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Disposicion

Numero: DI-2019-8369-APN-ANMAT#MSYDS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 10 de Octubre de 2019

Referencia: 1-47-3110-1713-17-4

VISTO el expediente N°  1-47-3110-1713-17-4 del Registro de la Administracion Nacional de

Medicamentos Alimentos y Tecnologia Médica y,

CONSIDERANDO:

Que por:‘ los presentes actuados la firma HEMOMEDICA S.R.L. solicita autorizacion para

la venta a

laboratorios de andlisis clinicos de los Productos para diagndstico de uso in vitro denominados: 1)
PRECISE TYPE BEADCHIP TEST - HEA: 2) PRECISE. TYPE BEADCHIP KIT - HEA; 3) ARRAY

IMAGIN SYSTEM (AIS) — AIS 400 C; 4) ARRAY IMAGIN SYSTEM (AIS) - AIS 400 ; 5) HPA

BEADCHIP™ KIT; 6) RHD BEADCHIP™ KIT; 7) RhCE BEADCHIPT™ KIT.

Que en el expediente de referencia consta el informe técnico gue establece que los productos

etnen las

condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion y que se debera comunicar por nota al Servicio de
Productos para Diagnostico la primera importacion de los productos de referencia con el objetivo de

efectuar la evaluacion del primer lote en el pais.

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen la Ley N° 16.463, Resolucion Ministerial N°

145/98 y,Disposicion ANMAT N° 2674/99.
Que el Instituto Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencion de su competencia.
Que corrésponde autorizar la inscripcion en el RPPTM de los productos médicos objetos de la soli

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos N® 149(
modificatorios.
i

Por ello;

. EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE

citud.

/92 y sus




MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA

DISPONE:

ARTICULO 1°- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos d'e
Tecnologia Médica (RPPTM) de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica (ANMAT) de los productos médicos para diagnéstico de uso in vitro: 1) PREGISE TYPE
BEADCHIP TEST - HEA; 2) PRECISE TYPE BEADCHIP KIT - HEA; 3) ARRAY IMAGINN SYSTEM
(AIS) — AIS 400 C; 4) ARRAY IMAGIN SYSTEM (AIS) — AIS 400 D; 5) HPA BEADCHIPIM KIT; 6)

RHD BEADCHIP™ KIT; 7) RhCE BEADCHIP™ KIT, de acuerdo con lo solicitado por la firma
HEMOMEDICA S.R.L, con los Datos Caracteristicos que figuran al pie de la presente.

ARTICULO 2°.- Autorizase los textos de los proyectos de rotulo/s y de instrucciones de uso que obran en
documento N° [F-2019-751 36525-APN-DNPM#ANMAT. :

ARTICULO 3°- En los rétulos ¢ instrucciones de uso autorizados deberd figurar la leyenda “/Autorizado
por la ANMAT PM-1049-58”, con exclusién de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase el Certificado de Autorizacion e Inscripeion en el RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°- Registrese. Inscribase en el Registro Nacional de Productores y Productos deTecnologia
Meédica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado,|haciéndole
entrega de la presente Disposicion, conjuntamente con rotulos ¢ instrucciones de uso autorizados y el .
Certificado mencionado en el articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacién Técnica a 1os
fines de confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre comercial: 1) PRECISE TYPE BEADCHIP TEST - HEA; 2) PRECISE TYPE BEADGHIP KIT -
HEA; 3) ARRAY IMAGIN SYSTEM (AIS) - AIS 400 C; 4) ARRAY IMAGIN SYSTEM (AIS)— AIS

400 D; 5) HPA BEADCHIP™ KIT; 6) RHD BEADCHIP™ KIT; 7) RhCE BEADCHIPT™M KIT.

Indicacion de uso: ENSAYOS CUALITATIVOS DISENADOS PARA LA DETERMINACION
MOLECULAR DE DIFERENTES ANTIGENOS EN HEMATIES, ASOCIADOS A VARIANTES
FENOTIPICAS CLINICAMENTE SIGNIFICATIVAS.

Forma de presentacién; envases por 96 determinaciones, conteniendo:

Mezcla para PCR HEA 1.2 (2 x 900 pl), Clean-up Reagent (1 x 330 pl), Lambda Exonuclease (1| x 330 pl),
eMAP Elongation Mix (2 x 600 pl), HotStarTag DNA Polymerase (1 x 155 wl), Control negativg (1 x 1000
ul), 12 bandejas x 8 matrices de BeadChip o 1 bandejas x 96 matrices de BeadChip; 2) Envases
conteniendo: BeadCheck HEA Ref-pA y BeadCheck HEA Ref-pB; 3) No aplica; 4) No aplica; 5) Envases
por 96 determinaciones, conteniendo: Mezcla para PCR HPA eMAP (2 x 900 ul), Clean-up Réagent (1x
330 pl), Lambda Exonuclease (1 x 330 ul), eMAP Elongation Mix (2 x 600 pl), HotStarTag DNA
Polymerase (1 x 155 ul), Control negativo (1 x 1000 pl), 12 bandejas x 8 matrices de BeadChip; 6) Envases
por 48 determinaciones, conteniendo: Mezcla para PCR RHD eMAP (1 x 900 pl), HotStafTaq DNA
Polymerase (1 x 155 pl), Clean-up Reagent (1 x 330 pl), Lambda Exonuclease (1 x 330 pl), eMAP
Elongation Mix (1 x 600 pl), Control negativo (1 x 1000 pl), 6 bandejas x 8 matricesde BeadChip; 7)
Envases por 48 determinaciones, conteniendo: Mezcla para PCR RHCE eMAP (1 x 900 pl), HotStarTaq




|

DNA Polymerase (1 x 155 ul), Clean-up Reagent (1 x 330 ul), Lambda Exonuclease (1 x 330 ul),eMAP

Elongation Mix (1 x 600 ul}, Control negativo (1 x 1000 pl), 6 bandejas x 8 matrices de BeadChip.

Periodo /de vida atil y condicion de conservacién: 1) y 2) VEINTICINCO (25) meses desde la fecha de
elaboracion, conservado entre -20 y 80 °C; 3) No aplica; 4) No aplica; 5) DIECIOCHO (18) meses desde la
fecha dé elaboracién, conservado entre -20 y -80 °C; 6) y 7) NUEVE (9) meses desde la fecha de

elaboraci6n, conservado entre -20 y -80 °C.

Nombre! y direccion del fabricante: 1) a 4) IMMUCOR Medizinische Diagnostik GmbH, RobertBosch-
StraPe 32. 63303 Dreieich. (ALEMANIA), 5) a 7) BIOARRAY SOLUTIONS LIMITED, 35 Technology

Dr Ste ]!tOO. Warren, NJ 07059. (USA).

Condicién de Venta/Categoria: venta a Laboratorios de analisis clinicos.
EXCLUSIVO

Expediente N° 1-47-3110-1713-17-4
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' Proyecto de Rotulo

PreciseYype
PreciseType BeadChip™ Test | HEA

Reagents '] |
‘ >
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! Proyecto de Rétulo

VD

PreciseType HEA BeadCheck® Kit
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ROTULOS INTERNOS Y EXTERNOS DE ORIGEN DEL
Kit RHD BeadChip
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RHCE BeadChip™ Kit
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RHCE BeadChip™ Kit

(1} Clman-up Reagemt
{3} Lembda Exonutdemse
{31 £MAP ¥ Elongation
Mix

WJ& -IUC; i’ -

ce [mf

entar® Elongation Mix

00 2 §
soo-omies ‘1 H
sl 77 4
gvovvaamoe V¥

wi Buseeat Soutions Lid

RHCE eMAF PCR Mix
— 800 [ -t
= woomts ‘

L0T] XX-XHRX
B yYvrsmop ”
i DebArtay Solions i

Ba UREITH R ©

8 YYYY-MM-DD

800-10206-48

m 800-10281
XX-XXXX

8 YYYY-MM-DD

ivD

4

@ 800-10206-48 ‘g
J 800-10280 é
{1} RHCE evas ® PCR MIX
{1} HotSiorTag ONA XA-XXKX 2
Polymprase ¥ ?_ .
{2} Neg#tive Coniral z

sy

HotSiarTag DNA Pot'ymera!e@

EF; 800- 10242 m‘
FoY] x-xxx T,

& rervaamon
il Botey Sondent L1g

kS
ovt

P (010750 %,

Lembdz Exonucitase
20
@ AX-1X2

F YYW-MM~DDY\I:’ZQ
wl Soneay setuovs o

Fai 10000211 Riv B

PIM 180-10303 Rev. B

ROTULOS INTERN!

EXTERNOS DE ORIGEN

Kit RHCE Bead(
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ROTULOS INTERNOS Y EXTERNOS DE ORIGEN DEL
Kit HPA BeadChip

HPA BeadChip™ Kit
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Proyecto de Rotulo

AlS 400D
&G J HEFP
BioArray Solutions, Ltd. Immucor Medizinische Diagnostik GmbH
J 35 Technology Drive Adam-Opel-Strasse 26 A
Warren, Ni 07059 USA 63322 Rodermark, Germany

T3]  [rEF] 7902001

')?(C € [IvD %

l _ P/N 150-20408 Rev. A

AYYYY-MM-DD
5 XXXXXX

PN 190-00260 Rev. C

75 %'-‘36525-APN-DNPM#ANMAT

Pagina 6 de 174




BioArray Solutions, itd & ner
B B Technotogy Or. _ 1 tmmucor Medizinische Disgnostik GnibH
Warren, NJ USA Adam-Opel-Strasse 26 A ‘
Lrpis 1) 63322 Rodermark, Germany
REF| 790-20006
| )
P> s |
il
- l . PIN 190-20183 Rev A
- _ S - - SR SR i

AYYYY-MM-DD;
2 XXXXXX

P/N 190-00260 R

HEMOMEDICA S.R.L.
GUSTAVO A REINOSO
Bocio Gerente

IF-2019-75136525-APN-DNPM#ANMAT

Pagina 7 de 174




'SOBREROTULO

Importado por:
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I INTRODUCCION
A, Uso indicado
El kit de andlisis molecular PreciseType HEA BeadChip consiste en un analisis diagnostico in vitro
previsto para la determinacion molecular de las variantes alélicas que predicen los fenotipos de
antigenos eritrocitarios en los sistemas de grupos sanguineos' Rh (C [RH2], ¢ [RH4], € {RH3), e
{RHS5], V [RH10} V8 [RH20]); Kell (K{KEL1], k [KEL2], Kpa [KEL3], Kpb [KEL4]}, Jsa [KELG], Jsb
[KEL7]); Duffy (Fya [FY1], Fyb [FY2], GATA[FY-2], Fyx [FY2W}), Kidd {Jka [JK1], Jkb [JK2)),
MNS (M [MNS1], N [MNS2L S [MNS3], s [MNS4], Uvar IMNS-3,5W], Uneg {MNS-3,-4.-5]},
Lutheran (Lua {LU1}, Lub [LU2]}, Dombrock {Doa [DO1}, Dob [DO2], Hy {DO4]. Joa [DOS]),
Landsteiner-Wiener {LWa [LW5], LWb [LW7]), Diego (Dia [Di1], Dib [Di2]), Colton {Coa
[CO1],Cob [COZ]J) y Scianna (8c1{SC1]. Sc2[SC2}) en el ADN gendmico humano. El analisis
detecta, asimismo, la mutacién HbS en el gen de fa globina beta. Los resuitados de la deteccion
de esta mutacién no se prasentan con fines de diangdstico de enfermedadas drepancciticas. Sin
embargo, permiten identificar unidades adecuadas en pacientes selectos, por ejemplo, en
aquellos que presentan enfermedades drepanociticas y neonatos.

B. Resumen del analisis

E| Analisis molecular PreciseType HEA BeadChip recurre ala tecnologia del Andlisis Multiplex de
Polimorfismos por Elongacion (eMAP“') a fin de identificar la presencia o ausencia de los alelos
seleccionados que se asocian con un fenotipo dado. Luego de la amplificacion multiplex de la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y tras el procesamiento posterior a la PCR con el
reactivo de limpieza y con la exonucleasa lambda, las cadenas simples de ADN se incuban en ia
matriz BeadChip, lo que les permite anillarse con las sondas especificas de cada grupo
sanguineo. La concordancia exacta entre el extremno 3’ de 1a sonda y el ADN anillado produce la
subsiguiente reaccion de elongacién en la que la sonda se extenderd mediante la incorporacion !

Analisis molecular PreciseType HEA BeadChip l 180-20210-LA Rev. C } Octubre de 2016

de moléculas de dNTP marcadas por fluorescencia. De no haber concordancia exacta, no Ocurrita
fa elongacién, Los productos de ia elongacion de los alelos Ay B se detectan en simullaneo
mediante ia imaginologia de la totalidad de la matriz.

En este método, cada sonda se une con un enlace covalente a un tipo de microesfera detectableg
mediante método aspectroscdpico. Una genoteca de tipos de microesferas individuales contiene
todas las sondas de interés. La genoteca se inmoviliza en la matriz BeadChip, lo que permite la
deteccion simultanea de los polimorfismos de interés.

La lectura de BeadChips se realiza con el sistema BioArray Array Imaging System™ {AIS™ 400)
y se recurre al software BioArray Solutions Information System (BASIS'“) para la interpretacion,
el analisis y ka elaboracién de informes de los resultados del analisis, El sistema AlS captura la
sefial fluorescente de las microesferas individuales en una imagen de la totalidad de la matriz a fin
i de determinar la identidad de ia microesfera segln su color y su posicion en tal matriz. Tambien

i o ta sefial, el coeficients de varianza y |z desviacion estandar de las

\kmmmrw(‘m
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En el analisis se han incorparado las mutaciones de las que tiene certeza que praducen el

. ausencia total de ellas [1]. Una vez que se produce un aloanticuerpo, se genera la inmunizacion de

g
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A continuacion, el software BASIS importa los datos sin procesar referidos a la intensidad, evalia la
validez de los controles internos y, por Gltimo, genera os resutados del analisis.

silenciamiento {ausencia de expresidn) de los antigenos Duffy (Fyb) {FY2]y MNS (S) [MNS3}.
C. Descripcion del producto

Los antigenos de grupos sanguineos eritrocitarios humanos (los marcadoras de superficie que se
encuentran en la membrana de los glébulos rojos) son proteinas polimérficas hereditarias. Siun
paciente con antigenos negativos recibe sangre de un dador con antigenos positivos, podria
producirse una respuesta inmunitaria (aloinmunizacion), en la que el sistema inmunitario del
receptor de sangre desarrofla anticuerpos que pueden atacar y rechazar los gldbulos rojos del
donante. Estas repuestas varian en su grado de severidad desde inmediatas y severas hasta una

por vida, aun cuando ef anticuerpo no sea detectable. En ciertas afecciones que requieren terapia
de transfusion de sangre frecuente y crénica, como la anemia falciforme, fa anemia hemolitica
autoinmune y la anemia aplasica, aumentan las posibilidades de la aparicién de un producto de
aioanticuerpo. En tales casos, los estudios demuestran la utifidad de reforzar la caracterizacion de
fenotipos serologicos con analisis de ADN a fin de identificar Ia presencia de antigenos de grupos
sanguineos {2)[3].

