando se man eJen
geles o soluciones que contengan EtBr! ¡Tenga en cuenta las rnstrucciones de uso, av¡sos y
precauciones del fabricante! El transiluminador emite ondas muy cortas de luz UV que puede
causar quemaduras en piel y ret¡na. ¡Usar una máscara de segurid
El material biológico que se utiliza para la extracción de ADN, , sang man
deben tratar como potenc¡al nte infecciosos, Cuando mant a materia
recomienda observar las medidas de seguridad (n sar uantes
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desechables durante la manipulación mater¡al biológico y la realización de la prueba; desin
las manos cuando haya terminado la prueba).
El material biológico se debe desactivar antes de desechar (por ejemplo en un autoclave)
materiales desechables se deben esterilizar o incinerar después de utilizarlos.
Los derrames de materiales potencialmente infecciosos se deben el¡m¡nar ¡nmediatamente con
papel absorbente y limpiar las zonas contam¡nadas con un desinfectante estándar adecuado o de
alcohol al 70%. Los materiales que se usan para limpiar derrames, incluyendo guantes, se deben
desactivar antes de desecharlos (p e,i en una autoclave).
El desecho de todas las muestras, reactivos no usados y res¡duos se debe realizar de acuerdo a
las normas nacionales, autonómicas, provinciales y locales.
Las Hojas de Datos de Seguridad de Materiales (MSDS) se pueden descargar en el sitio Web:
www.bao Ithcare.com

o

o
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6. Troubleshooting

]l Cuando se usan equipamientos y materiales listados, la opt¡mizac¡ón de los parámetros de amplif¡cación
se debería buscar sólo como un últ¡mo recurso. En Ia mayoría de los casos, es pos¡ble evaluar la prueba
eliminando las bandas adic¡onales causadas por discrepancia en el tamaño.

\

lO

k

PFno

o

a

Problema Pos ¡ble causa Soluc¡ón
ADN contarninado con inhibidores de PCR Repetir extracción de ADN,

probar diferentes métodos
Concenlrac¡ón de ADN demasiado
a¡ta/demasiado baja

Cambiar concentración del AON,
repetir extracción de ADN

No hay enzima
o concentración demasiado baia

Repetir tipaje,
cambiar concentración del ADN

ADN de sanqre heparinizada Repel¡r tipaie, sangre EDTA o cibato

no amplificación,
estándar de longitud vis¡ble

Paráfiretros de amplificación incorrectos optimizar los parametros de
amplificación (ver 4.3) il

fal¡o repet¡l¡vo en calles
aisladas (no conlrol de
amplillcación )

Agulero en los tubos de reacc¡ón;
pérdida de agua y camb¡o de
concentrac¡ón durante la PCR

cerrar [uede los tubos con los tapones

contam¡nac¡ón con productos de
amplilicación

Repetir tipaje,
asequrar funcionam¡ento exacto

ADN contaminado con sales Repetir extracción de ADN,
probar d¡ferentes métodos

Concentración de ADN demasiado alta usar menos ADN
Colcenlración de en¿rna demastado all¿ usar menos enzrma

amplilicac¡ón ¡nespecifica.
bandas adicionales,
(bandas ád¡cionales de tamaño
incorrecto deben ser olv¡dadas)

Parámetros de ampl¡flcación ¡ncorrectos óptimizar los parametros de
amplilicac¡ón (ver 4.3) rt

La evaluación muestra más de
2 especificidades

Contaminación por arrastre
(productos de ampliflcaciónl )
Nuevo alelo

comprobar mezclas de tipado
(ADN no añadido)
asegurar funcionamiento exacto

Ninguna o sólo bandas débiles
visibles, estándar de longitud
¡nvisible

tiñc¡ón con EtBr demasiado débil repetir teñido

el fondo del gel tiene
demasiado brillo

Ia tinción fue duró demasido,
concentrac¡ó¡ de EtBr demasiado alta

sumerg¡r el gel en HiO o TBE
disminuir la concentración de EtBt

bandas borrosas tampón de electroforesis demasiado
caliente o agotado, tampón de
electroforesis inconecto,
mala polimerización del oel

disminuir el voltaje
usar tampón TBE 0,5x

FELSAN S R,L
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PBoDt Condiciones de conservac¡ón. Rango de
Temperatura

T Temperatura de almacenamiento / Lim¡te inferior de
temperatura

Fecha de vencimiento

Consulte las instrucciones de uso/lvlanual de
instrucciones

Contiene suficiente para n un¡dades de análisis

d Establecimiento elaborador

Para uso diagnóstico in vitro

Número de catálogo
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BAGene SSP Kits
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1. Descripción del producto

No usar una Hot-start
EXTRA GENE I Kit

T Po

Sin combinación )sin Amplificación
(Alelo no específico)

limerasa (ej. Ampli Taq Gold)!
7059) (opcional) para extracción de AND a partir de

..\..a

PBo0

Los kits BAGene son kits de diagnóstico de uso in vitro y deben ser util¡zados por person
capacitado. Los kits BAGene se utilizan para determinar las especificidades de los grupos
sanguíneos de donantes. receptores y mujeres embarazadas sobre una base de genética
molecular. Los k¡ts ABO-, ABO variant-, RH-, Partial D-, Weak D-, D Zygosity- y KKD-TYPE sirven
para completar, aclarar y confirmar los resultados serológicos. Los kits MNS, HpA, HNA y Rare-
TYPE se pueden ut¡lizar para la tipificación molecular s¡n pruebas serológicas ad¡c¡onales, a
menos que se indique lo contrario (consulte las normativas nacionales).
El material básico para la tipificación con kits BAGene es ADN leucocítico pur¡ficado. El
procedim¡ento de prueba se lleva a cabo util¡zando primers de secuenc¡a especÍficos (SSP)-(PCR)
(consulte la Fig. 1). Este método se basa en el hecho de que la extensión del primer, y por lo tanto
la PCR exitosa, se basa en una coincidencia exacta en el 3'-end de ambos piimer, como
resultado, la amplificación se obt¡ene solo si los primers co¡nc¡den completamente con la
secuenc¡a objet¡vo. El producto de la amplificación se visualiza poster¡ormente med¡anteelectroforesis en ge¡ de agarosa.

offi
Combinación perfecta I Amplificación

(Alelo específico)

F¡g 1 Princ¡pios SSP-PCR

La composición de las mezclas individuales de primer permiten aclarar la identificación de
genotipos ABO, RH, KEL, JK, FY, MNSS, grupos sanguíneos raros, HpA y HNA indicados en las
respectivas hojas de tareas. Se utilizan un cierto número de mezclas de reacción pre-al¡cuotadas
por tipificación. se incluye un control interno de amplificación en cada mezcla de reacción.

2. Materiales
2.1.Contenido de BAGene kits

a PCR placas/tiras para la genot¡p¡f¡cac¡ón de grupo sanguineo. Mezclas de reacción pre-
alicuotadas y deshidratadas consistentes en primers de alelo específico, control interno deo primers, (específicos para el gen HGH nadec im n o para la
secuenc¡a del cromosoma l(90 kbp 5'de Ca.ja Resus) y nucleótidos. La mezcla de reacción
Nro'l se encuentra marcada. El número de lote está impreso en cada placa/tira.
8 tapas de tira
CD con información BAGene (contiene instrucciones de uso, hojas de trabajo y certificados
de control de calidad)

2.2. Material requerido pero no incluído.
I Happy Taq 70976) (u otra Taq Polimerasa, validad con el BAGene kits por el usuario)

El Happy Taq se suministra s¡n cargo con la compra del BAGene Kit.

a
i)

+

t
(}
.
.}
a
a
a

sangre/linfoc¡tos/ leucocitos o material para otros métodos de extracción de AND
Pipetas piston (0.5 - 250 pl)
Tips estériles con filtro integrado
Termociclador (Ver pág. 6 lista de termocicladores valida
AND agarosa
0.5x TBE buffer (45 mf\il
Bromuro de Etidio (BrEt)

, 45 mM ácido bórico, 0.5
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O Fuente de energÍa (200 - 300 V, 200 mA)
<} DNA-length standard (FEFI 7097)
+ Fuente de UV (Transiluminador, 220-310 nm)
a S¡stema de documentación de Gel.

o

2.3. Almacenamiento y Estabilidad
Los BAGene kits son env¡ados a temperatura ambiente. La Happy Taq será env¡ada con hielo
seco. Luego de la recepción, almacenar los react¡vos a temperatura igual o inferior a -20oC. La
fecha de vencimiento está indicada en la et¡queta de cada react¡vo y es válida también para los
reactivos una vez abiertos. La fecha de vencimiento que está indicada en la etiqueta externa se
refiere al reactivo con la vida út¡l más corta dentro del kit.
El 10x PCR buffer debe ser descongelado antes del uso,

3. Datos de desempeño
La composición de la mezcla de primer garant¡za una identificación confinable de los alelos
ind¡cados en la hoja de tareas, basados los datos de secuencia actualmente conocidos.
La precisión y reproducibilidad de cada mezcla de primers especÍfica fueron verif¡cadas para cada
lote con muestras de AND control con especificidades conocidas.
Los alelos que no están incluidos y que actualmente no están probados debido a su rareza, están
indicados en la hoja de tareas como nt = no probados actualmente.

Se realizaron estud¡os de desempeño con muestras de ADN pretipificadas para todos los BAGene
kits. Algunas mezclas no pudieron ser probadas para reacciones positivas debido a que son
específicas para alelos raros que no están disponibles para realizar las pruebas. Esto está
indicado en la hoja de trabajo. Los resultados fueron comparados con resultados de otros kits SSP
de grupo sanguÍneo y métodos de determinación de grupo sanguíneo de secuenciación o
serológicos. Los resultados de tipif¡cación resultantes mostraron un 100% de concordancia con los
resultados de pretipificac¡ón.