E! tratamiento perinatal o postnatal de ta enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido
{HDFN) puede complementarse con la idenfificacion de los antigenos eritrocitarios humanos.
La incompatibilidad menor de grupos sanguineos se evidencia en aproximadamente @l 0,8 %
de las ambarazadas y puede estar asociada con los grupos Kell, Kidd o Duffy (entre otros}).
ta enfermedad anti-K puede ser severa a causa de hemdlisis o supresion eritroide [4][5].

Et Comité de la Sociedad Internacional para la Transfusién dé Sangre (ISBT) conformado para la
Terminclogia sobre Antigenos de Superficie de Eritrocitos se dedica a mantener y actualizar una
base de datos de alelos conocidos para 35 sistemas de grupos sanguineos. Ofrece informacion
referida a la prevalencia y la importancia de los alelos en una poblacion panétnica, al iguat que
datos sobre estandares para nomenclatura y terminolagia en la medicina transfusional [6].

En ! analisis molecular PreciseType HEA BeadChip se incluyen veinticuatro polimorfismos
asociados con 35 antigenos eritrocitarios humanos {Human Erythrocyte Antigens) y se enumeran
en la tabla a continuacion {Tabla 1} [7]. Asimismo se incluye un polimorfismo en el gen de la
globina beta asociado con hemoglobinopatias (HbS). Si bien resultados de la deteccion de

esta mutacién no se presentan con fines de diangéstico de enfermedades drepanociticas.

Sin embargo, permiten identificar unidades adecuadas en pacientes selectos, por efemplo,

en aguellos que presentan enfermedades drepanociticas y neonatos. (Las unidades que arrojan
un resultado positivo del rasgo no se utilizan para trasfundir a estas poblaciones de pacientes). [8]

’ﬂ
L
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Tabla 1: Marcadares genéticos para antigenos de eritrocitos en el analisis PreciseType HEA

" Sistema de

grupo
sanguineo
Rh

Analito

Polimorfismo

Fenotipo de ISBT

Genotipo de 1SBT

A

307 C>T
oC RH4, RH2 RHCE*4, RHCE®2
109 Ins
elE 676 G>C RHS, RH3 RHCE"5, RHCE"3
RHCE*01.20.01,
vs 733 C>G, RH20 RHCE01.20.02,
1006 G>T RHCE*01.20.04,
v _ RH10 RHCE"01.20.05
i K/ 698 T>C KEL1, KEL2 KEL*01, KEL*02
Kell Js®s® 1810 C>T KELS, KEL? KEL*06, KEL*07
Kp'ip® 961 T>C KEL3, KELS KEL*03, KEL*04
Fy Fy® 125 G>A FY1,FY2 FY*01, FY*02
GATA
Duffy (Sitenciamiento 67 T>C** FY-2 FY*02N.01
de FY)
Fy'{Fy(b+™)] 265 C>T FYaw FY*02M
Kidd KK 838 G>A JK1, JK2 JK01, JK*02 |
MIN 59 C>T MNS1, MNS2 GYPA®01, GYPA®02
Sts 143 T>C MNS3, MNS4 GYPB'03, GYPB"04
MNS .
GYPB'03N.010
Silendlamiento 20T MNS-3, 5W, GYPB03N.02
MNS-3,-4,-5 GYPB'03N.03 0
Uvar,
(Uvar, Uneg) InS g>t GYPB03N.04
- Lutheran Luy® 230 A>G LU, 2 Luo1, LU'02
- Do*/Dc” 793 A>G 001, DOZ DO*01, DO%02
Combrock Hy+/Hy- 323G>T DO4 DO 04
Jo(a+)lJo(a-} 350 C>T Dos DO*05
Landsteiner- " . N ;
Wianer LwiLw® 308 A>G LWS, LW7 LW05, LW*07
Diego oot 2561 C>T D12, DI D102, DI*o1
Colton - Co%Ca® 134 T co1, Co2 €001, CO*02
Scianna Sc1/Sc2 169 G>A SC1, 8C2 SC*01, 5C*02
* La mutacién GAT, se indi [ se ha infarmado previamente como -33 y -46 (ISBT Working Party}(9).
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il CONTENIDO DEL KIT BEADCHIP, EQUIPO E INSUMQS REQUERIDOS
A. Contenido del kit PreciseType HEA
Numero de pieza Descripcion Cantidad *
800-00194 HEA 1.2 PCR Mix 2 x 900 ul
80000191 - Clean-up Reagent - 1 %330 pl.
800-00195 Lambda Exonuclease 1x330pL
800-00193 - sMAP_ Elongation Mix : . 2x600pL -
800-10242 HoiStarTag® DNA Polymerase 1x 155 pi
800-00287 Control negativo®™ ot 1 x 1000 pL
830-00056 HEA B-BeadChip™ Carriar 12 portadores x 8 matrices
o o BeadChip
830-00055 HEA 96-BeadChip™ Carrier o
1 portador x 96 matrices BeadChip
800-20100 Andlisis PreciseType BeadChip | P P
HEA Data CO

indicada.
** Agua grado PCR ~ Control de ausencia de DNA

* Los reactivos liquidos se han sobrellenado para garantizar que se recupere la totahdad de la cantidad

B. Equipo requerido

Descripcion Numero de catalogo
Sistema para Imaginologla de Matriz {Array Imaging System) AIS 400 !,%'3233%790'20006'
Congelador que no necesita descongelarse (conge!ador capaz de mantener - :
temparaturas de -20 °C o inferiores) i
Homa de hibridacion {incubacion) (Boekel InSlide Qui™) {Boekel) 241000
Refrigerador (capaz de mantener temperaturas deentre 2'C v 8 °C) -

. . . " (Applied Biosystems})

Termociclador {Applied Biosystems Veriti® Dx) 4452300 8

C. Equlpo recomendado

Descripcion Numero de catalogo®
Crioblogue (se recomienda Denville o equivalente) {Denville) R6670
Centrifuga para microplacas {se recomienda Eppendorf Modelo 5430 o {Fisher) 05-400-017
equivatente) .
Gradillas para tubos de PCR (se recomienda Fisher Scientific o equwaleme) {Fisher) 05-541-50
Campana para estacién de trabajo PCR con luz UV (se remmienda CcBS {CBS Scientific) -
Sclentific o equivalente) P-030-02
:;2‘:;3:; g;ﬁ':éi:g;”g;‘?:g')scs{‘y Vol. esperado Exacl'rtud Precision
10 L (se recomienda Fisherbrand® o 0.5 plL £12% | <8% || (Fisher)21-377-825
equivalente) 10 pL 2.4 % <1,6 %
:;F::;z:: g;e;';’g;’;g;”gﬁf:g')p?; Vo, esperado] Exactitud | Precision S _
50 pL (se recomienda Fisherbrand® o 5 pt 250% | <2 0/;’ (Fisher) 21-377-827
aquivalente) - S0 uL $1.5% | <07% el B )
Pipetas de precisidn {canal lnico) con o] Exacti Pracisi
capacidad de dispensar entre 0.5 pL v Vol.oe;peia 2 :28 cstlf,;'d :e:cgs:;m (Fisher) 13-684-250
10 pL (se recomienda Eppendorf o el == L
equivalente) 10J.IL 1 % <04 %
s;%‘:;z:: ;ere;f;g’:‘é:zar:‘in;cg{]?: Vol. esperado| Exactitud | Precision :
100 L (se recomienda Eppendorro 10 pt +30% | <1,0% 1| (Fisher) 13-684-250
equivatente) ol | #08% | <0.2%.
p
N, e =~ i — - --m---—-——-m:n""'"
g J

————
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Descripcién

NGmero de catalogo®

Pipetas de precision (canal Gnico} con Vol esperado| Exactitud | Precisién

Do e Pondn Epp rooy 0L | £3.0% | <0.6% || (Fisher) 13-684-250
1000 pL (se recomienda Eppendori o

cquivalents) oooy. | 206% [ <02% || '
QIAGEN® QiAcube® (Qiagen) 9001292

Centrifuga para tubos {se recomienda Denville MiniMouse II™ o équlvalente)

{Denville) C0801

Mezcladora de vorlice con adapladores para tubos y pocilios de fondo planc (se
recomienda Denville 0 equivatente)

{Denville) 57030

“Los nameros de pieza suministrados por tos fabricantes de pipeta quedan sﬁjatosé cambio; sirvase

. recurfir a la descripcion al momento de realizar el pedido de insumos en ¢aso de duda acerca de los

' nrmeros de! catalogo.
D. Insumos requeridos

Tubos para centrifuga de 1,5 ml (se recomienda Eppendorf™ o equivalente)

{Fisher) 05-402-248

Jubos para cenlrifuga de 2,0 mL (se recomienda Eppendorf™ o equivalente)

(Fisher) 05-402-24C

Tapones para bande de & microtubos de 0,2 mL de paredes finas para
termociclador (se recomienda banda de 8 fapones Applied Bliosystems
MicroAmp® o equivalente) :

{Applied Biosystems)
N8010535

Banda de 8 microtubos de 0.2 mL de paredes finas para termociclador (se
recomienda banda dé 8 microtubos Applied Biesystems MicroAmp® de 2,0 mL
10 equivalenia)

(Applied Blosystems)
NE010580

! Piaca para PCR de 96 pocilos de pofipropilenc (PP) transparentes de 0,3 mL
_sin borde lateral (se recomienda Fisherbrand® o equivalente}

(Fisher) 14230232

"Agua destitada de grado blolégico motecular para lavado del BeadChip: se
recomienda Invitrogen o equivalente

{Invitrogen) 10977023 |

Alre comprimidofen aerosol, libre de aceite (se‘reoomlenda Fisherbrand®
o equivalente)

(Fisher) 23022523

Descontaminante (se recomienda Moleculdr BioProducts™ DNA AWAY ™
o equivatente) ;

(Fisher) 21-236-28

“Kit para extraccién de ADN (se recomienda ef kitQIAGENS QlAamp® DSP DNA
' Blood Minl o equivalente)

(Qlagen) 61104

‘Puntas para pipetas filtradas {resistenles & aerosoles) y descatables que
ieubran un rango de entre 0,1 pL. y 1000 pL (se recomienda Eppendorf™
1epTIPS™ filiradas o equivalentes) P

{Fisher) 05-403:14
(Fisher} 05-403-18
(Fisher) 05-403-20

"Sellos para placas PCR (se recomienda a peficula adhesiva lransparenlé -
‘Blosystems® MicroAmp® o equivatente)

{Applied Biosystems)
4306311

Toallas de papel de alta calidad con mltiples pliegues (se recomienda fa marca
. Uline o aquivalente) .

(Wine) 5-7127

Kit PreciseType™ HEA BeadCheck® Posttive Control

{BicArray) B00-20236

“Los numercs de pieza suministrados por tos fabricantes quedan sujetos a cambio; sirvase recurrir a la
descrpcién al momento de reafizer el pedido de insumos en caso de duda acerca de los numeros del
catalogo.
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m.j DEFINICION DE SIMBOLOS

Los simbotos especiales que se presentan a continuacidn pueden encontrarse en los componentes det

kit PreciseType HEA:

»
3
T
e
)

Definicion

Codigo de Iote

"D, que contiene archivas de

datos e Instrucciones de uso™®

Contenido

Dispositivo médico para™*
diagndstico in vitra + Ve N

Fabricante

"I contiene una cantidad’, -« <

suficlenie para <n> andlisls | +

Consultar instrucciones de
uso

A LT LY
Numero'de catalogo ™ v, 4.
B \- -h

EAr oy A%

Limite de temperatura

£

Usar aniés dé I3 fecha? -,
indicada®y *eee v YN

Za. L wdn

H .

Representante autorizado en
{a Comunidad Europea

i e
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ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

En muestras de origen humano, subsiste el riesgo potencial de infeccion, incluso luego de fa
extraccion de ADN. Maneje las muestras siguiendo ias precauciones de caracter universal.
Use el equipo de proteccion personal adecuado a lo largo de! procedimiento del andlisis,
incluidos guantes, proteccidn ocutar ¥ vata de taboratorio. En caso de contacto con los ojos,
enjuague de inmediato con shundante agua y consulte a un médico. Para obtener informacion
adicional referida a la seguridad (SDS), visite el sitio web: hitp:/fextranet.immucor.com

Jamas recurra al pipeteo con la boca. Evite que los reactivos y especimenes entren en contacto
con la piel y con las membranas mucosas.

Deseche jos materiales usados segun fas normas de ia institucion y las normativas locales
establecidas para el desecho de materiales que revisten el potencial de peligro bioidgico.

El derrame de material potencialmente infeccioso debe limpiarse y desecharse de inmediato
sequn la pofitica y el procedimiento que establezca la institucion para el manejo y el desecho de
materiales que revisten el potencial de peligre biologico.

La tecnoiogia para PCR es susceptible a contaminacion, en especial a rafz de sus propios
productos. Los aerosoles de los amplicones de PCR que se generan durante las etapas
posteriores a PCR son una fuente frecuente de contaminacion.

Tome las medidas necesarias para evitar el exceso de salpicaduras y ta generacion de
aerasoles,

Siga las buenas practicas de laboratorio pertinentes a fos laboratorios moleculares cuando utilice

el kit, entre ellas, limpiar las superficies de trabajo antes de procesar o preparar muestras de
PCR con una solucion de tejia al 10 % recién preparada o DNA Away (segun fas
recomendaciones del fabricante), usar luz ultravioleta (UV) en campanas o gabinetes de
bioseguridad entre usos, separar espacial y temporalmente las actividades previas y posteriores

a la PCR, usar reactivos para PCR distribuidos en alicuotas, usar controles positivos y negativos,

etc.

Las léenicas constantes y minuciosas, sumadas a la incorporacion y monitoreo {iberales de los
controles, garantizaran un abordaje atento y proactivo para controlar y monitorear la
contaminacion de PCR, (Véase {a seccién Vi),

Al principio, los operadores de un nuevo cliente deben participar en el Programa de Capacitacion

en el Andlisis Molecular Precise Type HEA Beadchip antes de realizar este anélisis, a fin de
garantizar resuliados consistentes y precisos.

Los laboratorios deben validar sus propios procedimientos de limpieza.

La contaminacion de reactivos o especimenes puede dar lugar a resultados erréneos,; por ende,
tome las medidas necesarias para evitar que este producto se contamine durante $u uso.
No utifice los reactivos sl sospecha que podrian haberse contaminado.

La contaminacit
erroneons,

e los reactivos o de los especimenes puede dar lugar resultados
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Utilice los reactivos del kit v los portadores HEA BeadChip, tal como se los provee. Su dilucidén
o su alteracién pueden generar resultados erréneos.

'No mezcle los reactivos ni los portadores HEA BeadChip de lotes diferentes.
I No utilice viales que presenten pérdidas ¢ que no estén etiquetados,

}Antes de someterlos a analisis, las muestras o reactivos previamente congelados deben
mezclarse y centrifugarse exhaustivamente luego de su descongelacién. Evile generar espuma
Y burbujas en las muestras.

L+] \ Conserve todas las enzimas y mezclas maestras en hielo o en cricblogue {entre 2 °C y 8 °C)

i durante su uso.

© ;Asegﬁrese de que todos fos tubos de muestras estén correctamente sellados antes de proceder -

ia la ampilificacion a fin de evitar ta evaporacién.

1
O !Debido a las diferencias inherentes en los mecanismos de funcionamiento de ios

termociciadores, puede darse una variacion en los resultados cuando los perfiles térmicos
establecidos se transfieren entre diferentes marcas y modelos de instrumentos termocicladores.
En algunos casos, la especificidad y la sensibilidad de la reaccién pueden verse comprometidas,
lo que darfa origen a una falsa interpretacion e informe incorrecto de datos. El analisis

| PreciseType HEA IVD aprobado por fa FDA exige el uso de} termociclador Applied Biosystems
Veriti Dx. Immucor no emite aseveracion alguna con respecto al desempefio del ensayo con et
uso de termocicladores y perfiles alternativos, cuya validacion sera responsabilidad del usuario.

© | Las muestras deben mantenerse en el pocillo de reaccion BeadChip durante la realizacién del

i analisis,
H

[+] | Los tiempos o temperaturas de incubacion que difieran de los especificados pueden denerar

i resultados errénecs.

© | En cada dia de uso, antes de poner en funcionamiento el sistema AIS 400, los usuarios deben

llevar a cabo el procedimiento det Portador para analisis de exposicién (Exposure Test Carrier
o ETC) para verificar el desempefio del AlS. Si el andlisis de exposicién falla, comuniquese con
el departamanto de asistencia técnica para recibir las instrucciones pertinentes. {Véase el
Manual del Usuario de AIS 190-20185).

Si se aparta de las mstrucc:iones recomendadas de uso, podria obtener un desemperio del
producto que no alcance su grado optimo. Segun la naturaleza y la severidad de la desviacion
{muestra individual, al iguai que fallas continuas), podrian ocasionarse fallas y/o resultados
erréneos en ef analisis. Por ejemplo, hemos determinado que el uso de un reactivo de limpieza
tinsuficientefinactive en el analisis podria causar una alta incidencia de falsos resultados Kp{a)+.

© |Los resuitados de ta mutacion HbS en el gen de la globina beta no tienen como finalidad el

diagnostico de la anemia calciforme.

anrd
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ENVIO, ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD
Los reactivos PreciseType HEA, incluida ia mezcla PCR y todas las enzimas, se envian en hielo
seca. Cuando reciba el kit, confirme que en el paquete quede hielo saco. Sino hubiera hielo,
no utilice el kit y comuniquese con el departamento de asistencia técnica. Asimismo, sirvase
comunicarse con el departamernito de asistencia técnica en caso de que ¢l envase sellado al
vacio del portador HEA BeadChip esté abierto o s haya daftado durante su transporte.

Almacene odos los reactives de pruebas, incluida la mezcia de PCR y todas las enzimas,

a entre -20 °C y -80 °C en un congelador que no requiera descongsiarse. Cuando fuere posible,
utilice criobloques para uso sobre la mesa de trabajo. Cuando se los almacena en estas
condiciones y se los maneja correctamente, ios reactivos sin abrir pueden utilizarse hasta la
fecha de vencimiento. Una vez que se lo abre, el contenido de un kit de reactive almacenado
correctamente puede utilizarse durante seis meses, o bien hasta ia fecha de vencimiento
indicada, lo que ocurra primero. Al momento de abrit fos kits de reactives, los usuarios deben
determinar cual seria la fecha que ocutrira primero; en caso de que la fecha de uso de seis
meses ocurra antes que Ia fecha de vencimiento indicada, registrela directamente en la caja del
kit para garantizar que el kit no se utilice iuego de su fecha de caducidad.

Almacene todes los portadores HEA BeadChip a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C hasta su
uso. Los portadores que no se utilicen deben volver a almacenarse de inmediato a una
temperatura de entre 2 °C y 8 °C en su envase original. Los portadores HEA BeadChlp no
pueden reutilizarse,

Consulte ia fecha de vencimiento de todos los componentes del kit, No los use luego de cumplida la
facha de caducidad. El formato de la fecha de vencimiento es AAAA-MM-DD, fo que establece el uso
permitido hasta la fecha indicada, Los componentes de este kit pueden tener una fecha de caducidad
que excede la fecha de vencimiento de la totalidad del kit. El vencimiento més praximo (vale decir,
la fecha de caducidad que habra de ocurmir primero} de cualquiera de los componentes del kit se
indicara en la etiqueta que e encuentra en la superficie exterior del kit,

RECOLECCION Y PREPARACION DE ESPECIMENES

Muestra: La totalidad de cada muestra de sangre debe colocarse en tubos con anticoagulante
EDTA (por &j., nimeros de producto BD 366643, 368661, 367654). El andlisis PreciseType HEA
no se ha sometido a pruebas con sangre de cordon umbdical ni con sangre cadavérica. (véase
también fa seccidn sobre Sustancias interferentes).

{ as muestras de ADN deben extraerse con el kit QiAamp DSP DNA Blood Mini (N.° de catalogo
QIAGEN 61104) sigulendo las Instruceiones de uso del fabricante. &l uso de procedimientos
ion por parte del cliente.

M'f
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Almacenamiento: E} ADN gendémico debe almacenarse hasta el momento de Su UsG auna
temperatura de -20 °C o inferior en un congelador gue no necesite descongelarse. Evite ciclos
multiples de congelamiento/descongelamiento.

e

ne =,

Sustancias interferentes: La presencia de los inhibidores de ta PCR como el citrato {10},
la heparina [10], fa hemoglobina, et etanol, etc., puede interferir con ta reaccién de la PCR.

Cantidad de ADN: Para un desempefioc éptimo se reguiere una concentracion de 216 ng/ul de
ADN gendmico extraido.
Vil PROCEDIMIENTO

A. Programas del termociclador Veriti Dx

El termocictador Veriti se ofrece preprogramado para los nuevos clientes. Confirme los siguientes
ajustes en su termociclador Veriti Dx antes de proceder a la realizacidn del andlisis. En caso de
que deba programarlo, comuniguese con el departamento de asistencia técnica.

Aseglrese de seleccionar la opcion de tapa calefaccionada en los tres programas a continuacion.

B e i e T i i

TS R o N A M S AU A ST 0T P M s WL

Programa HEA PCR

e gy

} 94 °C 15 minutos ;
. 94 °C 30 segundos, rampa al 60 % | o ;
i L !
60 °C 30 sequndos, rampa al 50 % | 30ciclos E
% T

i 68°C 50 segundos, rampa al 35 % . ]
68 °C 8 minutos ;
; 4°C " | hasta 72 horas . 5
i" E
% Programa HEA posterior a Programa HEA posterior a #
E limpieza Lambda i
} f
g 37°c 25 minutos 37 °C 25 minutos 3
! 80°C 15 minutos 80 °C 15 minutos

i 4°C hasta 3 horas 4°C hasta 3 horas

; i
i i
#

!‘

K 5
N\ /
‘ci“t- .:‘f
h,x,w‘ L - ) o ) e :‘)‘“(’#‘ -
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Notas procedimentales

Para reducir o eliminar las probabilidades de contaminacién cruzada, fos usuarios deben
asignar tres (3) areas separadas en el laboratorio, incluidas: (1) actividades previas a la
PCRipreparacion, {2) Adicién de ADN y (3) procedimientos posteriores a PCR.

« Los pasos de la Seccion C, "Preparacion de mezcia maestra para PCR”, deben llevarse
a cabo en el drea para actividades previas a la PCR, dentro de una campana para
estacion de trabajo de PCR o en una habitacién limpia, usando puntas de pipeta
resistentes a aerosoles {filtradas).

« Se recomienda reatizar los pasos de la Seccion D, “Paso de adicién de ADN’, en el drea
destinada a la Adicién de ADN, dentro de una campana especiat o en una caja de aire
limpio, usando puntas de pipeta resistentes 2 aerosoles (filtradas).

+ Los pasos restantes del procedimiento que siguen a ta Seccién E, "Ampiificacion de la
PCR’, deben ligvarse adslante en el area posterior a PCR.

Antes de su uso, limpie las superficies de las éreas de procesamiento con una solucion de
lejfa al 10 % o con soluciones de descontaminacidén DNA AWAY, incluso:

» Mesadas e interiores de campanas

« Equipo de respaido

+ Todas las pipetas en uso

« interior de la tapa de la centrifuga, gradilias y cublertas
e Superficies de la placa centrifuga

Antes de usar &l termociclador, limpie el interior de 1a tapa y los pocillos de la placa

del termociclador con alcohal isopropllico {segun las recomendaciones del fabricante}

y enjuaguelos con agua desionizada. Use una solucion de tejia at 10 % para eliminar la
contaminacion de el o los bloguss de muestras de los instrumentos Verii™,; no obstante,
ol exceso en el uso de esta solucion puade causar la corrosion del material de dichos
blogues dée muestras.

Antes de utilizer ia campana, encienda la fuz UV durante un minimo de entre
15 y 20 minutos.

Retire del almacenamiento 1as cantidades requeridas de reactivos, muestras y controles v,
en caso de estar congelados, deje que se descongelen antes de usarlos. Vuelva a
almacenar adecuada ¢ inmediatamente las porciones que no utilice.

Use puntas filtradas para todos los pasos de pipetec en los pasos procedimentales de este
ensayo.

Puede usar pipetas de canal Unico o de canales multiples, segun la preferencia de cada
taboralorio, Todas las pipetas que se usen deben estar calibradas. La cantidad de reactivos
que se provee nsayo PreciseType es suficiente para pipetear las
cantidades-requeridas en este prbcedimiento.

. 12855
Pagina 21 de 174

ey

/

L

IFe O B-R AL 6 EARN-DNPM#ANMAT

Analisis molecular PreciseType HEA BeadChip | 190-20210-LA Rev. C | Octubre de 2016




PR

L e wmw«m,\
3

- o,

[T T R g

N,f‘w:—‘-w [ e g

"~

. P
R S A s A S o

© Se requiere un pipetec preciso de las muestras y reactivos para lograr exactitud en los
resultados.

© Asegirese de mezclar adecuadamente las muestras y los reactivos, Evite que se forme
espuma.

Combine los reactivos que utitice inmediatamente antes de su uso.

© Conserve todos los reactivos en hiefo ¢ en un cricblogue hasta su uso, cuando asi

" corresponda. Verifique que el Termociclador Veriti Dx este preprogramado para cada uno de
los pasos de Amplificacion de PCR y de Procesamiento posterior a PCR {Limpieza y
generacién de secuencia diana monocatenaria). Antes de cada paso confirme que se haya
seleccionado el perfil preprogramado adecuado.

© Se ha concluido que la contaminacion del ADN tiene efectos adversos sobre los resultados
de genotipo en el ensayo HEA a una concentracién de >10 ng por reaccion.
La contaminacion en ef control negative es delectable a una concentracion muy inferior,
a 0,2 ng por reaccidn,

"© Se recomienda afiadir e ADN luggo de preparar la mezcla maestra de PCR en un proceso
continuo.

© Puede usar una alfombra de compresion con ia placa de PCR en el termociclador, si es
necesario.

'O Retire del almacenamiento los portadores HEA BeadChip y liévelos a temperatura ambiente
antes de usarlos (suele tardar entre 15 y 20 minutos).

.0 Esdesuma importancia evitar la contaminacion cruzada entre los pocitios BeadChip. Tenga
precaucion al memento de realizar el pipeteo, ef enjuague y la remocién de fluidos.

O Las soluciones BioArray del sistema AIS 400 y el horno de hibridacion deben encenderse al

. menos 30 minutos antes de utilizarlos. Cologue dos toatlas de papel en la bandeja del horno
de hibridacién y satdrelas con un total de 25 mL de agua desionizada a fin de mantener las
condiciones de humedad durante !a incubacion.

= Siel horne de hibridacion se ha utilizado con anterioridad ese dia, descarte las
toallas de papel usadas e inserte dos toallas de papel nuevas; satirelas como se
indicod anteriormente con un totai de 25 mb de agua desionizada.

C. Preparacién de la muestra maestra de PCR

JMedidas preventivas

IO Siempre prepare {a mezcia maestra de PCR dentro de una campana para estacion de

trabajo fr PCR a fin de evitar la contaminacion cruzada (el espécimen de ADN debe afiadirse
fuera de la campana).

© Una vez preparada, la mezcla maestra PCR de trabajo debe utilizarse de inmediato, pero ;

puede conservarse en un crichiogue {a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C) o en hislo i
durante hasta 15 minutos. /
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O La placa para PCR puede cortarse en caso de que se trabaje con menos de 96 muestras.
No obstante, deje una columna adicional en blanco para evitar la evaporacion que podria
ocasionarse por el plastico agrielado o por un seilado inadecuado.

Nota: Disponga las muestras y los controles en el orden en que se los afiadird a la placa
para PCR. Registre las identificaciones de las muastras en el mapa de las placas de muestra
en ese mismo orden. El mapa de placas se utifizara con posterioridad para proceder a la
asociacion de musstras {los mapas de muestras pueden crearse en Excel® o directamente
en el software BASIS).

Nota: Se reguiere un control negativo {control de ausencia de ADN), provisto en el kit, para cada tanda. Para |
cada tanda se requiere el uso de un Panel-A BeadCheck de Referencia y un Panel-B BeadCheck de Referencia
{(se venden por separado) a manera de controles positivos.

Procedimiento del ensaye

1. Preparacion de reactivos y muestras

1.4 Quite fa mezcla maestra de PCR (tapa amarilla) del congelador y descongélela
a temperatura ambiente. Coléquela en criobloque {2 °C a 8 °C) una vez que esté
completamente descongelada, Segun el volumen de la mezcia de PCR, tarda entre’
15 y 30 minutos en descongelarse. Sométala al agitador de vortice y centrifGguela
brevemente (alrededor de 3 a 5 segundos) antes de usarla.

1.2 Quite la HotStarTag DNA Polymerase (tapa narana) del congelador y coléquela en
criobloque (2 °C a 8 °C) o en hielo. Sométala al agitador de vortice y centrifaguela
brevemente (alrededor de 3 a 5 segundos) antes de usarla.

1.3 Lleve el espécimen de ADN a temperatura ambiente. Someétalo al agitador de vértice
y centrifiiguela brevemente (alrededor de 3a 5 segundos) antes de usarlo.

2. Preparacion de la mezcla maestra de PCR (en campana para estacién de trabajo de PCR
o en habitacion limpia} .

21 Determine la cantidad de muestras y controles que realizara.

2.2 Efiquete un tubo de ensayo para microcentrifuga de 1.5 0 2,0 miL paraia mezcla
maestra de PCR.

23 Prepare una mezcla maestra de PCR en un tubo para microcentrifuga con los
vollimenes que se indican en a Tabla 2. Vuelva a aimacenar adecuada e
Inmediatamente los reactivos luego de su usa.