La evaluación y controles de cal¡dad de las mezclas se realizan con muestras de ADN que fueron
extraídas por EXTRA GENE I ([/étodo de salting out) o Qiagen QlAamp DNA Blood Mini and Maxi
k¡ts (f\/étodo basado en columnas). Cuando se usa otro kit de extracción de ADN, el usuario debe
validar la idoneidad del ADN extraído para el uso con BAGene kits.

Los BAGene k¡ts están val¡dados con la Happy Taq 70976). Si se utiliza otra Taq
polimerasa, la enzima debe ser validada por el usuario con BAGene k¡ts

Se garantiza una tip¡f¡cación confiable utilizando de 50 - 100 ng de ADN per reaction mix.

D Zygosity-TYPE representa una excepción a esto debido a un programa más largo de
PCR, por lo que para este producto se debe utilizar una concentración menor de ADN de
30 - 50 ng por mezcla de reacción

4. Procedimiento de prueba

4.1. Condiciones de seguridad y observaciones especiales
El método PCR es un método sensible, que debe ser realizado por personal b¡en entrenado con
experiencia en técnicas de genética molecular y pruebas de grupo sanguíneo. Se deben seguir
guías actualizadas de medicina transfusional, determinación de grupo sanguíneo, y anamnesis de
transfusión para reducir el riesgo de falsas tipificaciones, es obtienen
resultados que difieren con otros métodos serológicos o de
de especificidades AB
pruebas serológicas.

D HCE, Kell, Kidd y Duffy
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Se deben tener en cuenta cond¡c¡ones de seguridad espec¡ales para evitar contaminac¡ón y
tanto reacciones falsas

Usar guantes durante el trabajo (libres de polvo s¡ es posible)
Usar tips nuevos con cada paso de pipeteo (con filtro integrado)
Usar áreas separadas para pre-amplificación (aislación de ADN y preparación de las
reacciones) y post-am pl¡f¡cación (electrophoresis en gel, documentación). De ser posible
utilizar dos habitac¡ones separadas.
Utilizar dispositivos y otros materiales solo en los lugares indicados y no intercambiarlos.

4.2. Extracción de ADN

La muestra de material para la extracción de ADN genómico debe ser trasladada en s¡stemas
adecuados de recolección de sangre. La presencia de heparina inhibe potencialmente la PCR; por
lo tanto los sistemas de recolección con heparina no son adecuados [2], Se recomienda sangre
con EDTA o Citrato para la t¡p¡f¡cación.

Métodos validados para la extracc¡ón de ADN:. EXTRAGENE I(BAG). QIAGEN QlAamp DNA Blood Mini y Maxi Kit

Los métodos estándar de laboratorio establecidos para la extracción de ADN deben ser validados
por el usuario.

El ADN debería tener los siguientes índices de pureza:
. DOzoo/DO:eo = >1.5 y <2.0 (indicador de contaminación con ARN/proteínas)
' DO260/DO230 = >'1.8 (indicator de contam¡nac¡ón con sales, carboh¡dratos o solventes orgánicos)

4.3. Amplificación

Todas las mezclas de reacción prealicuotadas ya contienen "primers" especÍficos de alelos y
controles y nucleótidos. Estos se sumin¡stran secos en el fondo del tubo de reacc¡ón. Los
parámetros de amplif¡cac¡ón están optimizados para un volumen final de 10¡rl.

1. Tomar de los "kits" el número de placas/tiras de < -20'C y descongelar el tampón de PCR
10x.
2. Pipetear la Master-M¡x formada por tampón de PCR 10x, solución de ADN, Taq-Polimerasa y
H2O destilada y mezclar bien. Los diferentes "k¡ts" BAGene funcionan con la misma Master-Mjx
y por lo tanto se pueden combinar, excepto el "kit" D Zygosity-TYPE para el que se recomienda
otra concentración de ADN. La composición de la Master-Mix se muestra en la Tabla '1.

o

o
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Tabla 1: Composición de la Master-Mix dependiendo del No de mezclas de reacción: o

0No. de Agua
mezclas Dest.

'l0x PCR Solución ADN Happy Taq Volum
buffe r (50-100 ng/pl) a (5 U/pl) total

11 8 ,1 0,08 10 pl

22 16 0,2 20 ¡rl

bft 50 77 0,5 65 pl

c)o7 70 o,7 90 pl

I 80 10 0,8 100 pl

I 88 11 11 0,9 110 ¡.rl

10 96 12 12 1,0 12O pl

11 104 13 '13 1,0 130 ¡rl

12 112 14 14 1,1 140 ¡rl

a IJ 128 16 lb 1,3 160 pl

14 tJo 17 17 1,4 17O pl

'15 144 '18 18 1,4 180 pl

to 152 '19 19 1,5 190 pl

18 too 21 21 1,7 210 pl

o

+ Para diferentes concentrac¡ones de ADN, la cantidad de solución de ADN y agua deben ser
ajustadas (ej. Para '12 mezclas: ADN (120 ng/pl): usar 5,8 pl ADN y I19 ¡rt Agua dest.).

Si se debe utilizar otra Taq Pol¡merasa, la enzima debe ser validada con los BAGene kits por el
usu ar¡o

rt Se recomienda una preparación minima de 6 mezclas de reacción, debido al pequeño volumen
de Taq- Pol¡meras.

ó Para el "kit" D Zygosity-TYPE se recomienda una concentración de ADN de 30 - OO ng/Fl.

4. Colocar los tubos de reacción con firmeza en el termociclador y
apretar bien la tapa para que los tubos no se deformen con el calor
lniciar el programa de PCR. ¡¡No s necesario recubrir las m
reacción con aceite mine S¡ a una tapa caliente y aju
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3. Tras ag¡tar en el vortex, añadir 10 pl de esta mezcla
inmediatamente a las mezclas precargadas y secas. Cambiar de
punta tras cada paso de pipeteo. Cerrar los tubos fuerte con sus
respectivos tapones o con una lámina adhesiva. Asegurarse de no
tocar con los dedos la parte interior de los tapones o los bordes
superiores de los tubos para evitar contaminaciones. Si se usan
termocicladores con tapa de ajuste fuerte, también es posible usar
alfombr¡llas de PCR reut¡lizables. Agitar ligeramente la placa para
disolver el pellet del fondo del tubo. Toda la solución de PCR debe
quedarse en el fondo. Si fuera necesar¡o la placa deberia ser
centrifugada un instante.
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ABo0
Parámetros de Ampificación para todos los k¡ts BAGene excepto D Zygosity-TypE

Prog rama-Paso Tiempo Temp. No. De Ciclos
Desnat. lnicial 5 Min 96'C l Ciclo
Desn atu ralizació n 10 Sec vo L, 5 Ciclos
An ila m ¡e nto+ Exten s io n 60 Sec 70'c
Des natu ralizació n 10 Sec 96'C 10 Ciclos
Anilam¡ento b5'L
Extension 45 Sec 72"C
Des natu ralizació n 10 Sec oao l- 15 C¡clos
Anilamiento 50 Sec 61'C
Extens¡on 45 Sec 72"C

Extension Final 5l\,4in 72'C l Ciclo

dated T IC
PTC 200 / C1000

O Tprofessional(Biometra)

¡i¡ATENCIÓN: Programa de PCR diferente tlt
Parámetros de Ampificación para D Zygos¡ty-TYPE

Prog ra ma-Paso Tiempo Temp. No. De Ciclos
Desnat. ln icial 10 Min oAor- I Ciclo

Desnatu ralización 20 Sec 92"C 35 Ciclos
An ilam iento 30 Sec 64'C
Extension 5 Min 6B"C

Extension Final 5 tMin 72'C l Ciclo

Termocicladores

e

(MJ Research/ BioRad),
GeneAmp PCR-System
9700 (usar tasa de
calentamiento del 9600)
(ABr),

[Vlastercycler epGradient
S (usar la función
"simular gradiente de
Mastercyclei')
(Eppendorf)

Validados
Ver parámetros de
amplificación para otros
BAGene kits

¡¡ No usar bloques térmicos de aluminio (p.ej.: GeneAmp PCR-system 9700) !!
Cuando se usen termocicladores con tasas muy rápidas de calentamiento y enfriamiento,se
recomienda usar una rampa térmica reducida (- 2.5"C/seg).
Dado que los fermoc¡cladores de diferentes fabricantes rinden de manera distinta e incluso
máquinas ¡ndividuales de un tipo pueden estar calibradas diferentemente, puede ser
necesario optimizar los parámetros de amplificación.

Para optimizar un termociclador usar la siguiente guía.

Si hay reacciones falsas positivas (bandas inespecificas, tipos adicionales), aumentar la
temperatura de anillam¡ento en pasos de 1'C.

Si hay reacciones falsas negat¡vas (bandas y/o controles de amplificación desaparecidos),
disminuir la temperatura de an¡llamiento en pasos de 1"C y/o aumentar los tiempos de
anillamiento en pasos de 5 segundos y/o aumentar los tiempos de desnaturalización en pasos de
5 segundos

Se recomienda usar exclusivamente termoc¡cladores calibrados co " CYCLER
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4.4. Electroforesis en GEL

La separación de los productos de amplificación se realiza usando un gel (horizo ntal) de agaros
Como tampón para la electroforesis, se recomienda TBE 0,5x (45 mM de tris, 45 mM de ácido
bórico, 0,5 mM de EDTA). La concentrac¡ón del gel debe ser del 2,0 - 2,So/o de agarosa. Dejar
polimerizar el gel al menos 30 minutos antes de cargar las muestras.