Tabla 2: Preparacién de mezcia maestra de PCR: volumenes de reactivos

més de reactivo de trabajo que lo que se necesita para realizar el ensayo.

2341 :Coioque la cantidad adecuada de la mezcla de PCR HEA eMAP en los tubos
la microcentrifuga utilizando la pipeta que corresponda. Sumerja
ta de la pipeta en el vial con reactivo para mezcla PCR & fin de

AT
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232 Dispense la cantidad adecuada de HotStarTag en ¢l tubo con mezcla de PCR;
para ello use una pipeta adecuada y mezcle tres veces. Vuelva a colocar de
inmediato los reactivos en el crioblogue {aprox. 2 °C a 8 °C), en hielo o en el
congelador luege de su uso.

2.3.3. Ajuste el tapon del tubo con la mezcla maestra de PCR y sométalo brevemente

¥ al agitador de vértice y centrifiiguelo {aproximadamente entre 3y 5 segundos).

¥ Cuando realice el pipeteo de forma manual, conserve en un crioblogue (aprox.
: ' 2°C a 8 °C) o en hielo hasta el momento de su uso,

24 Dispense la cantidad adecuada de mezcla maesira de PCR en una banda de'
8 microtubos segun los volimenes indicados en la tabla a continuacion y realice una
inspeccidn visual de cada tubo:

i A . T

Tabla 3: Mezcla maestra de PCR de trabajo: volumenes de transferancia

N.7 de muestra

L. eees o Ahadai7ph
~Mezcha de PCR | directamente
Ce (el a la placa
R para PCR

st eel, 3t

25 Prepare una placa para PCR de 96 pocillos y etiquétela debidamente.

26 Dispense 17,0 uL de mezela maestra de PCR en el fondo de cada pociiio de ia
placa para PCR etiquetada, que se encontrara en un cricbloque (2 °Ca8°C)oen
hiefo (puede usarse una pipeta adecuada) cuando se realice el pipeteo de modo
manuat. Deseche la mezcla maestra PCR que no se haya utilizado

i D. Adicion de muestras de ADN
Medidas preventivas

© Encienda el termociclador aproximadamente 10 minutos antes de dar inicio al ciclo de PCR.

O Comience a afadir el ADN y fos controles a la mezcla maestra de PCR de trabajo fuera de ia
campana a la mayor brevedad posible, pero sin excederse del lapsc de 15 a 20 minutos
cuando se realiza el pipeteo manuai.

0 Cuando proceda al pipeteo manual, conserve las muestras y la mezcla maestro de PCR de
trabaijc en un criobloque (entre 2 °C a 8 °C) o en hielo durante estos pasos.

o .

Nota: Verifique el orden de las muestras y su identificacién en el mapa para placas de
muestras.

Procedimiento del ensayo

1. Someta el especimeén de ADN al agitador de vértice y centrifuguelo brevemente (alrededor ;
" de 3 a 5 segundos) antes de usarlo. [

2. Afada 8,0 gL del controt negativo que corresponda {suministrado en la caja del kit de

' reactivos PreciseType HEA) en el pocilio de la placa de PCR adecuado utilizando la pipeta

I que corresponda. Mezcle tres veces mediante aspiracion y dispensacién de pipeta para
garantizar la transferencia completa del controt negativo,

3. Ahada 8.0yt de los controles positivos requerides {N.° de catdlogo 800-20236) a los pocillos

i de la placa de PCR que corresponda utilizanda la pipeta cotrespondiente. Mezcle tres vaces
H medianta aspiracion y dispensacion de pipeta para garantizar {a transferencia compieta de ‘J
‘sﬁ los controles positivos. F
/
\ )
- <~

£
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ARada 8,0 ylL de muestra de ADN en los pocilios de fa placa para PCR pertinente con una

pipeta adecuada, .
Mezcle tres veces mediante aspiracion de pipeta para garantizar la transferencia completa

de ADN.

Selie bien fa placa para PCR con selfador adhesivo térmico para placas. Aseglrese de que
los pocilios estén sellados por completo para evitar ia evaporacion.

Sométalo al agitador de vortice @ velocidad media durante aproximadamente 3 a 5 segundos.

Sometalo brevemente a fa centrifuga (~5 seqgundos) aproximadamente a 1000 rpm para que
ias muestras queden en ei fondo de los pocillos.

AT
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E. Amplificacion de PCR
Medidas preventivas

. . .
© Las muestras y los controles centrifugados y amplificados deben usarse de inmediato, pero
pueden almacenarse a una temperatura de =20 °C {o inferior) durante hasta 4 semanas.

e a2y mev—-ﬁ::-w‘;\ :

Procedimiento del ensayo

1. Cologue la placa para PCR en el centro del termociclador.
Cierre la tapa y baje la manija.

Inicie la sesién en el termociclador y seleccione “Browse/New Methods™ (Buscar/Nuevos
métodos).

4. Seleccione el programa “HEA PCR” y presione "View"” (Ver) para confirmar que &l programa
sea el correclo:

Temp. (C°) 94 °C 60 °C 88 °C 68 °C 4°C

-

. o : oo b 0 1 Hasta retirario (méximo de
T n it} : eg- | - 1 - :
iempo .(15 mi | 37 seg 30 seg ' 59 s‘,eg 8 min . 72 horas)
Rampa 100 % 60 % 50 % 35% 100 % 100 %

5. Presione “Run” (Ejecutar}. El volumen del reactivo debe ser de 25,0 pL. Confirme que los
ajusies de la Cubierta sean de 105 °C y que no esté seleccionada la opcidn “Do Not Heat
Cover” (No calentar la cubierta).

6. Pulse “Start Run Now” (Ejecutar ahora) para comenzar el proceso y confirmar que se ha
iniciado el programa.

7. Quite la placa de PCR del termocictador una vez que ef programa alcance los 4 °C
y centrifugue brevemente (~5 segundos) a aproximadamente 1000 rpm. La placa de PCR
debe retirarse del termociclador a 4 °C antes de transcurridas 72 horas.

. &
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F.

Medidas preventivas

©

o

o

Procedimianto del ensayo

1.

* 3 a 5 segundos) antes de usaria.

Procesamiento posterior a PCR: Limpleza

Los pasos de la Seccién F deben realizarse de forma continua sin interrupcién en el area
designada para actividades posterior a PCR cuando se realiza el pipeteo manual.

Cuando se procede a} pipeteo manual, el reactive de limpieza debe afadirse al producto
posterior a PCR antes de transcurridos alrededor de 30 minulos de retirar los productos de la
PCR del termociclador con posterioridad a la amplificacién de PCR o, en caso de esiar
congelados, antes de transcurridos los 30 minutos de descongelarse.

La placa para PCR puede cortarse en caso de que se trabaje con menos de 96 mueslras.
No obstante, deje una columna adicional en blanco para evitar 1a evaporacion que podria
ccasionarse por el plastico agrietado o por un sellado inadecuado.

£t reactivo de impieza y e! producto de [a PCR deben descongelarse a temperatura
ambiente y conservarse en un criobloque (aprox. 2°C a8 °Cjoen hielo hasla su uso.

Cuando se transfiere el producto posterior a PCR y el reactivo de limpieza a placas para
posterior a PCR nuevas, deberan conservarse en un criobloque {entre 2 °C y 8 "C} o en hielo
durante estos pasos cuando se realiza el pipeteo de forma manual.

Las muestras y controles fimpios y centrifugados pueden usarse de inmediate o almacenarse
a -20 °C (o menos) durante un maxime de 72 horas.

Retire el reactivo de limpieza (tapén verde) del congelador entre 10 y 15 minutos antes de
su uso y coloquelo en crioblogue (entre 2 °C y 8 °C) o en hielo cuando realice el pipeleo de
forma manual. Sométala ai agitador de varlice y centrifuguela brevernente (alrededor de

Descongele los productos de PCR a temperatura ambiente (si corresponde). Someta los
productos de PCR al agitador de vértice a velocidad media durante aproximadamente

3 a 5 segundos, Somstalos brevemente a la centrifuga (~5 segundos) aproximadamente
a 1000 rpm para que los productos de PCR queden en el fondo de los microtubos/pecillos.
Goloque en un crioblogue {entre 2 °C ¥ 8 °C) o en hielo cuando realice el pipeteo de forma
manual.

Determine la cantidad de muestras y controles que realizara.

Prepare una nueva placa para PCR que se destinara para el procesamiento posterior a PCR
y etiquétela debidamente.

Coloque ta placa para productos de PCR en la misma orientacion que fa placa para
actividades posteriores a la PCR en un criobloque (entre 2 *C v 8 °C) cuando realice el
pipeteo de forma manual.

Traslade 6,5 L de cada producto de PCR al fondo del pocilio correspondiente de la nueva
placa para actividades posteriores a la PCR utilizando la pipeta gue corresponda.

Selle la placa que contenga el resto de los productos de PCR y aimacénela en el congelador
a una temperatura de entre -20 y -80 °C hasta que finalice correctamente la gjecucion del
ensayo.

Cuando realice el pipeteo de forma manual, recurra a la siguiente labla para determinar el
volumen correcto; luego dispense reactivo de impieza en una banda de 8 microtubos con
una pipeta adecuada y realice una inspeccidn visual de cada tubo. Vuelva a almacenar
adecuada e jprédiatamente reactivas luego de su use.
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N.* de muestra

Ahada 2 plL

directameante

Reactivo de limpieza {uL} alapiaca

pesterior
a PCR

Dispense 2,0 uk de reactivo de limpieza en cada pocillo de la placa para actividades
posteriores a la PCR usando una pipeta adecuada, Mezcle cada pocille tres veces mediante
aspiracion de pipeta.

Después de anadir el reactivo de limpieza a todos los pocillos de muestra en la placa para
actividades posteriores a la PCR, deseche la banda de 8 microtubos.

Selle bien la placa para actividades posteriores a la PCR con selladar adhesivo térmico para
placas.

Sométala al agitador de vértice a velocidad media durante aproximadamente 3 a 5 segundos.

Sométala brevemente a la centrifuga {~5 segundos) aproximadamente a 1000 rpm para que
las muestras queden en el fondo de los pocillos.

Coloque la placa para actividades posteriores a 1a PCR en el centro del termociclador.
Cierre 1a tapa y baje a maniia.

Inicie la sesion en el termociclador y seleccione "Browse/New Methods” (Buscar/Nuevos
métodos).

Seleccione el programa “HEA Clean-Up” {Limpieza HEA} y presione “View" (Ver) para
verificar que el programa sea el correcto.

Ciclos

Temp. (C°)

Tiempo . = I "1 - Hasta refirarlo gmaximo de 3 horas)

Rampa 100 % 100 % 100 %

Presiones "Run” {Ejecutar) £l volumen del reactivo debe ser de 10,0 uL. Confirme que los
ajusies de la Cubierta sean de 105 °C y que no esté seleccionada la opcion *Do Not Heat
Cover” (No calentar la cubierta).

Pulse “Start Run Now” (Ejecutar ahora) para comenzar el proceso y confirmar que se ha
iniciado el programa.

Quite la placa de PCR del termociclador una vez que ef programa alkcance los4°C y
centrifuge brevemente (~5 segundos) a aproximadamente 1000 rpm. La placa de PCR debe
retirarse del termociciador a 4 °C antes de transcurridas 3 horas. Las muestras y jos
controles centrifugados y amplificados deben usarse de inmediato,pero pueden almacenarse
a una temperatura de -20 °C (o inferior) durante hasta 72 horas,

e
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Volumen de reactivo Lambda alaplaca

N de muestra

G. Procesamiento posterior a PCR: Generacion de secuencia diana monocatenaria

Medidas preventivas
O Los pasos en la Seccién G deben realizarse de forma continua y sin interrupcion.

© La Exonucleasa Lambda debe retirarse del congelador para que se descongele durante el
paso dei reactive de limpieza para ia incubacién posterior a PCR de la Seccidn F. Una vez
descongelada, la Exonucleasa Lambda debe conservarse en un crioblogue {entre 2°C y
8 *C) o en hielo durante su transferencia al producto de reactivo de limpieza posterior a PCR
cuando se realiza 8! pipsteo manual.

O El producto de reactivo de limpieza posterior 2 PCR debe conservarse en un crioblogue
{entre 2 °C y 8 °C) 0 en hielo durante estos pasos una vez que se descongeta {si estuviera
previamente congelado).

© Afiada la Exonucleasa Lambda al producto de reactivo de limpieza posterior a PCR antes de
transcurridos alrededor de 30 minutos de haberse completado el proceso de limpieza cuando
se realiza el pipetec manual.

O Las musstras y los controles centrifugados monocatenarios deben usarse de inmediato,
pero pueden almacenarse a una temperatura de -20 °C (¢ inferior} durante hasta 72 horas.

Procedimiento del ensayo

1. Retire el reactivo Lambda (tapén violeta) del congelador entre 10 y 15 minutos antes de su
yso. Descongele a temperatura ambiente. Sométala al agitador de vértice y centriféguela
brevemente {alrededor de 3 a 5 segundos} antes de usaria.

2. Descongele los productos de limpieza a temperatura ambiente (si corresponde). Someta los
productos de impisza al agitador de vértice a velocidad media durante aproximadamente
3 a 5 segundos. Sométalos brevemente a la centrifuga {~5 segundos) aproximadamente
a 1000 rpm para que los productos de limpieza queden en el fondo de los micratubos/pocillos.

3. Coloque la placa para actividades posteriores a la PCR {"Productos de limpieza”) en un
criobloque (entre 2 °C y 8 °C) cuando realice el ensayo manuaimente.

4. Cuando realice el pipeteo de forma manual, recurra a la siguiente tabla para determinar el
volumen correcto; luego dispense Reactivo Lambda en una banda de 8 microtubos y realice : g
una inspeccion visual de cada tubo. Vuelva a almacenar adecuada e inmediatamente los ;
reactivos juego de su uso.

Tabla 5: Volimenes de Exonucleasa Lambda

Andfisis molecular PreciseType HEA BeadChip | 190-20210-LA Rev. C | Octubre de 2016

Adada 2L
directamente
by posterior 28,0
a PCR

5. Dispense 2,0 pL de reactivo Lambda en cada pocillo de la placa para posterior a PCR
usando una pipeta adecuada. Mezcle cada pocillo tres veces mediante aspiracién de pipeta.

o e

6. Descarte la banda de 8 microtubos tras afiadir el reactivo Lambda en todos fos pocillos de
muestra.
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Setle bien la placa para actividades posteriores a la PCR con sellador de placas adhesivas
para lermociclador.

Sométala al agitador de vértice a velocidad media durante aproximadamente 3 a 5 segundos.

Sométala brevemente a la centrifuga (~5 segundos) aproximadamente a 1000 rpm para que
ias muestras queden en el fonde de los pocilios.

Cargue la placa para PCR en el termociclador y ejecute el programa “HEA Lambda”.
Presione "View" (Ver) para confirmar que el programa es correcto:

Ciclos

Temp. (L) 4°C

Tiempo ? : ) ’ Hasta Mﬂ%ﬁo fm%tf;ﬁd-dg:ﬁ hc_lfas} E

Rampa 100 %

Presione “Run’” (Ejecutar). El volumen del reactivo debe ser de 12,0 pL. Confirme que los
ajustes de la Cubierta sean de 105 °C y que no esté seleccionada la opcion “Do Not Heat
Cover” {No calentar la cubierta).

Pulse “Start Run Now” (Ejecutar ahora) para comenzar el proceso y confirmar que se ha
iniciado el programa.

Quite la placa de PCR del termociclador una vez que ef programa aicance los 4 °C y
centrifugue brevemente (~5 segundos) a aproximadamente 1000 rpm. La placa de PCR
debe retirarse del termaciclador a 4 °C antes de transcurridas 3 horas. Las muestras y los
controles centrifugados y amplificados deben usarse de inmediato,pero pueden almacenarse
a una temperatura de -20 °C {o inferior) durante hasta 72 horas.
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H. Elongacién en matriz BeadChip

Medidas preventivas

o
©

o

Pro

1.

Los pasos en la Seccion H deben realizarse de forma continua y sin interrupcion.

El reactivo de elongacion deben sacarse dal congelador para que se descongele durante &l
paso de Ia incubacién de Generacion de secuencia diana monocatenaria en la Seccién G.

Una vez descongetado, el reactivo de elongacitn debe conservarse en un crioblogue
{entre 2 °C y 8 °C) o en hielo cuando se realiza el pipetea de modo manual.

Evite que se forme espuma al pipetear al reactive de elongacion.

Cuando se realiza el pipeteo de forma manual, este reactivo afiadirse al producto
monocatenario antes de transcurridos aproximadamente 30 minutos de ia complecién del
proceso de generacion de secuencia diana monocatenaria.

No agite el aire comprimido en aerosol.
cedimiento del ensayo

Prepare el horno Boekel al menes 30 minutos antes de usarlo.

1.1 Encienda el horno Boekel y verifique el ajuste de temperatura (53 °C); para elio,
mantenga aprimido ef botdn “*", .

1.2 Retire ia bandeja interior. Cubra 1a bandeja con dos toallas de papel y sattreia con
25 mb de agua desionizada.

1.3 Vuelva a colocar la tapa sobre la bandeja e insértela nuevamente en el horno Boekel
para precalentaria.

Retire el o los portadores BeadChip del refrigerador entre 15 y 20 minutos antes de su uso.

Retire el reactivo Lambda (tapdn violeta) del congelador entre 10 y 15 minutos antes de su uso.
y descongele a temperatura ambiente, Cuando realice el pipeteo de forma manual, coloque en
un crioblogue (entre 2 °C y 8 °C) una vez que esté completamente descongelado. Sométala al
agitador de vértice y centrifiigueta brevemente (alrededorde 3a 5 segundos) antes de usarla,

Descongele los productos Lambda a temperatura ambiente (si corresponde). Someta los
productos Lambda al agitador de vortice a velocidad media durante aproximadamente

3 a 5 segundos. Sométalos brevemente a {a centrffuga (~5 segundos) aproximadamente
a 1000 rpm para que los productos Lambda queden en el fondo de los microtubos/pociilos.

Coloque la placa para actividades posterlores a la PCR ("Productos Larnbda") en un
criobloque {entre 2 *C y 8 °C) cuando realice el pipeteo manuaimente.

Cuando realice el pipeteo de forma manual, recurra a la siguiente tabla para determinar

el volumen correcto; luego dispense el reactivo de elongacién en una banda de 8 microtubos
y realice una inspeccion visual de cada wubo. Vuelvaa almacenar adecuzada e
inmediatamenie ios reactivos luego de su uso.
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P SR

. b 5 A 2 . 3T B0

N.? de muestra

Reactivo do
elongacion eMAP (L)

10.
11.

12.

13.

14,
15.

16.
7.

18.
18.

24,

Afada 10 gl
dhrectamente
a la placa
pastenor
a PCR

Dispense 10,0 yL de reactivo de elongacién eMAP en cada pocillo de la placa de PCR.
usando una pipeta adecuada. Mezcle cada pocillo tres veces mediante aspiracion de pipeta.

Descarte la banda de 8 microtubos tras afadir ef reactivo de elongacién en todos los pocillos
de muestra.

Retire ¢l 0 los portadores BeadChip det envase de pape! aluminio y ordénelos
numéricamente.

Coloque con cuidado el o los portadores BeadChip sobre e! soporte para portador BeadChip sin
tocar |a superficie del BeadChip.

Registre la identificacion del portador BeadChip en el mapa de placas de muestra segin
corresponda,

Traslade 15,0 pL de 1a mezcla del reactivo de elongacién eMAP al BeadChip
correspondiente utilizando una pipeta adecuada. Realice una inspeccidn visual de las puntas
de pipeta y asegirese de que la orientacidn del portador sea la misma que se registra en el
mapa de placas de muestra.

Retire la bandeja precalentada del horno Boekel. Si observa condensacion en el interior de 1a
cubierta de ia tapa, séquela con un pafio sin pelusas.

Cologue el portador BeadChip en la bandeja del horno Boekel y tape por completo la bandsja.

Cologue la bandeja en el horno, trabelo firmemente, cierre la puerta del horno Boekel y
programe el temporizador en 30 minutos. Incube los portadores BeadChip a 531 °C
durante 30 minutos. {(Recuerde que: si tiene previsto realizar una lectura del portador
inmediatamente tras la elongacion, encienda el Sistera de Imaginologia de Matriz BicArray
AIS 400 y cargue el CD cuando infcie el proceso de incubacibn).

Retire el portador BeadChip def horno luego de 30 minutos.

Use ia botella para lavado con agua desionizada para lavar las superficies de Beadchip
y eliminar la mezcia de elongacién:

17.1  Sostenga ei portador BeadChip de modo que su superficie quede en pasicidn
vertical sobre un lavabo o receptaculo de captacion.

17.2  Enjuague cada BeadChip de forma individual durante aproximadamente
3 segundos. Ei chorro de agua debe dirigirse de modo perpendicular hacia la
-superficie del BeadChip a una distancia aproximada de una pulgada (2,54 cm},

Retire &l exceso de agua de las superficies de BeadChip con aire comprimido/en aerosol.
iPrecaucidn! [No agite el aire comprimido en agrosol!

Retire todo resto de agua de la parte posterior de el o los portadores con un pafic que no
deje pelusas,

Si no puede leer los portadores HEA BedChip lavados y secados de inmediato después de
la incubacidn, puede almacenarios protegidos de la luz solar durante un maximo de 72 horas
a temperatura ambiente antes de leeros con el sistema BioArray AIS 400.

o
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. Adquisicion de imagenes de BeadChip
Medidas preventivas

© Encienda la fuente de luz del sistema BioArray AIS 400 y la computadora al menos
30 minutos antas de su uso.

© Cargue el CD de datos de Ensayo PraciseType BeadChip | HEA una vez por cada lote.
Procedimiento del ensayo

1. Abra e inicialice el programa AISR en ef escritorio.

2. Ejecute el ETC (Consulte el Manual del Usuaric de AlS 190-20185). Si los resultados se
aparian de las especificaciones, comuniquese con el departamento de asistencia técnica
para ajustar el tiempo de exposicion antes de proceder.

3. Quite el Andlisis PreciseType BeadChip | HEA Data CD de ia caja del portador BeadChip
y cargue los archivos dei CD ala computadora para cada iote nuevo.

4. Realice la lectura de el o los portadores HEA BeadChip con el Sistema de imaginologia de
Matriz [Array imaging System] BicArray AlS 400.
Procese 1os datos BeadChip con el software de Andlisis HEA del sistema BASIS.

Nota: Sl es necesario volver a realizar alguna tarea, consulte el Manual del usuario del

AIS 190-20185 para obtener mas instrucciones
5. Proceda al correcio apagado del AISR y de la fuente de luz luego de su usQ. g

Prosiga con BASIS para realizar la asociacion de muestiras y generar los informes BeadChip.
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vili. RESULTADOS PREVISTOS
A. Evaluacion: controf de calidad
El software de BASIS determina automéaticamente la validez de las tandas y las muestras.

Validez de la tanda: Para cada tanda se requieren das coniroles positives y un control negativo,
tal como se los provee. Los resuitados de todos los controles deben cumplir con los criterios de
validez de la tanda. Si cualquiera de los controles no cumple con aiguno de los criterios, la tanda
se considera invélida y debe repelirse,

Si la imagen de matriz de BeadChip para un control negativo o una muestra similar a un control
negativo genera un “Error en la generacion detl archivo de intensidad de.lmagen" en el Informe
resumido de AlS debido a bajos niveles de fluorescencia, realice io siguiente:

» Revise la imagen al hacer clic sobre la imagen en miniatura en el software AIS

»  Vuelva a lavar y a realizar el procedimiento detallado en el Manual del usuario del
AIS {190-20185)

«  Antes de realizar ia modificacion del AlS, inspeccione el chip que volvio a lavar bajo
el microscopio para asegurarse de haber eliminado todo el exceso de
suciedad/material extrafo de la superficie de la matriz BeadChip y del area
circundante a elfa.

= Sj el error persiste, comuniquese con el Soporte Técnico para obtener ayuda, lo cual
podria incluir utilizar el software de analisis de imagenes para realizar la funcion de
mapeo de forma manual para generar e} archivo de¢ datos resultante

Si los resultados de Sefial baja (Low Signal o LS) es <32 en el informe de fenotipo
correspondiente a la muestra del control negativo, puede indicar contaminacion a causa de
gDNA en una cantidad tal gue puede afectar los resultados del ensayo. Cuando esto ocurre,
todos los resultados de las muestras de la tanda son invalidos.

£l patrén de fenotipos de las muestras de los dos controles positivos deben concordar con el
patrén de fenotipo esperado. Si cualquiera de los resultados de los controles no cumple con
alguno de los criterios, todos los resultados de fas muestras de la tanda son invalidos. Véase el
prospecto de PreciseType BeadCheck (N/P 190-20229) para mas detalles.

Consulte el Manual del Usuario de BASIS AM 4G (190-20331) para obtener mas informacion
sabre el software BASIS y para conocer ejemplos de como se presentan los resultados de las
muestras de las tandas validas e invalidas.

La interpretacion de la vafidez de Ios controles positivos y negativos se describe enla Tabla 7

Tabla 7: Criterios de validez de la tanda
Control Analisis BASIS Resultado Interpretacion
. informado
Negativo LS 232 Valid NC Control negativo valido
Negafivo © L8<32 | Invalid NC Control negativo

- invalido; no se informa
ningtin resultado para
ninguna de las
muestras de la tanda

Positivo | El patron de fenotipe HEA Ref-pA valido Control positivo valido
concuerda con ¢l patron y
previstc para ios dos HEA Ref-p8 valide
controles positivos del kit
BeadCheck
Positivo | Ei patrén de fenotipo no HEA Ref-pA invdiido | Control positivo

concuerda con el patrén invalido; no se informa

4 . y
: previsto de ningunio de los | HEA Ref-pB invalido | ningln resultado para
5, dos controles positivos del : ninguna de fas

5, kit BeadCheck muestras de la tanda )
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Validez de los resultados de las muestras: Para que los resultados de las muestras se
consideren validos, los resuliados de los fenotipos de todos los antigenos deben ser validos
{para una lista de causas de restltados de muestras invalidos, véase {a Tabla 8 a continuacion).
Consulte el Manual del Usuario de BASIS AM 4G (190-20331, Secciones 6 y T) para obtener
mas informacién sobre el software BASIS y para conocer ejemplos de como se presentan los
resultados validos e invalidos de las muestras.

Si ol resultado de una muestra refleja un fenotipo de antigeno o bien Caracteristica
indeterminada {IC) o bien Baja sefial (LS), 1a rmuestra es invalida, salvo enelcascde Sy s
donde Baja sefial (LS) es un fenotipo previsto en conjunto con los resultados U negatives. Sila
muestra presenta un estado de Fondo alto {High Background o HB) o bien un Alto coeficiente de
varianza (Coefficient of Variation o CV), la muestra es invalida (para una fista de causas de
muestras invalidas, véase la Tabla 8 a continuacién; para una explicacion mas detallada, véase
|a Seccion X!I, Posibles mensajes de advertencia contenidos en el inforrme BASIS).

Tabla 8: Causas de resultados invaildos de muestras

t  Causa interprefacion

1C 2t
TASEL s EiBaja sendl
HB Fondo allo

- OV [oATke cosficiente 'de-varianza -

En el caso de fas muestras que sean parte de una tanda invalida o que en si mismas tengan
fenotipos invalidos (resultados invalidos de muestras), todos los resuitados de fenotipos de
antigenos se informan como Sin determinacion de tipo (No Type Determined o NTD).

8. Analisis de los resultados

Esta prueba es de caracter cualitative. El software BASIS computa los datos de la intensidad de
sefial de la matriz BeadChip de cada oligonucledtido; para ello detecta alelos especificos a fin de
determinar {a presencia o la ausencia de cada alelo o el resultado de genotipo. A continuacion,

los resuitados de genotipo se usan para computar los resultados previstos para los fenotipos de
antigenos.

El software de analisis HEA en BASIS realiza automaticamente todos los calculos. Sirvase
consultar el Manual del Usuario BASIS (N/P 190-20331) para obtener més detalles. Los
resultados previstos de genotipos se presentan en la Tabla 10 a continuacion (para una
explicacion m4s detallada de los resultados Ax y xB, véase la seccion Xil referida a Resolucion
de problemas).

£n of caso de las muestras que sean parte de una tanda invélida o que en si mismas tengan

genotipos invakidos (muestra invalida), todos jos resultados de genotipos se informan como Sin
determinacion de tipo (No Type Determined o NTD}.

fTAT
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C. Fenotipo y genotipo

En el caso de las muestras con resultados validos, los resultados previstos de fenotipos se
" presentan en la Tabla 9 a continuacion, a la vez que los resultados prewstos de genoupos se
« presentan en la Tabla 10 a continuacién.

Tabla 9; Resultados previstos de fenatipos
! Resultado .
informado interpretacion

' + Positivo
N Nagatm.nsh.w“‘x}"w”*” e TRy
. {+ Posible haplotipe {C)cex
{0y Variante Fyb e e pye” L PRI
PV Variante posible
! var - “Variante U (Mutacidn de silenciamiento de 8} +
W Fyb débil
. #+7 - ' | HbShomocigoto. - * RNRREE
' Tabla 10: Resultados previstos de genotipos
I
AA Homocigoto para A _
: AB ... . | Heterocigats L
’ Ax Caracteristica mdetermmada en B
Bg ‘HomocigotoparaB - 13- ¢ .«
! xB Caracteristica indetermmada en A
‘ -1 - ¢t Caracteristica indeterminada en A
AR B 11 - LA .