Al terminar la amplificac¡ón, sacer las muestras del termociclador y cargar cuidadosamente todas
las muestras de reacción completas en cada pocillo del gel. Además, aplicar 1opl de un estándar
de longitud de ADN para comparar los tamaños. La separación electroforética se hace a 1Q - 12
V/cm (con una distancia de unos 20 cm entre los electrodos, aprox. 200 - 24OV), durante 20 - 40
minutos. Se recomiendan 40 minutos para mejorar la separación de las bandas al usar D
Zygosity-TYPE. Tras f¡nalizar, se tiñe el gel completo en una solución de Bromuro de Etidio (EtBr)
(aprox. 0,5 pg/ml de EtBr en H2O o tampón TBE) durante 30 - 40 minutos. Como alternativa, el
EtBr (0,5 pg/ml) se puede añadir al tampón de electroforesis o al gel de agarosa. Si fuese
necesario, se puede eliminar el exceso de EtBr empapando el gel en H2O o en tampón TBE 0,5x
durante 20 - 30 minutos.

o 4.5. Documentación

Para la documentación, visualizar el amplificado de la PCR usando un transiluminador UV (22O -
31Onm) y un sistema adecuado de documentación de geles. Elegir el tiempo de exposición y la
apertura de tal manera que las bandas se vean nítidas y destaquen frente al fondo oscuro
(apertura aproximada 11, tiempo de exposición 1 segundo). Los resultados se documentan en la
hoja de tareas suministrada (ver punto 4.6)

4.6. lnterpretac¡ón de resultados y limitac¡ones del método
4.6.1. General

o

Los resultados obtenidos con los "kits" BAGene son documentados en las hojas de tareas
suministradas. En las hojas de tareas están listadas en una iabla todas las características,
especificidades, fenotipos y genotipos, y un ejemplo de patrón de reacción sirve como apoyo a la
interpretación. Las preparaciones de PCR tiene números de reacción (p.ej.: ABO-TypE reacción
no 1 - 8). La longitud del fragmento de ADN se indica en bp bajo los números de reacción en la
hoja de tareas. Se muestran posibles patrones de bandas del gel en las líneas de abajo, Los
productos específicos de PCR (reacciones positivas) se designan como "+" y los cuadros
correspondientes del d¡agrama tienen un fondo coloreado. Los "kits" ABO-TYPE, ABO-TYPE
variant, Partial D-TYPE, Weak D-TYPE, D Zygosity-TYPE, KKD-TYPE, tUNS-TYPE, HPA-TYPE y
HNA-TYPE están resaltados en gris, RH-TYPE additional en rojo, verde y azul. La evaluación de
los patrones de reacción se lleva a cabo en las líneas de izquierda a derecha.

Sólo se deben considerar positivas las bandas que tengan el tamaño correcto en comparación con
el estándar de longitud de ADN. Los tamaños correctos vienen en las hojas de traba.lo. En todas
las calles sin amplificac¡ón específica de alelo, se debe ver claramente una banda de 434bp del
control interno. Son excepciones D Zygosity-TYPE y la reacción de PCR con no2 de mezcla de
RH-TYPE que muestra un control interno de 659bp. ¡En la mayoría de los casos con una
amplificación específica de alelo la banda del control interno es más débil o incluso desaparece
completamentel. Si no hay una banda específica y no aparece la banda de control interno, el
resultado con la mezcla relevante no puede ser usado para la evaluación.
Para resultados inapropiados ver resolución de problemas (punto 6).

Si nosepudiera obtener un resultado claro con s "kits" alelos
desconocidos que no se r con los nme las
normas nacionales de transfusi ncordancia con I
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a

teniendo en cuenta Ia varianza genética de los diferentes grupos étnicos. En caso de d
fenotipo es válido.

4.6.2. Kits ABO-TYPE y ABO-TYPE variant

La expresión homozigota de los alelos ABO-O01 , ABO-O03, ABO-8101 , ABO-A201 se indica por
medio de las bandas en la correspondiente reacción de PCR (1, 3, 5, ó 7). En heteroz¡gosis todas
las cuatro "no-reacciones" tienen que tener una banda en el gel (2, 4, 6, y 8) además de dos
preparaciones especificas de PCR (1 , 3, 5, 7). La homozigosis del alelo ABO-A101 se indica sólo
por bandas en todas las cuatro "no-reacciones" (2, 4, 6, 8), dado que no hay n¡nguna preparación
específica para ABO-A101. La constelación de heterozigosis de ABO.A101 se puede reconocer
por una banda adicional de las reacciones específicas de alelo (1, 3, 5, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 1S
ó 16)

Dado que sólo una selección de alelos de la variante A pueden ser detectados por el "kit" ABO-
TYPE variant, otros alelos de la variante A pueden estar ocultos por el resultado de PCR
ABO"A101. Dado que sólo una selección de alelos de la variante I y ningún alelo de la variante
)

Á¿ pueden ser detectados por el "kit" ABO-TYPE variant, otros alelos de las variantes B o A2
pueden estar ocultos por los resultados de PCR ABO.B101 y ABO"A201 respect¡vamente. La

/at
mayoria de los alelos Bv " y cis AB también muestran un resultado positivo en la reacción
ABO-8101 .

Aparece una banda específ¡ca para la HGH con una longitud de 434 bp como control ¡nterno..

Consultar también las observaciones especiales en las hojas de tareas de los "kits" ABO-TypE y
ABO-TYPE variant.

4.6.3. Kit RH-TYPE

La determinación molecular de RHD estándar así como de algunas var¡antes RHD (haplotipos
RHD positivos en especímenes negativos para D serológicamente, D parc¡al) son realizados en
reaciones designadas de PCR.
Las preparaciones I y 2 son racciones de PCR Múltiplex para examinar 5 polimorfismos de RHD
(intrón 4 y 7 de RHD, exón 7, asi como la detección específica de RHD (W16X) y RHDV). Esto
significa que, en contraste con todos los otros "kits" BAGene (excepto para la banda del control
interno) no sólo uno, sino también pueden aparecer dos amplicones en una reacción de pCR.
Para facilitar la evaluación, los cuadros respectivos están div¡d¡dos cuando pueden aparecer dos
bandas posibles y tienen un fodo bicolor. Las longitudes de los fragmentos de los productos de
PCR y los polimorfismos están identificados también con un color especifico según los cuadros
del patrón de reacción.

Ejemplo RHDY:

Preparación No 1: Tienen que aparecer dos bandas específicas en el gel.
o Producto de PCR: 224 bp - identificación verde, patrón de reacción en cuadro con

a

fondo verde

Producto de PCR .b - identificación roja,

T'
it{osA
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. Producto de PCR: 123 bp - identificación azul, patrón de reacción en cuadro fondo azul.ffi
Preparación No 2: Tienen que aparecer dos bandas específicas en el gel.
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Producto de PCR 390 bp - identificación verde, patrón de reacción en cuadro

o

fondo verde.

Las reacciones de PCR designadas se usan para la determinación genética molecular de las
caracterÍst¡cas del locus del gen RHCE. Aparece una banda con una longitud de 434bp, específica
para la HGH como control interno. Excepción: la reacción de PCR no 2 donde aparece una banda
confol de 659bp (secuencia genómica del cromosoma l, 90 kbp 5'de la Caja Rhesus).
Si el patrón de reacción indica una categoría D, se puede realizar un examen poster¡or usando el
"kit" Partial D-TYPE para excluir mutaciones puntuales como una causa de estos resultados.

4.6.4. Kit Partial D-TYPE

Una banda perdida en la reacción N" 4 puede indicar DFR (serologia: positivo débil con anti-D) o
RHDV (en serologia D negativo, hemi- u homozigoto). Si falta la información serológ¡ca, la
confirmación o exclusión de RHDV se puede obtener usando el "kit" RH-TYPE. En presencia de
los tipos D débiles 41 y 45 puede ocurr¡r una reacc¡ón perdida de la mezcla g. Las mutaciones de
secciones de intrón también pueden conducir a una reacción perdida en Ia mezcla N'8 ó g. En
presencia del tipo D débil 20 la reacción no 10 normalmente no muestra banda, pero a veces
aparece una banda débil.

Actualmente no es posible la diferenciación genética molecular del RHD estándar de las var¡antes
de D. DCS, DFW, DlM, DM. La cons¡derac¡ón de los haplotipos es útil.

4,6.5. D Zygosity-TYPE
Para alelos RHD, que no pueden ser determ¡nados serológrcamente (RhD neg,), puede suceder
una discrepancia entre los resultados de la prueba serológica y el genotipado. La detección
positiva de la Ca7'a Rhesus "Downstream" muestra la presencia de un alelo RHD (RHD pos.),
excepto RHDY homozigotos y hemizigotos respectivamente. La reacción aquÍ resultante es
negativa aunque un alelo RHD esté presente.

Además, el resultado con una Ca7'a Rhesus "Downstream" genéticamente modificada puede ser
también falsa negat¡va, aunque el especimen sea serológicamente D-pos¡tivo. Por tanto, con un
resultado positivo para D serológicamente y PCR positiva para la Caja Rhesus Hibrida, el
resultado es "Dd." Es "DD" cuando es un resultado negat¡vo de PCR para la Caja Rhesus Hibrida.
Debido al polimorfismo característ¡co de la Caja Rhesus HÍbrida de los africanos, puede
apararecer un resultado falso positivo en presencia de RHDY y otro alelo RHD.

En el caso de una Cala Rhesus Hibrida perdida en la población negra, los resultados para los

alelos RHDY y Cdes obtenidos usando RH-TYPE tiene que ser considerados. Otros alelos RHD
con antígeno D negativo no se pueden excluir con los "k¡ts" de pruebas disponibles actualmente.
Esto debe ser considerado en la interpretación de los resultados. Sin embargo la incidencia de
estos alelos en Ia población blanca es bastante baja.

El ADN degradado puede producir resultados falsos negativos. Esto se puede observar por la
presencia única de las bandas del control interno o por la ausencia completa de bandas

5. Avisos y Precauciones
El Bromuro de Etidjo es una sustancia mutagénica potente. ¡Usar guantes cuando se manejen
geles o soluciones que contengan EtBrl ¡Tenga en cuenta las instrucciones de uso, avisos y
precauc¡ones del fabricante I El transiluminador emite ondas muy cortas de luz UV que puede
causar quemaduras en piel y retina, ¡Usar una máscara de seguridadl
El material biológico que se ut¡l¡za para la extracción de ADN, p
deben tratar como nte infecciosos. Cuando

I

recomienda observar las
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desechables durante la manipulación material biológico y la realización de la prueba; desi
las manos cuando haya terminado la prueba).

T tA

EI material biológico se debe desact¡var antes de desechar (por ejemplo en un autoclave)
materiales desechables se deben esterilizar o ¡ncinerar después de utilizarlos.
Los derrames de mater¡ales potencialmente ¡nfecciosos se deben elim¡nar inmediatamente

PBco
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o

M FELSAI'¡ ; r.
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papel absorbente y limpiar las zonas contaminadas con un desinfectante estándar adecuado o de
alcohol al 70%. Los materiales que se usan para limpiar derrames, ¡ncluyendo guantes, se deben
desactivar antes de desecharlos (p. ej. en una autoclave).
El desecho de todas las muestras, react¡vos no usados y residuos se debe realizar de acuerdo a
las normas nacionales, autonómicas, provinciales y locales.
Las Hojas de Datos de Seguridad de Materiales (MSDS) se pueden descargar en el sitio Web:
www. baq-healthcare. com
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6. Troubleshooting

O

o

'I Cuando se usan equ¡pamientos y materiales listados, la optimización de los parámetros de amplificación
se deberÍa buscar sólo como un último recurso. En la mayoría de los casos, es posible evaluar la prueba
eljminando las bandas adic¡onales causadas por discrepancia en el tamaño.

7. Referencias
1. Green and Sambrook, 2012. Molecular Cloning. A Laboratory Manual. New York: Cold Spring
Harbour Laboratory

2. Beutler, E. et al., 1990. BioTechniques 9:166

Additional references see www. bao-he althcare com
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0D {t§Problema Pos¡b le causa Solución \
ADN contaminado con inhibidores de PCR Repetir extracción de ADN.

probar d¡ferentes métodos
Concent.ac¡ón d€ ADN demas¡ado
alta/demasiado baja

Cambiar concentración del ADN,
repetir exlracción de ADN

No hay enzlma
o concentración demasiado baja

Repetir tipaje,
camb¡ar concentración del ADN

ADN de sangre heparin¡zada Repeiir tipaie, sanore EDTA o cifato

no amplincacióñ,
estándar de longilud vis¡ble

Parámetros de ampliflcación incorrectos optimizar los parametros de
amplificación {ver 4.3) -"(

tallo repefitivo en cálles
aisladas {no control de
amplificación )

Agujero en los tubos de reacción;
pérdida de agua y cambio de
concenlración durante la PCR

cerrar fuerte los tubos con los tapones

contaminación con productos de
amplilicación

Repetir tjpaje,
aseOurar funcionamiento exacto

ADN contaminado con sales Repetjr extracción de ADN,
probar diferenles métodos

Concentración de ADN demasiado alta usar menos ADN
Cmcentradón de enzma demasiado alta usaf menos enzrma

amplificación inespecifica,
bandas ad¡cionales,
(bandas adicionales de tamaño
incorrecto deben ser olvidadas)

Parámelros de ampliflcación incorrectos optim¡zar los parametros de
amplificación (ver 4.3) :t

La evaluación muestfa más de
2 espec¡flc¡dades

Contaminac¡ón por atrastre
(productos de ampliflcaciónl)
Nuevo alelo

comprobar mezdas de tipado
(ADN no añadido)
asegurar funcionamiento exacto

Ninguna o sólo bandas débiles
visibles, estándar de longitud
¡nvisible

linción con EtBr demasiado déLril repetir teñido

el fondo del geltiene
demasiado brillo

la linción fue duró demasido.
concentración de EtBr demas¡ado alta

sumergir el gel en H2O o TBE
disminuir Ia concentración de ElBr

bandas borrosas tampón de electrofores¡s demas¡ado
caliente o aootado, tampón de
electroforesis incorrecto.
mala pol¡merización del qel

d¡sminu¡r el voltaje
usar tampón TBE 0,5x
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1. Descripción del producto

Los k¡ts BAGene son kits de diagnóstico de uso in vitro y deben ser utilizados por pe
capacitado. Los kits BAGene se utilizan para determinar las especificÍdades de los gru
sanguineos de donantes, receptores y mujeres embarazadas sobre una base de genética
molecular. Los kits ABO-, ABO var¡ant-, RH-, Partial D-, Weak D-, D Zygosity- y KKD-TYpE sirven
para completar, aclarar y confirmar los resultados serológicos, Los kits I\/NS, HPA, HNA y Rare-
TYPE se pueden utilizar para la tipificación molecular sin pruebas serológicas adicionales, a
menos que se indique lo contrario (consulte las normativas nacionales).
El material básico para la tipificación con kits BAGene es ADN leucocítico purificado. El
procedimlento de prueba se lleva a cabo utilizando primers de secuencia específicos (SSP)-(PCR)
(consulte la Fig. 1). Este método se basa en el hecho de que la extensión del primer, y por lo tanto
la PCR exitosa, se basa en una coincidencia exacta en el 3'-end de ambos primer. Como
resultado, la amplificación se obtiene solo si los primers co¡nciden completamente con la
secuencia objetivo. El producto de la amplificación se visualiza poster¡ormente mediante
electroforesis en gel de agarosa.

o

Combinación perfecta ) Amplificación
(Alelo específico)

Sin combinación *sin Amplificación
(Alelo no específico)

7059) (opcional) para extracción de AND a partir de

OSA

Fig. 1 Principios SSP-PCR

La composición de las mezclas individuales de primer permiten aclarar la identificación de
genot¡pos ABO, RH, KEL, JK, FY, MNSS, grupos sanguíneos raros, HPA y HNA indicados en las
respectivas hojas de tareas. Se utilizan un cierto número de mezclas de reacción pre-al¡cuotadas
por tipificación. Se incluye un control interno de amplificación en cada mezcla de reacción,

2. Materiales
2.1.Contenido de BAGene kits

a PCR placas/tiras para la genotipificación de grupo sanguíneo. Mezclas de reacción pre-
alicuotadas y deshidratadas consistentes en primers de alelo especÍfico, control interno de
primers, (específicos para el gen HGH (Hormona de crecimiento humano) o para la
secuencia del cromosoma I (90 kbp 5'de Caja Resus) y nucleótidos. La mezcla de reacción
Nrol se encuentra marcada, El número de lote está ¡mpreso en cada placa/t¡ra.

+ B tapas de tira
t CD con información BAGene (contiene instrucciones de uso, hojas de trabajo y certificados

de control de calidad)

2.2. Material requerido pero no incluído.
O Happy Taq (REFI 70976) (u otra Taq Polimerasa, validad con el BAGene kits por el usuario).

El Happy Taq se suministra sin cargo con la compra del BAGene Kit.
No usar una Hot-start
EXTRA GENE I KiI

Ta Polimerasa (ej. Ampli Taq Gold)!

sangre/linfocitos/ leucocitos o mater¡al para otros métodos de extracción de AND
Pipetas piston (0.5 - 250 ¡rl)
Tips estériles con filtro integrado
Termociclador (Ver pá9. lista de termocicladores valid os)
AND agarosa
0.5x TBE buffer (45 mlVI 45 mM ácido bórico, 0.

a

a
+
t
+
a
a
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e Fuente de energía (200 L00 V, 200 mA)
I DNA-length standard (FEFI 7097)
t Fuente de UV (Transilum inador, 220-310 nm)
a Sistema de documentación de Gel.

o

2.3. Almacenamiento y Estabilidad
Los BAGene kits son enviados a temperatura amb¡ente. La Happy Taq será enviada con hielo
seco. Luego de la recepción, almacenar los react¡vos a temperatura igual o inferior a -20oC. La
fecha de vencimiento está ¡nd¡cada en la et¡queta de cada reactivo y es válida también para los
react¡vos una vez abiertos. La fecha de vencimiento que está indicada en la etiqueta externa se
refiere al reactivo con la vida útil más corta dentro del k¡t.
El 10x PCR buffer debe ser descongelado antes del uso.

3. Datos de desempeño
La composición de la mezcla de primer garantiza una identificación confinable de los alelos
indicados en la hoja de tareas, basados los datos de secuencia actualmente conoc¡dos.
La precisión y reproduc¡bilidad de cada mezcla de primers específica fueron verificadas para cada
lote con muestras de AND control con especrficidades conocidas.
Los alelos que no están incluidos y que actualmente no están probados debido a su rareza, están
indicados en la hoja de tareas como nt = no probados actualmente.

Se realizaron estudios de desempeño con muestras de ADN pretip¡f¡cadas para todos los BAGene
kits. Algunas mezclas no pudieron ser probadas para reacciones positivas debido a que son
específ¡cas para alelos raros que no están disponibles para realizar las pruebas. Esto está
indicado en la hoja de trabajo. Los resultados fueron comparados con resultados de otros kits SSP
de grupo sanguineo y métodos de determinación de grupo sanguíneo de secuenciación o
serológ¡cos. Los resultados de tipificac¡ón resultantes mostraron un '100% de concordancia con los
resultados de pretipificación.

La evaluación y controles de calidad de las mezclas se realizan con muestras de ADN que fueron
extraídas por EXTRA GENE I (Método de salting out) o Qiagen QlAamp DNA Blood Mini and Maxi
kits (Método basado en columnas). Cuando se usa otro kit de extracción de ADN, el usuario debe
validar la idoneidad del ADN extraido para el uso con BAGene kits.

Los BAGene kits están val¡dados con la Happy Taq 70976). Si se utiliza otra Taq

O 
polimerasa, la enzima debe ser validada por el usuar¡o con BAGene kits.

Se garantiza una tipificación confiable utilizando de 50 - 100 ng de ADN per react¡on mix.