Nota: Para el Inserto RhCE-108, un control positivo de amplicdn se corresponde con la sonda
ATy y una sonda especifica de insercion 109-bp se corresponde con la sonda "B, por ende:

0 Si RhCE-109!ns=AA, la insercion 109-bp esta ausente, o que indica C-.

3 Si RhCE-108Ins=AB, la insercién 109-bp esta presente en uno de los alelos, o que indica C+.
4

« No hay RhCE-109ins=BB dado que el control positivo siempre esta presente.

3 Cuande P103 es positiva (RhCE-P1035=AA, Ax o AB), la sonda RhCE-109ins se utiliza para la
prediccién del fenotipo C:

. Si RhCE-109Ins=AA, el fenotipo es cc.
+ SiRhCE-108Ins=AB, el fenotipo es ¢C.

B Cuando RRCE-P103S=BB, &l fenotipo es CC, con independencia del estado de RhCE-108Ins.

. ) 7
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Los resultados de falso negativo o invalidos pueden generarse cuando una o més
mutaciones raras no anlicipadas quae afectan el entace del cebador o de Ia sonda causan la
pérdida de alelos 0 amplicones. Si se sospecha una mutacion gue influye sobre el enlace del
cebador o de la sonda como causa de origen de un resultado de muestra invélido (NTD},
comuniquese con Soporte Técnico. Si los resuftados de la investigacion confirman la
presencia de fa mutacién, previa solicitud se realizara un informe de los fenotipos det
antigeno no afectados en la muestra en cuestién,

« La presencia de hibridos RHy las mutaciones de variantes en los exones 2,5y 7 al igual
que enintrones 1, 2,4, 5, 6 y 7 del gen RHCE puede interferir con la deteccién del
antigeno E/e y Clc. Las mutaciones en el gen RHCE que originan el fenotipo ceMO
[131.{14], que se expresa como un Rhe débil, pueden causar una supresion directa de la
sonda Rhe y provocar un resultado invalido o de falso negativo. En poblaciones
especificas, como pacientes afrocaribefios con anemia faiciforme, se ha informado que
ia prevalencia del fenotipo ceMO alcanza hasta el 2 % [19].

« La presencia de un cambio +3g>a raro en ol intrén 5 de GYPB interfiere con la deteccidn
del antigeno S y puede levar a un tipaje de fatso negativo del antigeno S [17].

« Lamutacién HbS en el gen de globina beta no debe usarse para Ja determinacion de la
anemia falciforme. La presencia de enfermedad HbSC interfiere con la deteccion de fa
mutacién HbS en ia mutacion del gen de fa globina beta y puede dar como resuitado un
fenotipado HbS invalido o inexacto {HbS (++) en lugar de #bS (+)). En Estados Unidos,
1a enfermedad HbSC tiene una prevalencia de 0,017 % entre los afroamericanos {20}
La presencia de algunos desérdenes de talasemia beta puede interferir con la deteccién de
la mutacian HbS en el gen de la globina beta y puede causar un fenotipado HbS invalido.

o La presencia de la mutacién Mit+(GYPB 161G>A) puede dar como resultado un tipaje
invalido o de falso negativo del antigeno 8. La mutacion lieng una prevalencia del
0,1 % entre los europeos occidentales [6].

e La presencia de una mutacion GYPB (¢, 137-8C>T) puede dar como resultado un tipaje
invalido o de falso negativo del antigeno 3.

Los resultados de falso positivo o invalido pueden darse en casos raros en los que una
muestra contenga ejemplos de eventos moleculares que afecten la expresion y los fenolipos
de los antigenos de grupos sanguineos, por su parte, el analisis no monitorea explicitamente
los cambios de nucledtidos asociados con estos eventos. Entre fos ejemplos se encuentran
variacianes en la secuencia de ADN, incluidos 10s codones de tefminacidn prematuros,
polimorfismo de un tnico nucledtido (SNP) que origina un cambio de sentido en el
aminoacido, genes hibridos, modificacidn de genes, cambios en el nivel de transcripcion del
ARN como el ampalme alternativo, expresion reducida de proteina, etc. Los fenotipos
conocidos san Knull, JKnull (JKnull tiene una prevalencia de hasta 9 % entre los
polinesios{21]}, Rhnull, hibridos Rh, Kmod, Co(a-b-}. In(Lu), Lu{a-b-} e hibridos GP.

La presencia de una mutacién c.179_180del (Ser60fs) asociada con el alelo Fy(b) puede
cambiar la expresion del antigenc Fy(b) y ser la causa de un resultado de falso positivo.

Eisoftware BASIS na esta disefiado para convertir todas fas combinaciones de genotipos/aielos
en fenotipados. Por ejemplo, si se encuentran combinaciones de alelos que no cuentan conuna
bibliografia extensa, ef software presentara un resuftado de Variante posible (PV).

Los analisis HEA se sustentan en mutaciones de dos puntos para predecir los fenotipos de
antigenos V y VS: 733C>G(L245V) en el ExGn 5 y 1006G>T(G336C) en el Ex6n 7 del gen RHCE

Las normas para la conversién de la prediccién genotipo a fenotipo que utiliza el analisis
HEA se basan & emostrado de que la ausencia de las dos mutaciones ene
correlacion la ausencia da los antigenos V y VS, al igual de que ia presencia de las
mutaciones es causa de la exgresion del antigeno.

DiveclBra Tecme:,
Pagin¥. a2 B
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O BioAray Solutions tiene en cuenta la bibliografia [15] que sefiala cierlas combinaciones

.de genoctipos (que comprenden las dos mutaciones de interés) que no generan un (nico
fenotipo. Esta limitacion solo afecta la caracterizacidn V(+)VS(+), En conformidad con la
publicacion [15)], en una pequefia fraccion de los casos, el analisis HEA arrojatia un informe
de las muesiras como falso positivo en relacion con a serologia al momenta de dar la
caracterizacion V(+WVS(+) (4,2 % para VS y 1,4 % para V). La caracterizacion V{-VS(-)
no se ve afectada.

En el analisis HEA, la presencia/ausencia del antigeno RhC se informa seg(n tres
polimorfismos 307C>T(P1038) en el Exon 2, 733C>G (L245V) en el Exén 5, 1006G>T
{G336C) en el Ex6n 7 y la presencia/ausencia del inserto 109 bp en el Intrén 2 del gen
RHCE. ' )

La caracterizacion (+)* del antigeno RHC implica la posible presencia del antigeno C
alterado codificado por el hapiotipo (C)ce®. €1 haplotipo {C)ce® comprende:

i) Un alelo RHD-CE-D hibrido del gen RHD, y
i} alelo ce® def gen RHCE

E} haplotipa (C)ee” produce C débil, ¢ normal, e débit (también conocido como AL
(RH20){16].

El antigeno U (que se encuentra en la proteina GPB) no es polimdrfico por si mismo.

La expresion del antigeno U estd regida por los cambios que afectan la expresién de los
antigenos S. Especificamente, se sabe que el fenotipo S-s- estd asociado con la ausencia

o con la expresion débil del antigeno U. El anélisis HEA maonitorea tres mutaciones que
conforman el fenotipo $-s- y puede caracterizar el fenotipo U{var) y U{neg). Ocasionalmente,
puede no ser posible arribar a una caracterizacion de fenotipo U(neg), atin cuando ia
caracterizacién de fenotipo sea S-s- a causa de intensidades residuales no especificas en
las sondas que rigen el silenciamiento del antigeno S/s.

Ei alslo Fyx codifica un cambio de aminoscido que origina el fenotipo Fy(b+w) con diversos
grados de antigens debilitado Fyb. Es posible que ios reactivos anti-Fyb serologicos
autorizados no siempre reaccionen con un antigeno Fyb de tal modo debilitado {18].

El quimerismo mixto en pacientes de trasplante de células madre hematopoyéticas podria
generar resultados 1C en e analisis [23]

I
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(/ X. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPERO

o L v =3

A. Estudio de exactitud

BioArray llevé adelante un esludio para demostrar que ef Ensayo HEA PreciseType puede
identificar con exactitud los fenotipos enumerados con el uso de muestras preseleccionadas y
bien caracterizadas. Los fenolipos de antigenos de glébulos rojos {RBC) se determinaron con dos
métodos. Los antigenos RBC caracterizados mediante serologia (antisueros autorizados) incluyer
DF Fy®, By’ M, N, 8, 5, JK®, Ji, Kp*, Kp", L’ C, ¢ E, e K yk (U se infiere a partir del tipaje S/s}
Entre fos antigenos de gidbulos rojos que se caracterizaron con secuenciacion bidireccional

{no se dispone de los correspondientes antisuaros autorizados) se incluyen Ca®, Cob, DI®, Js?, Js®
Lu®, LW®, LW®, V, VS, Sci, Sc2, Do, Do°, Jo® y Hy (también se incluye HbS). Se seleccionaron
muestras para lograr diversidad fenctipica a fin de cubrir todos los estatus de antigenos positivos
y todos los estatus de antigenos negativos, a excepcion de tres (D, LW* y Sc1).

Con el objeto de garantizar |a diversidad fenotipica, en el criterio de exactitud se incluyeron datoj
combinados {muestras validas Unicas) provenientes de tres gstudios diferentes; un estudio de
deteccién de genotipos, el estudio clinico descrito infra y la evaluacion de desempefio lievada
adelante en Europa, Algunas muestras o de algunos resultados de muestras que se recolectaron
de fuentes histéricas no estuvieron disponibles para someterios a pruebas subsiguientes parala

resolucion de discrepancias,

A fin de aceptarios, todos los fenotipos debian alcanzar o exceder et 99 % en ol limite inferior de
intervalo unilateral de confianza de 95 % para exactitud (definida como acuerdo glabal con el
método de comparacién). Todos los antigenos alcanzaron los criterios de aceptacian, a
excepcion de Lu® v V. que presentarcn limites inferiores de 98,46 % en el caso de Lu® y 98,92 %
en el caso de V. En pruebas subsiguientes se demosird una concordancia completa para V en
PreciseType, comparado con la secuenciacion bidireccional. No se disponia de analisis
subsiguientes en el caso de Lu® 1a discrepancia exhibida en Lu® entre PreciseType y serologla
puede deberse a in(Lu) 0 Lu{a-b-), segliin se describe en la seccion de Limitaciones del

procedimiento.
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Tabla 11: Resultados del estudio de exactitud PraclseTyps

¢ 1147 99,91 % 99,59 %
c 1146 100% , 50 L189,74%
R 1383 100 % 99,78 %
£ 1383 c 100% - ef| v 9978% *
K 1149 100 % 99,74 %
K 809 99,89 % . 4. 99,48 %
Kpa 657 100 % 99,55 %
Kpb 875 100 % . 89,66 %
: Jsa 1158 100 % 99,74 %
' Jsh 1345 100 % 9978 % .
Jka 1124 100 % 99,73 %
Jkb 1123 99,91 % . 589,58 %
Fya 1131 998,73 % 99,32 %
Fyb* 1130" $9982% + .., °9944%.
M 1053 100 % 99,72 %
N 1052 99.81% . 9940% ' -
s 1126 99,91 % 99,58 %
s 1126 100 % Y 9973% .
! Lua 1223 99,75 % 99,37 %
Lub 1414 99,01 % ‘98,46 % . .
| Dia 820 100 % 99,64 %
‘Dib . | 820 100 % - 99,64 %
Coa 1378 99,93 % 99.66 %
Cob 972  |W. 00% | » 99,69 %
Doa 980 100 % 99,69 %
Dob 979 100 % * 99,69 %
Joa 650 100 % 99,54 %
. Hy 650 'V 100% 99,54 %
LWa 625 100 % 99,52 %
LWb 625 100 % 99,52 %
Sel 627 100 % 99,52 %
Sc2 957 |, " 100% 89,69 %
HbS 686 100 % 99,56 %
VS 649 S 100 % ’ 99,54 % “
. v 843 99,53 % 98,02 %
u 309 v, 100%- 9904%
-— e —""‘"“"
! B ;‘grﬁ! bt
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B. Acuerdo Clinico Global, Positivo y Negativo, segun comparacién con concordancia clinic
de serologia, Sensibilidad y Especificidad seg(n comparacién con secuenciacion de ADH

Entre 2011 y 2013, cuatro laboratorios estadounidenses fievaron adelante un estudio denominado
sevaluacion del kit HEA BeadChip comparado con los métodos establecidos para ia
determinacion de antigenos eritrocitarios humanos”. En esle estudio se compararon los resultados
de tipaje del analisis PreciseType HEA BeadChip con jas metodologlas serolégica y de
secuenciacion de ADN. Se sometieron a prueba un total de 1777 muestras, de las cuales 1757
podrian usarse para fines comparativos, con 1684 resultadas validos del analisis HEA BeadChip,
lo que arroja una tasa de validez del 95,85 % (1684/1757). De los 1684 resultados validos,

1248 resultados comparativos vaiidos conjugados por fenotipa se consideraron para analisis
{SC1 y SC2 tienen 1247 resuitados comparativos validos). Las muestras se seleccionaron
aleatoriamente, con lo que se abarcaron todos los estades de antigenos positivos y todos los
estados de antigenos negativos a excepcién de seis (k, Kp®, DI, Co®, LW* y SC1 negativo).

Los antigenos RBC caracterizados mediante serologla (antisueros autorizados) incluyen DI Fy®,
FyY', M, N, S, s, JK', I, Kp?, Kp®, LU®, C, ¢, E, &, K y k (U se infiere a partir del tipaje S/s). Entre
los antigenos RBC caracterizados con secuenciacién bidireccional (no se dispone de los
correspondientes antisueros autorizados) se incluyen Co®, Co”, DI°, Js®, Js®, Lu®, LW®, LW®, V,
VS, Sc1, Se2, Do®, Do®, Jo® y Hy (también se incluye HbS).