D Zygosity-TYPE representa una excepción a esto debido a un programa más largo de
PCR, por lo que para este producto se debe utilizar una concentración menor de ADN de
30 - 50 ng por mezcla de reacción

4. Procedimiento de prueba

4.l.Condiciones de seguridad y observaciones especiales
El método PCR es un método sensible, que debe ser realizado por personal bien entrenado con
experiencia en técnicas de genética molecular y pruebas de grupo sanguíneo. Se deben seguir
guias actual¡zadas de medicina transfusional, determinación de grupo sanguíneo, y anamnesis de
transfustón para reducir el riesgo de falsas tipificaciones, espec¡almente cuando se oblienen
resultados que difieren con otros métodos serológicos o de gen ificació
de especificidade s ABO, R HCE, Kell, Kidd y Duffy se de uego d aliza
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Se deben tener en cuenta cond¡c¡ones de seguridad especiales para evitar contaminación
tanto reacciones falsas

Usar guantes durante el trabajo (libres de polvo si es posible)
Usar tips nuevos con cada paso de pipeteo (con filtro ¡ntegrado)
Usar áreas separadas para pre-amplificación (aislación de ADN y preparación de
reacciones) y post-am plificación (electrophoresis en gel, documentación). De ser posible
utilizar dos hab¡tac¡ones separadas.

I Utilizar dispositivos y otros materiales solo en los lugares indicados y no intercambiarlos.

4.2. Extracción de ADN

La muestra de mater¡al para la extracción de ADN genómico debe ser trasladada en sistemas
adecuados de recolección de sangre. La presencia de heparina inhibe potencialmente la PCR; por
lo tanto los sistemas de. recolección con heparina no son adecuados [2], Se recomienda sangre
con EDTA o Citrato para la tipificación.

Métodos validados para la extracción de ADN:. EXTRAGENE t(BAG). QIAGEN QlAamp DNA Blood Mini y Maxi Kit

Los métodos estándar de laboratorio establecidos para la extracción de ADN deben ser validados
por el usuario.

El ADN debería tener los siguientes Índices de pureza:
. DO26s/DO26q = >1.5 y <2.0 (indicador de contaminación con ARN/proteínas)
' DOzoo/DOzso = >1.8 (indicator de contam¡nación con sales, carbohidratos o solventes orgánicos)

4.3. Amplificación

Todas las mezclas de reacción prealicuotadas ya cont¡enen "primers" especÍficos de alelos y
controles y nucleótidos. Estos se suministran secos en el fondo del tubo de reacción. Los
parámetros de amplificación están optim¡zados para un volumen final de l0pl.

1. Tomar de los "kits" el número de placas/tiras de < -20"C y descongelar el tampón de PCR
1 0x.
2. Pipetear la Master-Mix formada por tampón de PCR 10x, solución de ADN, Taq-Pol¡merasa y
H2O destilada y mezclar bien. Los diferentes "kits" BAGene funcionan con la misma l\ilaster-l\il¡x
y por lo tanto se pueden combinar, excepto el "kit" D Zygosity-TYPE para el que se recomienda
otra concentración de ADN. La compos¡c¡ón de la fVlaster-fr/lix se muestra en la Tabla 1.

o

o

\ D

4of12
SO

NORES SA,r r,;
Nt26544 961
CrO cEnF;r,

\l\
I



Tabla l: Composición de la Master-Mix dependiendo del No de mezclas de reacción:

No. de Agua
mezclas Dest.

10x PCR Solución ADN Happy Taq Volum
buffer (50-100 ng/pl) a (5 U/pl) total

.\
,)

,o

P g r.r0

111 8 0,08 10 pl

222 tb 0,2 20 pl

or< 50 77 0,5 65 pl

7 70 I 0,7 90 pl

I 80 l0 10 0,8 100 pl

q 88 11 11 110 pl

10 96 12 12 1,0 120 pl

11 104 IJ 13 1,0 130 pl

12 112 14 14 1,1 14O ¡rl

o IJ 128 16 to '1,3 160 pl

14 tJo 17 tt 1,4 170 pl

15 144 18 IC' 1,4 180 ¡rl

lo 152 19 19 1,5 190 pl

¡ó 166 21 ¿t 1,7 210 ¡rl

o

+ Para diferentes concentrac¡ones de ADN, la cantidad de solución de ADN y agua deben ser
ajustadas (ej. Para 12 mezclas: ADN (120 ng/pl): usar 5,8 ¡rl ADN y 119 pl Agua dest.).

Si se debe util¡zar otra Taq Polimerasa, la enzima debe ser validada con los BAGene kits por el
usuario

* Se recomienda una preparación mÍnima de 6 mezclas de reacción, debido al pequeño volumen
de Taq- Polimeras.

I Para el "kit" D Zygosity-TYPE se recomienda una concentración de ADN de 30 - 50 ng/¡rl.

3. Tras agitar en el vortex, añadir 10 Ul de esta mezcla
inmediatamente a las mezclas precargadas y secas. Cambiar de
punta tras cada paso de pipeteo. Cerrar los tubos fuerte con sus
respect¡vos tapones o con una lámina adhesiva. Asegurarse de no
tocar con los dedos Ia parte interior de los tapones o los bordes
superiores de los tubos para evitar contaminaciones. Si se usan
termocicladores con tapa de ajuste fuerte, también es posible usar
alfombr¡llas de PCR reutilizables, Agitar ligeramente la placa para
disolver el pellet del fondo del tubo. Toda la solución de PCR debe
quedarse en el fondo. Si fuera necesario la placa deberia ser
centrifugada un instante.

4. Colocar los tubos de reacción con firmeza en el termoc¡clador y
apretar bien la tapa para que los tubos no se deformen con
lniciar el programa de PCR. ¡¡No es necesario recubrir I

reacción con aceite mineral si e usa una tapa caliente
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Parámet¡os de Ampificación para todos los kits BAGene excepto D Zygosity-TYPE

Programa-Paso Tiempo Temp. No. De Ciclos
Desnat. lnicial 5 Min oaola l Ciclo

Desnaturalización 10 Sec 5 Ciclos
Anila m iento+ Exte n s io n 60 Sec

Des n atu ra lizació n 10 Sec vol- 10 Ciclos
Anilamiento 65'C
Extension 45 Sec

Desnaturalización '10 Sec 96'C 15 Ciclos
Anilam¡ento 50 Sec 61"C
Extens¡on 45 Sec 72"C

Extension Final 5 Min 72'C l Ciclo

Validated Thermal Cyclers

PTC 200 / C1000

o Tprofessional (Biometra)

¡¡¡ATENCIÓN: Programa de PCR diferente ttt
Parámetros de Ampificación para D Zygosity-TYPE

Programa-Paso Tiempo Temp. No. De Ciclos
Desnat. lnicial 10 Min 95"C 1 Ciclo

I

D es n atu ra lización 20 Sec 92'C 35 Ciclos
An ilamiento 30 Sec 64'C
Extension 5 Min 6B'C
Extension Final 5 Min 72'C 1 Ciclo

o

PB,'r o

(t\/J Research/ BioRad),
GeneAmp PCR-System
9700 (usar tasa de
calentamiento del 9600)
(ABr),

lvlastercycler epGradient
S (usar la función
"simular gradiente de
lvlastercycler")
(Eppendorf)

Termocicladores
Validados
Ver parámetros de
amplificación para otros
BAGene kits

¡¡ No usar bloques térmicos de aluminio (p.ej.: GeneAmp PCR-System 9700) !!
Cuando se usen termocicladores con tasas muy rápidas de calentamiento y enfriamiento,se
recomienda usar una rampa térmica reducida (- 2.5"Ciseg).
Dado que los te¡mocicladores de diferentes fabricantes rinden de manera distinta e incluso
máquinas individuales de un tipo pueden estar calibradas diferentemente, puede ser
necesario optimizar los parámetros de amplificación.

Para optimizar un termociclador usar la sigu¡ente guía.

Si hay reacciones falsas pos¡t¡vas (bandas inespecificas, tipos adicionales), aumentar la
temperatura de anillamiento en pasos de 1'C.

Si hay reacciones falsas negativas (bandas y/o controles de amplificación desaparecidos),
disminuir la temperatura de anillamiento en pasos de 1"C y/o aumentar los tiempos de
an¡llam¡ento en pasos de 5 segundos y/o aumentar los tiempos de desnaturallzación en pasos de
5 segundos

Se recomienda usar exclusivamente termocicladores calibrados con regular¡dad. EI 'k¡t'CYCLER
CHEGK (REF 7104) es muy decuado para este fin
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4.4. Electroforesis en G EL

La separac¡ón de los productos de ampl¡ficación se realiza usando un gel (horizontal) de
Como tampón para la electroforesis, se recomienda TBE o,Sx (4S mM de tris, 45 mM
bór¡co, 0,5 mlV de EDTA). La concentración del gel debe ser del 2,0 - 2,5% de agarosa. Dejar
pol¡merizar el gel al menos 30 minutos antes de cargar las muestras.

Al terminar la amplificación, sacer las muestras del termocicladot y cargat curdadosamente todas
las muestras de reacción completas en cada poc¡llo del gel. Además, aplicar 1opl de un estándar
de longitud de ADN para comparar los tamaños. La separac¡ón electroforética se hace a 10 - 12
V/cm (con una distancia de unos 20 cm entre los electrodos, aprox. 200 - 24OV), durante 20 - 40
minutos. se recomiendan 40 minutos para me.jorar la separac¡ón de las bandas al usar D
Zygosity-TYPE. Tras finalizar, se tiñe el gel completo en una solución de Bromuro de Etidio (EtBr)
(aprox. 0,5 pg/ml de EtBr en H2O o tampón TBE) durante 30 - 40 minutos. Como alternativa, el
EtBr (0,5 pg/ml) se puede añad¡r al tampón de electroforesis o al gel de agarosa. si fuese
necesario, se puede eliminar el exceso de EtBr empapando el gel en H2o o en tampón TBE 0,5x
durante 20 - 30 minutos,

a 4.5. Documentación

Para la documentación, visualizar el ampl¡ficado de la PCR usando un transiluminador UV (220 -
310nm) y un sistema adecuado de documentación de geles. Elegir el tiempo de exposición y la
apertura de tal manera que las bandas se vean nítidas y destaquen frente al fondo oscuro
(apertura aproximada 1 l, t¡empo de exposición 1 segundo). Los resultados se documentan en la
ho.la de tareas suministrada (ver punto 4.6)

4.6. lnterpretac¡ón de resultados y limitac¡ones del método
4.6.1. General

Los resultados obtenidos con los "kits" BAGene son documentados en las hojas de tareas
sum¡nistradas. En las hojas de tareas están listadas en una tabla todas las características,
especificidades, fenotipos y genotipos, y un ejemplo de patrón de reacción sirve como apoyo a la
interpretac¡ón. Las preparaciones de PCR tiene números de reacción (p.ej.: ABo-TypE reacción
no 1 - 8). La long¡tud del fragmento de ADN se indica en bp bajo los números de reacción en la
hoja de tareas. Se muestran posibles patrones de bandas del gel en las líneas de abajo. Los
productos específicos de PCR (reacciones positivas) se designan como "+" y los cuadros
correspondientes del diagrama tienen un fondo coloreado, Los "kits" ABO-TYPE, ABO-TYPE
variant, Partial D-TYPE, Weak D-TYPE, D Zygosity-TYPE, KKD-TYPE, MNS-TYPE, HpA-TypE y
HNA-TYPE están resaltados en gr¡s, RH-TYPE add¡tional en rojo, verde y azul. La evaluación de
los patrones de reacción se lleva a cabo en las lÍneas de izquierda a derecha.

Sólo se deben considerar posit¡vas las bandas que tengan el tamaño correcto en comparación con
el estándar de long¡tud de ADN. Los tamaños correctos vienen en las hojas de trabajo. En todas
las calles s¡n ampl¡ficación específica de alelo, se debe ver claramente una banda de 434bp del
control ¡nterno. Son excepciones D Zygosity-TYPE y la reacción de PCR con no2 de mezcla de
RH-TYPE que muestra un control interno de 659bp. ¡En la mayoria de los casos con una
amplificación específica de alelo Ia banda del control ¡nterno es más débil o incluso desaparece
completamentel. Si no hay una banda especÍfica y no aparece la banda de control interno, el
resultado con la mezcla relevante no puede ser usado para Ia evaluación.
Para resultados inapropiados ver resolución de problemas (punto 6).

Si no se pudiera obtener un resultado claro con los "k alelos
desconocidos que no se ued en detectar con los "pr¡ las
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teniendo en cuenta la varianza genética de los diferentes grupos étnicos. En caso de du
fenotipo es válido.

4.6.2. Kits ABO-TYPE y ABO-TYPE var¡ant

La expresión homozigota de los alelos ABO-O01, ABO.O03, ABO.B101, ABO-A201 se indica por
medio de las bandas en la correspond¡ente reacción de PCR (1, 3, s, ó 7), En heterozigosis todas
las cuatro "no-reacc¡ones" tienen que tener una banda en el gel (2, a, 6, y 8) además de dos
preparaciones especificas de PCR (1 , 3, 5, 7). La homozigosis del alelo ABo.A10l se indica sólo
por bandas en todas las cuatro "no-reacciones" (2, 4,6,8), dado que no hay ninguna preparación
específ¡ca para ABo*A101 . La constelación de heterozigosis de ABO-A101 se puede reconocer
por una banda adicional de las reacciones especificas de alelo (1,3, S,7,9, 10, 1r1, 12, 13, j4, 15
ó 16).

Dado que sólo una selecc¡ón de alelos de la variante A pueden ser detectados por el "kit" ABo-
TYPE variant, otros alelos de la variante A pueden estar ocultos por el resultado de pcR
ABO.A101. Dado que sólo una selección de alelos de la variante B y ningún alelo de la var¡ante)
A/ pueden ser detectados por el "kit" ABO-TYPE var¡ant, otros alelos de las variantes B o A2
pueden estar ocultos por los resultados de PCR ABo*8101 y AB9*A201 respectivamente. La

/at
mayoría de los alelos Bv'/ y cis AB también muestran un resultado posit¡vo en la reacción
ABO.8101 .

Aparece una banda específ¡ca para la HGH con una longitud de 434 bp como control interno.-

consultar también las observaciones espec¡ales en las hojas de tareas de los "kits" ABo-TypE y
ABO-TYPE variant.

4.6.3. Kit RH.TYPE
La determinac¡ón molecular de RHD estándar así como de algunas var¡antes RHD (haplotipos
RHD positivos en especímenes negativos para D serológ¡camente, D parcial) son realizados en
reaciones designadas de PCR.
Las preparaciones 1 y 2 son racciones de PCR Múltiplex para examinar 5 polimorfismos de RHD
(intrón 4 y 7 de RHD, exón 7, así como la detección específ¡ca de RHD (W16X) y RHDY). Esto
significa que, en contraste con todos los otros "kits" BAGene (excepto para la banda del control
interno) no sólo uno, sino también pueden aparecer dos amplicones en una reacción de pcR.
Para facil¡tar la evaluación, los cuadros respectivos están divididos cuando pueden aparecer dos
bandas posibles y tienen un fodo bicolor. Las longitudes de los fragmentos de los productos de
PCR y los polimorfismos están identificados también con un color específico según los cuadros
del patrón de reacción.

Ejemplo RHDY:

Preparación No l: Tienen que aparecer dos bandas específicas en el gel.
. Producto de PCR: 224 bp - identificación verde, patrón de reacción en cuadro con

+
Producto de PCR: '123 bp - identificación azul, patrón de reacc¡ón en cuadro fondo azulffi

o

Preparación No 2: Tienen que aparecer dos bandas específicas en el gel

Producto de PCR bp - identificación roja, patróI

T.ESPINOSA
utmtco

Ntr
DNr20544.967

PBoo

nc¡on en cua o

AN S R,L

ffiffi
U

9315 I of 12
SOCIO GERENIF

fondo verde..

\



Producto de PCR 390 bp - identificación verde, patrón de reacc¡ón en cuad

fondo verde
,il !

a

o

Las reacciones de PCR designadas se usan para la determinación genética molecular de
característ¡cas del locus del gen RHCE. Aparece una banda con una long¡tud de 434bp, específica
para la HGH como control interno. Excepctón: la reacción de PCR no 2 donde aparece una banda
control de 659bp (secuencia genómica del cromosoma l, 90 kbp 5' de la Caja Rhesus).
Si el patrón de reacción ¡ndica una categoría D, se puede realizar un examen posterior usando el
"kit" Partial D-TYPE para excluir mutac¡ones puntuales como una causa de estos resultados.

4.6.4. Kit Partial D-TYPE

Una banda perd¡da en la reacción N'4 puede indicar DFR (serología: positivo débil con anti-D) o
RHDY (en serología D negativo, hemi- u homozigoto). Si falta la información serológ¡ca, ta
confirmación o exclusión de RHDY se puede obtener usando el "kit" RH-TYPE. En presencia de
los tipos D débiles 41 y 45 puede ocurr¡r una reacción perdida de Ia mezcla 9. Las mutaciones de
secciones de intrón también pueden conducir a una reacción perdida en la mezcla N'8 ó L En
presencia del tipo D déb¡l 20 la reacción no 10 normalmente no muestra banda, pero a veces
aparece una banda débil.

Actualmente no es posible la d¡ferenciac¡ón genética molecular del RHD estándar de las variantes
de D: DCS, DFW, DlM, DNU. La consideración de los haplotipos es útil.

4.6.5. D Zygosity-TYPE
Para alelos RHD, que no pueden ser determ¡nados serológicamente (RhD neg.), puede suceder
una discrepancia entre los resultados de la prueba serológica y el genotipado. La detección
positiva de la CaJa Rhesus "Downstream" muestra la presencia de un alelo RHD (RHD pos.).
excepto RHDY homoz¡gotos y hemiz¡gotos respectivamente. La reacción aqui resultante es
negativa aunque un alelo RHD esté presente.

Además, el resultado con una Ca7-a Rhesus "Downstream" genéticamente modificada puede ser
también falsa negativa, aunque el especimen sea serológ¡camente D-positivo. Por tanto, con un
resultado positivo para D serológicamente y PCR positiva para la CaTa Rhesus Híbrida, el
resultado es "Dd." Es "DD" cuando es un resultado negativo de PCR para la Caja Rhesus Híbrida.
Debido al polimorfismo caracteristico de la CaTa Rhesus Híbrida de los africanos, puede
apararecer un resultado falso positivo en presencia de RHDY'y otro alelo RHD.

En el caso de una CaTa Rhesus Híbrida perdida en la población negra, los resultados para los

alelos RHDY y Cdes obtenidos usando RH-TYPE tiene que ser considerados. Otros alelos RHD
con antígeno D negativo no se pueden excluir con los "k¡ts" de pruebas disponibles actualmente.
Esto debe ser cons¡derado en la ¡nterpretación de los resultados. Sin embargo la incidencia de
estos alelos en la población blanca es bastante baja.