La Tabla 12 enumera todos los antigenos que se sometieron a prueba con los matodos
serolégico y de secuenciacién. Para los 18 antigenos que se evaluaron con métados seroldgicos,
el Acuerdo porcentual global 0scilé entre el 95,96 % y el 100,00 %, el Acuerdo porcentual

positivo oscild entre el 98,77 % y el 100,00 %, mientras que el Acuerdo porcentual negativo

oscil entre el 71,43 % vy el 100,00 %. Para los 21 antigenos sometidos a prueba con métodos
de secuenciacion de ADN, la Concordancia oscilé entre el 99,76 % y el 100,00 %, 1a Sensibilidad
porcentual oscilé entre €1 98,67 % y el 100,00 %, mientras que la Especificidad porcentual fue
del 100,00 %.
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Tabia 12: Ensayo PreciseType comparado con serologia y secuenclacion
Comparato con serologia Comparado con sequenciacion
; . ™ ’, |
2 / ;‘im:niﬁ;fg’l:aga? £, Sinferior 95 % L4} A inferior 95 % ff
‘5 Pogandcr { A Acuenlo W ;; o'de co“ﬁam. + ? Il aLImlt& fo confianzs
= T £ - R #5“’?5&”5,,» §§ i ﬁéw’é
4 }f‘w&: £ twtﬁ’% ;mg KZ{ .i R iy e »*g‘l%@% S ; %*ﬁf’ﬁ*} f" "
fe* ] 1248 100,00 % 99,76 % N/A N/A N/A
CEEF| 1248 98.48% * | 9777% CNIA s LS NIA NIA
e | 1248 100,00 % 99,76 % N/A N/A NIA
AT ] 1248 . 99,84 % 99.50% *° N/A NIA . NIA
K 22| 1248 100,00 % 99,76 % NIA N/A N/A
KkTE] 1248 100,00 % 99,76 % . " NIA NIA N/A
Kpas| 1248 100,00 % 89,76 % N/A N/A NIA
; Kpb | 1218 100,00 % 9975% . FNfA | c¢ NIA N/A
i Jsa il N/A N/A N/A 1248 100,00 % 99,76 %
' dsgbr| N/A N/A CONIA 1248 |, 100,00 % 99,76 %
' Jkat] 1248 98,64 % 97,96 % N/A N/A N/A
Jikb | 1248 98,48 % 9777 % . N/A N/A . N/A
Fyak| 1248 99,84 % 99,50 % N/A N/A NIA
Fyb | 1248 968,32 % 9759%: | |[*.N/A NIA N/A
M. if 1248 99,12 % 98,55 % N/A N/A NIA
N.-vi] 1248 9599% | 9496 %. “NIA "NIA N/A
S &l 1248 99,92 % 99,62 % N/A N/A N/A
s, T 1248° 99,84 % 99,50 % .-’ . NA 12 - NIA N/A
“Lua | N/A N/A N/A 1248 100,00 % 99,76 %
‘Ldbi] 663 99,85 % 99,29 % N/A N/A N/A
‘Dig] 1248 99,02 % 99,62 % N/A N/A NIA
Dib | N/A N/A © e NIA coade | | 01248 - $72100,00 %. 99,76 %
“Coa' | N/A N/A N/A 1248 100,00 % 99,76 %
‘Cob:] NA [ . NA NIA ... | 1248 | 100,00 % 99,76 %
Doa’| NA N/A N/A 1248 100,00 % 99,76 %
Dob| .N/A N/A N/A 1248 100,00 % - 99,76 %
Joas] NiA N/A N/A 1248 100,00 % 99,76 %
Hy#4] N/A N/A “NIA - 1248 100,00 % 99,76 %
AWa | NA N/A NIA 1248 100,00 % 99,76 %
LWb [ N/A N/A NIA o 1248 100,00 % 89,76 % .~
[Se1' NA N/A N/A 1247 100,00 % 99,76 %
Se2 V| NIA N/A N/A 1247 100,00 % 99,76 %
"HbS®| NiA NfA N/A 1248 100,00 % 89,76 %
VS| NA “NiA NIA 1248 | 100,00 % 99,76 %
N L NA NIA N/A 1248 99,76 % 99,38 %
a Ut | 1248 99,84 % 99,50 % N/A NIA. N/A
}
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C.

Acuerdo global del andlisis HEA BeadChip con resolucién post-discordante mediante

serologia y secuanciacion

En el mismo estudio mencionado en 1a saccion anterior, todas las disc.reqancigs_ observadas so
resolvieron mediante el andlisis de la secuencia de ADN. La secuenciacion bidireccional se

considera como un "estandar de excelencia™ el método de referencia para el ané!isis de
secuenciacion. El término “método de referencia” alude a un procedimiento analitico con

validacion selida, suficientemente libre de error sistémico o aleatorio, de modo que resulte Ot

liticos propuestos para éf mismo analito [22].

N

para validar nuevos procedimientos ana

Cantidad de muestras ' Concordante segun PreciseType con el método

Antigeno discordantes referencia
{De un total de 1248) {Secuenciacion bidireccional)
Jkb 19 12de 19
‘Fyb 21 ' . 20 de 21 :
[ 18 19 de 19
Jka 17 17 de 17
M 11 11 de 11
I'D 50 ' ‘ _ 50de 50
Fya 2 2de 2
| E 2 2de?
S 1 1de 1
s 2 ] ’ 2de2
Lub 1 (663) 1 de 1
' Dia 1 1de1
A 3 3ded

Muestras discordantes para Jkb con serologfa:

Muestras discordantes para Fyb con serologia:

Muestras discordantes para C con serologia:

Muestras discordantes para Jka con serologla:

*

Muestras discordantes para M con serologla:

Muesiras discordantes para N con serclogla:

*

Todas las demas dis

Hubo 19 muestras discordantles; todas ellas fueron positivas por PreciseType

y negativas por serologia. .

Doce muestras fueron concordantes entre PreciseType y la secuenciacién bidireccional.
En siete muestras no hubo acuerdo con serclogia ni con secuenciacion bidireccional y
se identificaron como aues Para Jk (véase la seccién de Limitaciones del procedimiento).

Hubo 21 muestras discordantes; 20 de ellas fueron concordantes enlre PreciseType y
secuenciacion

Quince resultaron positivas para PreciseType, negativas para serologia, mientras que
14 fueron concordantes entre PreciseType y 1a secuenciacidn bidireccional (todas
presentaron Fyb débil).

Una muestra fue discordante entre PreciseType ¥ la secuenciacion bidireccional y, tras
profundizar ia investigacion, se concluys que se trataba de una mutacion nueva que aln no
estaba caracterizada en la bibliografla (véase la seccion de Limitaciones del procedimiento).

Hubo 19 muestras discordantes: todas fueron positivas para PreciseType, negativas
para serologia; todos los resultados de PreciseType fueron concordantes con la
secuenciacidn bidireccional.

Hubo 17 muestras discordantes; todos los resultados PreciseType fueron concordantes
con la secuenciacion bidireccional.

Hubo 11 muestras discordantes; todos los resultados PreciseType fueron concordantes
con la secuanciacién bidireccional.

Hubo 50 muestras discordantes; todos los resullados PreciseType fueron concordantes
con la secuenciacidn bidireccional,

jas (Fya, E, S, s, Lub, Diay V)

emés discrepancias de ofros antigenos estaban en

jacion bidireccional,

9-75 1 16525AAPN-DNPMHAN)
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D. Repetibilidad y reproducibilidad

El objetivo de estos estudios fue demostrar que el analisis PreciseType HEA genera resultados
reproducibles y repetibles con un panel de muestras de ADN humano en los diversos centros y
aperadores en el transcurso de cinco dias. Los estudios se realizaron tanto con portaobjetos de
ocho chips como con fa placa para 96 chips.

_ Fueron seis los operadores de tres centros que participaron en el estudio con ei portaobjetos.
Fueron ocho los operadores de cuatro centros que participaron en el estudio con fa placa. Antes

".de iniciar el estudio se completd una capacitacion documentada, incluida una evaluacion de
competencias. El panel consté de 11 muestras previamente caracterizadas de ADN
{secuenciacién bidireccional) extraidas de lineas celulares inrmortalizadas derivadas de sangre
humana total que representa todos los fenotipos positivos en PreciseType. En el panel también
se evaluaron 24 fenotipos negativos; hubo 12 fenotipos negativos que no se evatuaron (e, k, Kp®,
Js® U.Lu", D, Co?, Joa, Hy, LW* y SC1).

Si se determinaba que alguna de las tandas del andlisis era invalida, se la repetia, (es decir,
error del operador, falla evidente del equipo o un control negativo o positivo que no fuera valido).

Las muestras con resultados invaiidos (fondo alto, baja sefial, caracterizacion indeterminada, alto

coeficiente de variacion) se categorizaron como sin determinacién de tipo (NTD) y no se las

incluyé en los calculos debido a la fogistica dal estudio; sin embargo, se capturd la tasa de

incidencia {portaobjetos: tasa del 0,3 % de muestras invalidas; placa: tasa de 0,8 % de muestras
. invélidas).

Resultados de repetibilidad: Tanto para el formato de portaobjetos como para el formato de

_fa placa, los resultados arrojaron un acuerdo de 100 %, mientras que los estudios reflejaron una
- repetibilidad del 100 %.

Repetibilidad (concordancia porcentual) Total

Dentro de cada centro 100 %
. Dentro de cadaoperador '~ - . | 100%
' Dentro de cada dia 100 %
Dentrode cadamuestra = -~ .« ° | - 100%

Resultados de reproducibilidad: Tanto para el formato de la placa como para el formato de
portacbjetos, los resultados reflejaron un 100 % de reproducibilidad.

Entre centros 100 %
‘Entreoperadores -+ - . [1.100%
Entre dias 100 %

-
T
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Resultados de reproducibilidad entre lote y lote: Se llevo adelante un estudio separado entre

iote v lote sobre un panel integramente caracterizado (n=22) de muestras de ADN gendmico

humano extraida; en dicho estudio, el andlisis PreciseType HEA se llevé a cabo con kits de tres
jotes diferentes para demostrar la reproducibilidad entre lotes. Se reafizé el enmascaramiento de
estas 22 muestras con respecto al operador para eliminar cualquier sesgo y se las selecciond de

modo que representaran jos rangos mas amplios posibles de alelos que se contienen en el
analisis de PreciseType. El mismo operador repitid fos mismos analisis durante cinco dias
separatios para demostrar la repetibilidad. Los resuitados arrojaron un acuerdo de 100 % y el
estudio reﬂej{a repetibifidad y reproducibilidad de 100 "_/u entre lotes.

Reproducibitidad (porcentual) Total
Entre iotes 100 %
Entre dias 45w &yl e o] 100%

Conclusién general: Al considerar los antigenos, todos los rasultados de muestras (en la
totakidad de las muestras) presentaban acuerdo con los resuilados esperados dentro de cada

I
operador, entre dias, en todos los operadores y en todos los centros. Por ende, podemos

concluir que et analisis PreciseType HEA es 100 % repstible y 100 % reproducible.

3

MAT

Andlisis molecular PreciseType HEA BeadChip | 190-20210-LA Rev. C | Octubre de 2016



xw_n

s R B MR T A M SOy R WAt T, T A A At g,

2wt ke e, L L S, S T AT R S i W e 30 S T i R T U T T I T o

i e B A Y 34D G MR A 3, ; Yp—

E. Sustancias interferentes

Se determing que las siguientes sustancias, que se encuentran cominmente en la piel yenla
sangre, no interfieren con el andlisis PreciseType HEA.

Microorganismos: L.0s siguientes organismos se sometieron a analisis a 1076 UFC por mL de sangre;
Bacilius subtilis, Corynebacterium diphtheria y jeikeium, Escherichia coli, Propionibacterium acries,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella anterica, Staphylococcus epidermidis, haemolyticus y aureus,

Streptococcus pneumonia y mitis, Aspergillus niger, Candida albicans. También se realizaron andlis

sobre los niveles citopaticos del virus de influenza sin que se observara interferencia.

Sustancias ex6égenas: amoxicilina (2,06E+02 pmoliL}), sal potasica de penicilina G (2,73 ugimlL),
hidroxiurea (3,50 pg/mL), acetaminofeno (1,32E umoliL), ibuprofena (2,43 pmol/L.), aspirina
(3,62E pmoliL), naproxeno {2,17E ymalL), plavix (3,00 pmoliL), warfarina (3,25€ pmolfL),
loratadina (7,80E umol/L), atorvastatina {Lipitor) {5,48E+2 pymol/L), clorhidrato de fenilefrina

{4.91E pmaliL), nadolol {3,B8E pmoliL), 4cido félico (Vit. B) (1,50E+1 prmotiL}, acido ascorbico (ViL.[C)

{3,42E pmoliL)

Sustancias endégenas: Valores patoldgices de hemogiobina (hasta 500 g/L)}, bilirrubina (hasta
67 mgldL}, triglicéridos (hasta 1000 mg/dL) y proteina total (hasta 90 g/L}
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PANTALEA

Ax

(Genotipado indeterminado en B)

Xin. POSIBLES MENSAJES DE ADVERTENCIA CONTENIDOS EN EL INFORME BASIS

Indica insuficiencia n la discriminacién
alélica para el marcador afactado, lo que
origina una resolucién parclat del
genatipo, por lo que no puede realizarse
una caracterizacidn definitiva de un alelo
{que se representa con la
caracterizacién “x"). Se confirma que la
mueslra tiene la forma "A" del aleto.

SOLUCION

Si el resultado de 1a muestra es invalido,
repita ! andlisis prestando especial
atencion al manejo del reactivo y a la
técnica del pipeteo,

xB

{Genotipado indeterminado en A}

Indica insuficiencia en ta discriminacion
alélica para el marcador afectado, lo que
arigina una resolucién parcial del
genolipo, por lo que no puede realizarse
una caracterizacién definitiva de un alelo
{que se representa con la
caracierizacién “x}, Se confirma que 13
muestra tiene la forma “B” del alelo,

Si el mensaje de advertencia continda
apareciendo, comuniquese con €l

departamento de asistencia técnica ¢ cor
al distribuidor.

cv

(Alto coeficiente de varianza) *
]

Indica que para la muestra atectada la
variacidn en la sefg! deintensidad *
medida de las microesferas Individuales
tiene un valor demastado alto para ser
aceplable, T

HB

{Fondo alio)

Indica que para la musesira afectada, -
ia intensidad del fondo tigne un vator
demaslado alto | para ser acaptabls.

No e Infarman resultados.

Ic

+

(Caracteristica indeterminada) .

Indica que para el o los antigenos
afectados existe discriminacién
insuficiente entre el o los pares de’
sondag usados para determinar el

fenotlpo, o bien que hay un ermor mas -~ -
alto que el prawslb!e asoclado conla, -

o los pares de sondas usedos para’
determinar el fenotipo, -~ .+. . °

Repita ei analisis prestando especial
atencién al mansjo del reactivo y ala
técnica de pipeteo.

SI &l mensaje de advertencia continita
apareciendo, comuniquese con él

departamento de asistencia técnica.o con
el distribuidor,

' LS

{Balja sefial)

Indica que Ia intensidad de sefial det *
marcador afectado tiene un valor
demasiado bajo para ser aceplable.’s |,

v

Indica que no se présentan resultados

(variante posible)

+ . NTD oa ¢
de tipaje para la muestra a catisa de una .
(Sin determinacién de tipo) falla en [a muestra o en el criteriode fa
tanda. o
indica que para el o los antfgeno/s
afectados se detectd un patrdn de
PV genolipo para el que no hay un fenotipo

establecido. Per lo tanto, los resullados
de genolipo no podrian convertirse a un
resultado de fenotipo previsto.

Posible nueva combinacidn de alelos.

Se recomienda realizar mas andlisis para
obtener mas informacién sobre la muestra

Para resolucion de problemas referidos a Instrumentos AIS, consulte el Manual del Usuario de AIS (190-20185).
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Patentes

Todos los bienes y servicios se venden sujetos a los términos y condiciones de venta de BioArray
Solutions Ltd. y quedan cubiertos por una o mas de las siguientes nimeros de patentes: 6.797.524,
7427512, 7.335.153, 7.390.676, EP131183881; CA2413978 (patentes adicionales en tramite).

La compra de este producte le garantiza al adquirente, en virtud de determinadas patentes de Roche,
el derecho de uso exclusivamente para la provision de Servicios de Diagnéstico Humano In Vitro,
No se garantiza ninguna patente general ni ninguna otra licencia de ningln tipa mas que este derecl‘ro
‘especifico de uso derivado de la compra.