El ADN degradado puede producir resultados falsos negativos. Esto se puede observar por la
presencia ún¡ca de las bandas del control interno o por la ausencia completa de bandas

5. Avisos y Precauciones
EI Bromuro de Etidio es una sustancia mutagénica potente. iUsar guantes cuando se manejen
geles o soluciones que contengan EtBr! ¡Tenga en cuenta las instrucciones de uso, avisos y
precauciones del fabr¡cante! El transiluminador em¡te ondas muy cortas de luz UV que puede
causar quemaduras en piel y retina, ¡Usar una máscara de s
El material biológico que se utiliza para la extracción de AD OS, SE
deben tratar como pote almente infecciosos. Cuando
recomienda observar I d s medidas de seguridad (
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desechables durante la manipulación material biológ¡co y la realización de la prueba; desi
las manos cuando haya terminado la prueba).
EI material biológico se debe desactivar antes de desechar (por ejemplo en un autoclave)
materiales desechables se deben esterilizar o incinerar después de utilizarlos.
Los derrames de mater¡ales potencialmente infecciosos se deben eliminar inmediatamente con
papel absorbente y limpiar las zonas contaminadas con un desinfectante estándar adecuado o de
alcohol al 70%. Los materiales que se usan para limpiar derrames, incluyendo guantes, se deben
desactivar antes de desecharlos (p. ej. en una autoclave).
El desecho de todas las muestras, reactivos no usados y residuos se debe realizar de acuerdo a
las normas nacionales, autonómicas, provinciales y locales,
Las Hojas de Datos de Seguridad de Materiales (MSDS) se pueden descargar en el sitio Web:
vwwv. bao-he althcare.com
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6. Troubleshooting

rlr Cuando se usan equipamientos y materiales listados, la optimización de los parámefos de amplificac¡ón
se deberia buscar sólo como un último recurso. En la mayorÍa de ¡os casos, es posible evaluar la prueba
elim¡nando las bandas adicionales causadas por discrepancia en el tamaño.

7. Referencias
1. Green and Sambrook,2012. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. New York: Cold Spring
Harbour Laboratory

2. Beutler, E. et al., 1990. BioTechniques 9:166

Additional references see www.bao-healthcare.com
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ADN contaminado con ¡nhibidores de PCR Repet¡r exkacción de ADN,
probar d¡ferenles métodos

Concenkación de ADN demasiado
alta/demas¡ado baja

Cambiar concenlración del AON,
repetir extracción de ADN

No hay enzima
o concentración demasiado ba¡a

Repetir tipaje.
cambiár concentración del ADN

ADN de sanqre heparin¡zada Reoetir tipaie, sanqre EDTA o c¡fato

no amplilicación,
estándar de longitud vis¡ble

Parámetros de amplificación incorrectos optimizar los parametros de
amplificación (ver 4.3) i'(

fallo repetitivo en calles
aisladas (no conlrol de
amplif¡cación)

Agujero en los tubos de reacción;
pérdida de agua y cambio de
concentración durante la PCR

cerrar fuerte los tubos con los tapones

contamrnación con productos de
ampliflcación

Repetir tipaje,
asequrar func¡onamiento exacto

AON cootaminado con sales Repetir extracción de ADN,
probar dilerentes métodos
usar menos ADN

Concentración de enzima demasiado alla usar menos enztma

amplilicación inespecifica,
bandas adicionales,
{bandas adicionales de tamaño
¡ncorrecto deben ser olvidadas)

Parámetros de ampliflcación incorrectos opiimizar los parametros de
amplificacióo (ver 4.3) .t

La eva¡uación muestra más de
2 especiiicidades

Contaminación por arrastre
(productos de ampl¡ñcaciónl )

Nuevo alelo

comprobar mezclas de t¡pado
(AON no añadido)
asequrar func¡onamiento exacto

Ninguna o sólo bandas débiles
v¡sibles, estándar de longitud
invisible

t¡nción con EtBr demasiado débil

el fondo del gel tiene
demasiado brillo

la tinción fue duró demasido,
concentración de EtBr demasiado alta

sumergir el gel en H2O o TBE
disminu¡r la concenlrac¡ón de EtBr

bandas tlorrosas tampón de eleckoforesis demasjado
caliente o agotado, tampón de
electroforesis incorrecto,
mala polimerizac¡ón del qel

disminuir el voltaje
usar tampón TBE 0,5x

U
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OBAG
BAG He,lth Car. GmbH

Amtsg€richlsstraBe 1-5

35423 Licn/Germany

Tel.i +49(0)€,404/925-0 www bágt€allhcare.com
Fax: +49(0)64M/925.250 inio@bag-heathcare.com

ESPINOSA
imico
9315

8 SIMBOLOS UTILIZADOS EN EL RÓTULO

Fabr¡cante
BAG Health Care GmbH
AmtsgerichtsstraRe 1 -5
35423 Lich / Alemania

lmportador:
FELSAN S.R.L.
Estomba N" 288 - C.A. B.A
Argent¡na

D¡rector Técnico: Luis Espinosa
Consultas Técnicas: laborator¡o@felsan.com.ar / TEL: 01 1 4554-7990

PRODUCTO DE DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACIÓN
NACIONAL DE MEDICAI\¡ENTOS Y TECNOLOGÍA NIÉD|CA. Registro Nro pM-1544-7

Manual de instrucciones en otros ¡diomas:
http://www.bag-healthcare.com
http://service.bag-healthcare.com
or phone: +49 (0)6404-925-125

Aultr¿gsánnahmelorderirg;

Tel : +49(0)6404/925-450

Far *a9(0)640a1925 a60

veAauf @ba!-hea lhcar€.com

Cu6tom€r Serv¡ce:

fel.r *49 (0)6404 / !25 125

Far 49 (0)6404/s25-421

service@ba!-healllrcare.com

FE LS

T Condic¡ones de conservac¡ón. Rango de
Temperatura

,y Temperatura de almacenamiento / Límite inferior de
temperatura

E Fecha de vencimiento

Consulte las instrucciones de uso/Manual de
instrucciones

Contiene suf¡c¡ente para n unidades de análisis

rd Establecim¡ento elaborador

@ Para uso diagnóstico in vitro

Número de catálogo
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^o¿ te
lnstrucc¡ones de uso

Happy Taq
M

CE

REF 70s76

Contenido:50 pl Taq Polimerasa, lista para usar
250 unidades (5 unidades/¡rl)

Especificaciones: Enzima recombinante termoestable
5' ) 3' ADN polimerasa 5' ) 3' actividad exonucleasa

No posee actividad exonucleasa 3') 5' La enzima agrega nucleóticos al
extremo 3'-del ADN (exclusivamente adenosina)

Almacenamiento: s -20'C

Aplicación: Para uso con Kit HISTO TYPE y kits BAGene de BAG Health
Care GmbH.

Para el procedim¡ento de prueba e información adicional, ver
información de uso de kits HISTO TYPE SSP y BAGene SSP.

on: 3/2017 / lssue 2017

Fab¡icante:
BAG HEalth Care GmbH
AmtsgerichtsstraBe l-5
35421 Lich i Alemania

Importador:
FELSAN S,R.L,
Estomba N" 288 - C.A.ts.A
Argentina

D¡rector Técnico: Luis Espinosa
Consultas Técnicas: Iabo¡atorio@felsan.com.ar / TEL: 0ll 4554-7990

PRODUCTO DE DIAGNoSTICo DE USo IN VITRo AUToRIZADo PoR LA ADMINI§TRACIÓN
NACIONAL DE MEDTCAMENTOS y TECNOLOGíA MÉDtCA. Regisrro No: pM-1544-7

o

t

rvrw.bag-h6állhcar€.con

inh@bag.healllrcare.com

L. ESPINOSA

Sign¡f¡cado de los sÍmbolos ut¡lizados en el rótulo

I Fecha de vencimiento
LE]

Consulte las instrucciones de
uso/Manual de instrucciones

ll
4

Temperatura mf nima de
conservación d Establecimiento elaborador

LOT Nro de Lote

IVD
Producto para diagnóstico de uso

in vitro

-450

i 925-460 *49t0)
f0)*49(0)6404

Fax +¿9(0)

verkaú@bag-

Lic ANDRES SANT

r\5t1

OBAG
8AG Health Cers GmbH

AmlsgerichlsslraBe !5
35423 Lich/6ermany

Tel.: *49

Fax: *49
/925,0

tul. 931 5

SOCIO GEñENI!
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lnstrucclones de ueo

Happy Taq CE

o

o

IVD

REF 70976

Contenido:50 pl Taq Polimerasa, lista para usar
250 unidades (5 unidades/pl)

Especificaciones: Enzima recombinante termoestable
5' ) 3' ADN polimerasa 5' ) 3' actividad exonucleasa

No posee actividad exonucleasa 3') 5'La enzima agrega nucleóticos al
extremo 3'-del ADN (exclusivamente adenosina)

Almacenamiento: s -20"C

Aplicación: Para uso con Kit HISTO TYPE y kits BAGene de BAG Health
Care GmbH.

Para el procedimiento de prueba e información adicional, ver
información de uso de kits HISTO TYPE SSP y BAGene SSp.

S¡gnificado de los simbolos util¡zados en el rótulo

E
Fecha de vencimiento

I Consulte las ¡nstrucciones de
uso/Manual de instrucciones

lv
4 Temperatura mín¡ma de

conservación d Establecimiento elaborador

LOT Nro de Lote

IVD
Producto para diagnóstico de uso

in vitro

Version: 3/2017 / lssue: 2017-08

Fabricante:
BAG Health Ca¡e CmbH
AmtsgerichtsstraBe I -5
35423 Lich / Alemania

Director Técn ico: Luis Espinosa
Consultas Técnicas: laboratorio@f'elsan.com.ar / TEL: 0l I 4554-7990

PRODUCTO DE DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO AUTORIZADO POR LA ADMINISTRACIÓN
NACIONAL DE MEDICAMENTOS Y TECNOLOCÍA MÉDICA. RCSiStTO N': PM-1544-7

Tel. | *49 (0) 6404 / 925 - 0 wwl ,.b¡g.heallhcare.com
t925.125

LIc ANDRES SA
aq44 1.

lO

I
§

N

0

1925 460

450 Te:fe r*49(0)
Fax:+49OBAG

BAG Heallh Ca.e GmbH

AmtsgerichlsstraB€ 1-5

35423 Lich/Germáoy Faxi{9(0) 250 @ba!,heallhcarc com

DNI?
l!

421

lmportador:
FELSAN S.R.L.
Eslomba N' 288 - C.A.B.A.
Argentina

W
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Tel.: +49 (0) 6404 / 925 - 0 www.b¡0-heBllhcare.com

lnstrucciones de uso

Happy Taq
IVD

ba9'he¿ thcare com

Tel.r+49(0)

/925-460

CE
-

fel *49(0) - 125

PF Io
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REF 70s76

Contenido:50 pl Taq Polimerasa, lista para usar
250 unidades (5 unidades/trrl)

Especificaciones: Enzima recombinante termoestable
5' ) 3' ADN polimerasa 5' ) 3' actividad exonucleasa

No posee actividad exonucleasa 3') 5'La enzrma agrega nucleóticos al
extremo 3'-del ADN (exclus¡vamente adenosina)

Almacenamiento: < -20"C

Aplicación: Para uso con Kit HISTO TYPE y kits BAGene de BAG Health
Care GmbH.

Para el procedimiento de prueba e información adicional, ver
información de uso de kits HISTO TYPE SSP y BAGene SSP.

Significado de los simbolos utilizados en el rótulo

E
Fecha de vencimiento

I"
Consulte las instrucciones de
uso/Manual de inskucciones

IV

4
Temperatura mínima de

conservación IT Establecimiento elaborador

LOT Nro de Lote

IVD
Producto para d¡agnóstico de uso

in vitro

¡on: 3/2017 / lssue: 2017-0

Fabricante:
BAC Health Care GmbH
AmtsgerichtsstrafJe l-5
35423 Lich / Alemania

lmportado¡:
FELSAN S.R.L.
Estomba N'288 - C.A.B.A
Argentina

Director Técnico: Luis Espinosa
Consultas Técnicas: laboratorio@felsan.com.a¡ / TEL: 0l I 4554-7990

pRoDUCTo DE DIAGNosrtco DE uso lN vtrRo AUToRTzADo poR I-¡ aoMIl'¡lsrRAclóN
NACIONAL DE MEDICAMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA. REgiSITO N"; PM.I544.7
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Rare-TYPE
BAGene product l¡ne

BAGHTnLTH

lnno t

@ (( 605R42

lnEE ooss fE rzzoro I 2020-02

Worksheet

R6¿ktions-Nr. / Feac0'o,¡ no. 2 3 4 5 6 7 I 11 12 13 14 't5 16

FCRfrodukt (Gró0e ¡n bp)
PCR otoduct (siza in bol 170 121 118 1'19 128 128 130 138 210 192 170 170 168 '169

Rare-Msrkmale
KEL'03 KEL'04 KEL'06 KEL'07 0r01 Dt'02 LU'01 LU'02 DO^01 DO.02 co,01 co,02 rf'!2

KEL'02.03 Kp(a+)

KELr0?.04 Kp(b+)

KELr02.06 Js(a+)

KEL'02.07 Js(b+)

I
or0t Di(a+)

or02 Di(b+)

e
E

LU"Ol L!(a+)

LU-02 LLr(b+)

E

E

DO'01 Do(a+)

DO^02 Do(ba)

9
co.01.01 Co(a+)

co'02 co(b+)

YT'01 Yi(a+)

YTr02 Yt(b+)

Reakt¡onen / Rsact/ons f+/.1

Ergebnis / Resu/f

Mixe 4 und 6 konnten rrur mit synthetischer ONA negalv getestet werden / lv4ixes 4 and 6 could be tested negative wilh synthotic DñA only

Mixe 7, 8 und I reagieren manchmal schwach pos¡tiv / Mix 7, I and I react somel¡mes weak pos¡tive

B€ispi€l Eiého Kurzan¡eitung / P/gaso seo s/¡o¡f ¡nstuclions for examp¡es

Proben-lD / Samp/6 /A

Name / Nam€

Geb.-Oalum I Delo of b¡tlh:

Eroébñis / Res.//l:

Oalt)m I Date

Uñtorschrift / S/gralu,?l

o

o

N S,X,U
DRÉS

Aelbild / Gel p¡cture:

SPINOSA

N b

BAG Hlallh Carc GmoH

Am$gorrchtstr¿Bs r-5

35423 Lrch/Germany

T3r +49(0)6404/925'0
Far ¡9f016404r925-250

r¡/w.b.10-hea thca¡e.c0m

inlo@bag h€allhcár3 com

Aufl €gsannanm€/ordi¿ng:
Itl 1.19(016404/925-450

Fax +49(0)640¡/925 460

verkaul@bag-iearhcare corn

Cuslomor SerYi.o:

Tei +49 t0)6404/9?5- r25

F¿¡ +49(0)6¡04/925-421

§¡,vca(,Uap-hedÍrc¡re.com
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HNA-TYPE
BAGene product l¡ne

BAGHTnLTH
tut.l

lO

=
\
)r- I a

§

o

o

PB{)D

((

REF 66701 ÍIl tztzota E 2020-02

WORKSHEET
Beispiel si€he Kur¿an¡eitung / P/sase see shg¡f inslructions Íor exa¡nples
Mix 1 zeigt manchmal eine schwache Reaktion I Mix 1 shows sornal¡mas a weak rcaction

Mix 7 zeigt manchmaleine schwách6 unspez¡fische Reaktion / M/x 7 shows somotimes a weak un§pecilic ¡eacton

Reaküons-Nr. / Reactfon no. 1 2 3 4 6 7 I 't0

PCR-Produkt (GróBe in bp)
PCR producl (sizo in bp)

141 't 55 1S1 214 210 2',14 249 249 245 245

*HNA.Epitops

"HNA apitopcs
HNAIb
HNAId

HNA3e
HNA3a HNA3b HNA4b HNA5a HNA5b

Primer-Position
'233C .4517 ,455A '230G '2304 ^2372G '2372C

FCGR3B'01

FCGR3B'02

FCGR3B'03

sLc44A2'03 / SLC44A2'01

sLc44A2'01

sLc44A2'02

ITGAM'O,I

ITGAM'02

ITGAL'OI

ITGAL'02

Reaküonen / Reacfions [+/-l

Ergebnis I Resulf

P¡oben)O I Sample lD:

Name / Namei

Geb,"Dal'Jtn I Dals of b¡¡'th:

Ergebnis / Resr/t

oatum / Dalel

Unterschrift / Sigralu¡e

Achtung / Attention: Neue HNA Nomenklatur / New HNA nomenclature
Pon al

Flesch et al. Update on the nomenclature of human neutrophil ant¡gens and alleles. franslusion Volume 00, lv4arch 2016

" Achtung i Attention: Die SSP-Methode ermóg!icht eine Typlsierung der Allele, jedoch keine direkte Bestimmung der Epitope
The SSP method enables the typing of the alleles, but not the direct determination ol the epitopes.

Gelb'tld I Gel picture

SP}FIOUER

93

I

I

8AG Ho8llh Caro Cm¡H

AmtsqerchlsslraBe l-5
35423 Lch/Gsrmany

l€r..ú9(0)5404/925-0
Fa{ }49(0)5¡04/925-250

www.b¿0-healllrc¿re com

rnloOoag-isalihcare.com

Aünratsann¡hl¡c/0rder¡ng:

Te. ¡§10)6a0a/925-450
Fa.x é9(0)6404/925.460
verk¿ul@ba! fu allhc¿re com

TeL. ]49 (0)6404/9?5' r25

Fax''¡!(0)6404/925'421

servrce@Da!-heallhcare com
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Número: 
 

 
Referencia: 1-47-3110-6607/18-2

 

CERTIFICADO DE AUTORIZACIÓN E INSCRIPCIÓN

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

 

Expediente nº 1-47-3110-6607/18-2

 

La Administración Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT) certifica que de 
acuerdo con lo solicitado por FELSAN S.R.L., se autoriza la inscripción en el Registro Nacional de Productores y 
Productos de Tecnología Médica (RPPTM), de un nuevo producto para diagnóstico de uso in vitro con los 
siguientes datos característicos:

Nombre Comercial: 1) BAGene Rare – TYPE (ref. 6653); 2) BAGene HNA – TYPE (ref. 66701); 3) Happy 
Taq (ref. 70976).

Indicación de uso: 1) KITS DE PRUEBA PARA LA DETERMINACIÓN DE GRUPOS SANGUÍNEOS 
RAROS, EL KIT DETERMINA LOS SIGUIENTES ALELOS: KEL *02.03, KEL *02.04, KEL *02.06, KEL 
*02.07, DI*01, DI*02, LU*01, LU*02, DO*01, DO*02, CO*01.01, CO*02, YT*01, YT*02, Vel- y Vel+; 2)  
KITS DE PRUEBA PARA LA DETERMINACIÓN DE LOS SIGUIENTES ALELOS: HNA 1a/b/c, 3a/b, 4a/bw, 
5a/bw; 3) ENZIMA RECOMBINANTE TERMOESTABLE.

Forma de presentación: 1) y 2) Envases por 10 (diez) determinaciones, conteniendo: PCR PLATE (10 unidades), 
PCR Buffer 10x (1 vial x 1,1 ml),

 

PCR CAP (2 x 12 unidades); 3) 1 vial x 50 µl.



Período de vida útil y condición de conservación: 1) y 2) 24 (VEINTICUATRO) meses, desde la fecha de 

elaboración conservado a ≤ -20ºC; 3) 18 (DIECIOCHO) meses, desde la fecha de elaboración 
conservado a ≤ -20ºC.

Nombre y dirección del fabricante: BAG Health Care GmbH. Amtsgerichtsstrasse 1-5. 35423 Lich. 
(ALEMANIA).

Condición de Venta/Categoría: venta a Laboratorios de análisis clínicos. USO PROFESIONAL EXCLUSIVO

 

Se extiende el presente Certificado de Autorización e Inscripción del PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO USO 
IN VITRO PM-1544-7.

Expediente Nº 1-47-3110-6607/18-2

AM
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