Este producto y su usc quedan cubiertos por una o mas de las siguientes patentes: EP 0 820 524,
EE. UY. 6.150.095, 6.307.039, 6.770.751 y 7.192.707, Jap 2006 246897 y patentes en tramite,

El comprador queda autorizado a proceder a la practica de métodos y procesos abarcados por estas
patentes usando este producto Gnicamente para ta finalidad de la inmunchematologia molecular.

exclusiva otorgada a GE MEALTHCARE, af igual que por la patente de Estados Unidos 5.885.813
y equivalentes extranjeros de propiedad de GE HEALTHCARE.

Marcas comerciales

i.a polimerasa de ADN Thermo Sequenase® contenida en este producto queda abarcada por la patente
de Estados Unidos 5.614.365 y equivalentes extranjeros de propiedad de Harvard College y su ficengia

saesz g, e,

marca comerchal registrada de BioArray Solutions Lid.

HotStarTag, QlAcube v QlAamp son marcas comerciales registradas de QIAGEN SmbH, Hilden,
alemania, cuya lcencia se olorgd a BioArray Solutions.

Veriti y GeneAmp son marcas comerciates registradas de Life Technologies Corporation.
PNA AWAY es una marca comercial de Molecular BioProdugcts, Inc.

inSlide Out es una marca comercial registrada de Boeksl Scientific

MiniMouse i es una marca comercial de Denville Scientific Inc.

MicroAmp es una marca comercial registrada de Applied Biosysiems

Excel es una marca comercial registrada de Microsoft Corporation

Thermo Sequenase es una marca comerclal registrada de GE Healthcare UK Limited

Los nombres regisirados, marcas comercizles, etc., usados en este documento, aun cuando no se los
indicara de tal modo, habran de considerarse amparados por la ley.

| Fabricante;
BioArray Solutions Ltd.

35 Technology Drive, Suite 100
Warren, NJ 07059 EE. UU.
linea gratuita (+1) 866 566-8200
Fax (+1} 908 226-0800
httpu/Awww.immucor com

PreciseType, BeadChip, AlS, BASIS y eMAP son marcas comerciales y, por su parte, BeadCheck eg una

opimine:

Andlisis molecular PreciseType HEA BeadChip | 190-20210-LA Rev. C | Octubre de 2016
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Sobre ¢l Sistema Array R 4

Indicacién de Uso

E} Sistema de imagenes de Array BioArray Solutions (AIS), AIS 400, es un sistema de adquisicion
de imagenes automatizado disenado para su uso con fos kits BeadChip de BioAmray Solutions.

Modelos

AlS 400C
AlS 400D
Resultados esperados

Las caracteristicas de réndimiento especificas y la frecuencia esperada de los posibles resuitados
del ensayo se describen en las instrucciones de uso de los reactivos. Los resuliados esperados son
especificos para los reaclivos en uso. Consulte las las instrucciones de uso de los reactivos para
obtener descripciones de los resultados esperados para los reactivos y los pocillos de prueba.

S e recomienda la configuracion de hardware y software AIS de Immucor para ver, inforrnar y
analizar los resultados de BeadChip Molecular Precise Type de Immucor. Se puede utilizar otro
hardware y / o sofiware compatible; sin embargo, se requiere una validacion por separado y los
resuitados no se pueden garantizar.

Informacion General

El AIS 400 esta destinado exclusivamente para uso profesional. Este producto esta destinado a
ser utilizado en diagnéstico in vifro.

Para evitar una descarga eléctrica, el sisterna solo debe conectarse a fuentes de alimentacion con
conexion a tierra. Los cables de alimentacion del sistema estan equipados con enchufes que
ayudan a garantizar una conexion a tierra adecuada. No use enchufes adaptadores ni quite la
clavija de conexion a tierra de los cables de alimentacion. Si debe usar un cable de extensién, use
un cable de 3 hilos con un enchufe con la toma de tierra adecuada de un cafibre suficiente.

Utilice el supresor de tension / acondicionador de linea provisto por BioArray Solutions.

Asegurese de que nada se apoye en los cables del sisterna, y que los cables no estén ubicados
donde puedan pisarse o tropezarse.

No permita que se derrame comida o bebida en paries del sistema. Si alguna parte del sistema se
moja, apaguelo inmediatamente y comuniquese con la Organizacion de Soporte Técnico de
BioArray Solutions.

No introduzca ningdn objeto en las aberturas del sistema. Si lo hace, puede provocar un incendio,
una descarga eléctrica o dafios internos en los circuitos.,

Mantenga el sistema libre de fuentes de calor, como radiadores. No bloquee las aberluras de
ventitacién. Evite colocar papeles suelios debai #a 0 apoyados contra cualquier lado del
sistema. No instale componentes del sistemaen espacios\cerrados, como estanterias modulares

190-20185-EN Rev. C AlS Manual Uso
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Este producto esta clasificado como 1PX0. El instrumento esta clasificado para 100-240Vac, 50. . o’
80Hz,32

AIS 400 Hardware

Visién general

£l AIS 400 incluye un microscopio, una caja de control PRIOR OptiScan con platina automatica,
motor de enfoque y rueda de fittro, fuente de luz, camara CCD, computadora y un paquete de
software que incluye el Lector del Sistema de Imagenes de Array {(AISR).

Los componentes de hardware adquieren fas imagenes necesarias para analizar los arreglos
BeadChip. El programa AISR controla el funcionamiento de microscopio, incluido el iempo de
exposicion, el posicionamiento automatico y el enfoque automatico. Transferencia de imagenes
adquiridas al Sistema de Informacion de Soluciones BioArray (BASIS).

Sistema ARRAY

La fotografia de abajo muestra un ejemplo de los componentes del sisterna

- ‘ ' . -] Camara
H ¥ ) g & ij’ & w”:& : M o
. . e CES RS o '

-y e "’f Optica

Controlador

Objectivos

a8t Estacién

Rueda Foco

Perilta foco

Motor Foco Joystick fuenie Luz

190-20985-EN Rev. C AIS Manual Uso
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Componentes

- Camara CCD

= Joystick

« Filtros: hay dos filtros: uno utilizado para enfocar y centrar el otro para
oblener imagenes fluorescentes. Se seleccionan automaticamente.

+ Microscopio

+» Objetivos 4X y 20X.

« Escaner de codigo de barras

» Compuladora

« Cables de poder

« Tira de alimentacién filtrada

« Controlador
« Fuente de luz

Fuente de luz X-CITE, computadora y de controlador PRIOR

La fotografia de abajo muestra un ejemplo de ia fuente de luz X-CITE, la computadora y el
controlador.

| Fuente de Luz

Interruptores
de potencia

Computadora

180-20185-EN Rev. C AlS Manual Uso
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Requisitos del sistema

Hardware

Procesador

Intel Core i3-2120 Procesador, 3.3 GHz (AIS 400C only)

Intel Core i5-4570S Procesador, 2.80 GHz (AIS 400D
only)

RAM

2 GB RAM (AIS 400C only)
8 GB RAM (AIS 400D only)

Unidad optica

CD-RW

Sistema operativo

Sistema operativo

Windows XP with Service Pack 2 (AlS
400C only) Windows 7 64-bit {AIS 400D

only)
Software
Control Software AISR
Antivirus Symantec Endpoint
Utilities Acrobat Reader, Microsoft Excel, Internet Explorer
Ambiente
Temperatura 60°F (15°C) a BO°F (26.7°C) cuando esta en uso
Humedad 20% a 80%
Altitud 6562 ft (2000 m) maxima
Luz ambiental Evite la exposicion del instrumento a ia luz solar

directa, ya que puede reducir el rango de
rendimiento del instrumento.

Espacio y ubicacion

AwX25dX25h(1.22mwX0.76md X
0.76m h) El sistema debe estar ubicado en un
banco o mesa de laboratorio.

Superficie

Capaz de soportar 100 Ibs. {46 Kg)

Suministro de linea

100-240Vac, 50-60Hz, 3A salida a tierra maxima

i)
e

180-20185-EN Rev. C AIS Manual Uso
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Qperacion del sistema

Fotografia de fuente de luz X-CITE

interruptor de obturador

interruptor de
alimentacion

Encendido y apagado del sistema

PASO ACCION
1 Presione el boton de encendido en el panel frontal para encender ta
' computadora.
2 Encienda el interruptor de alimentacion de la fuente de luz X-CITE ubicado

en el panel frontal en la posicion (1). Espere hasta que 1a luz de la pantaila
deje de parpadear (aproximadamente 2 minutos).

3 Inicie et programa AISR haciendo doble clic en el icono AISR en el
escritorio.
4 Cuando termine de usar el sistema durante el dia, haga clic en el

meni “Inicio” y apague la computadora seleccionando “Apagar”.

1 Gire el interruptor de alimentacion de la fuente de luz X-CITE a la posicién
de apagado {0).

/ 490-20185-EN Rev. C AIS Manual Uso
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PRECAUCION: encender y apagar ia fuente de iuz repetidamente
durante el dia Acorta significativamente la vida Uil de la bombilla. Siel
sistema se volvera a wtilizar durante el dia, deje la fuente de uz

encendida.

PRECAUCION: No apague la fuente de luz dentro de ios 30 minutos
después de encenderia.

Fotografia del Joystick
Joystick
s -
) : Perilla de
=1 enfoque
Control de

velocidad '

s { Control de

© 1 velocidad 2
l . —
Uso det joystick
PASO ACCION

1 Para mover el escenario en la direccién x, (de izquierda a derecha),
mueva el joystick hacia la izquierda o hacia la derecha.

2 Para mover el escenario en la direccion y, {de atras hacia delante) mueva
el joystick hacia atras o hacia adelante.

3 Para mover el escenario en ia direccién z, {enfoque) gire 1a perilla de

enfogque en el lado derecho del controlador de joystick hacia la derecha
{abajo) o hacia ia izquierda (arriba).

PRECAUCION: El control de direccién y se invierte, moviendo el joystick
hacia atras se mueve el escenario al frente.

190-20185-EN Rev. C AIS Manual Uso
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AlS 400 Software

Transferencia de datos de decodificacién
El CD-ROM incluido con los operadores de BeadChip contiene datos de decodificacién de cluster
y ubicacién para el lote especifico de operadores de BeadChip. Los datos de decodificacién
deben cargarse solo una vez por cada lote de BeadChip. Los datos se deben cargar en la
computadora antes de que se lean las imagenes de BeadChip.

Adquirir 1a imagen de BeadChip

El Array Imaging System Reader (AISR) controla el microscopio y recopila imagenes de la
Transportista de BeadChip.

Operacion de Array Imaging Software (AISR

La fotografia de abajo muestra un ejemplo de Ia pantalla del mend principal de AISR.

2
o
*¢* BIOARRAY SOLUTIONS

&
+

1
5
g— >
T
Hem Descripcidon
1. Image Window Muestra las imagenes de la matriz de BeadChip cuando el
selaclor de nrla Gptica estd en Pasicion oto”,
' 2. Menu Bar Permite el acceso a las funciones de Datos y Servicios..

a. Service Utllizado solo por el personal de servicio de BioAmray Solufions

b. Data Se utiliza para transferir datos de decodificacién.
3. Mode Permite &l usuafio seleccionar el modo Estdndar o Reanudar,
4. CARRIER ID Muestra Ja1D del CARRJER infroducido.
5. Status Indicators _ Las lu¢€es se muestran pjra mostrar la operacién actual

nﬂ?ﬁmﬁ%ﬁ\fﬁ.ﬁﬁ BN
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tem

Descripcién

6. Assay Exposure Time

Muestra el tempo de exposicidn requerido para capturar la

7. EXIT

Sale del programa.

Cargando informacién de BeadChip

Iniciar programa y cargar CD

Accién
Enciende la computadora y la fuente de luz.
Haga doble clic en el icono AISR en la pantafla de la computadora..
Retire &l CD de datos del kit de ensayo del BeadChip.
Seleccione Datas y luego Transliera datos de decodificacién desde la esquina
superior izquierda de 1a Ventana de Soluciones BioArray.

Paso
1

2
3
a

S
44
{4 BIOARRAY SOLUTIONS
e

L}

Descargar datos desde CD

Accién
Cuando aparezca esta pantalla, inserte e} CD en la unidad, cierre ja unidad y
seleccione "OK",

Paso
1

hivos del cluster

s Chma § g, | Pk i el i 1= Sdraniy s Fo
A gms ibmrrmardir Of fHe,

¥ ot Y A Surh ]
AL o abors ¥ e OO0

oar fin Doy Srvorema | __

A mbow (s Rratsid Py (e
ey phrinin gl e e

o

T Te

Este mensaje se muesira mientras se copian jos anchiyv

os de ubicacion.

_ P Tri ek M A
Rwn iws e ot by d Sl gy . “"’I

§ b a1 Pl Copep Procews

1 nrmtem File 2nogr iy O
| et F il Lty P A

oo Fila furgrey ek
i

arece este mensaie que indica que los archivos se copigron comectamente

decodificacin.

Selaccione "OK" Wer ala pantalié)principal. Retire el CD de datos de
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i Paso Accidn
NOTA: No refire ef CD hasla que aparezca este mensaje y se seleccione "OK”.

Operacién en modo estandar

Encienda la fuente de luz y la computadora

Paso Accibn
1 Encender |3 computadora
2 Encianda ta fuente de fuz. Cuando la pantatia de la lampara deja de parpadear, se
calienta y esta lista. 3

Inicie el programa AISR y coloque el Carrier de BeadChip en su sitio

Paso Accitn
1 Haga doble cic en el icono AISR en la pantaila de 1a computadora
2 Coloque ef objetive del microscopio 20X sobre el carrier
3 Una vez que se compieta el ensayo y se lava y se seca el BeadChip , coloque

e} fransportador B-BeadChip contra los tres pines en la platina del micrescopio
con el codige de barras en ka parte posterior. (Si usa un 86-BeadChip, cologue
| codigo de bamas a la derecha.)

PRECAUCION: Asegirese de que el BeadChip esté colocado enla ofientacion
comecta. El cambio de la direccidn de BeadChip causara resultados que ne se
pueden analizar, Yerimagencsenelpaso 4

4 Asegure el portador con

iman
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Escanear codigo de barras y matriz de enfoque

Paso

Accidn

1

J$\ R
: T |
AR

Haga clic en el camgo 1D carrier en la Eanlalla.

CARRIER 1D field

R =

R L

n

"Utilizando el lector de cédigo de barras, escanee el codigo de barras BeadChip.

PEECAUCION: No mire el 1aser en el escaner de cadigo de baras

El programa AISR confirma que BeadChip no es de un lote vencido y que el

£l sistema coloca autornaticamente el primer BeadChip bajo ef objetivo det

lote existe
microscopio.
{,\} WIy?llu;am
S e
- - t"j :
£ T
)
. a s

Utilizando el 'ioEtid(, centre el BeadChiE en el campo y enfoque la imagen de la
. . matnz.

/N

NOTA: Siia matriz no es visible, cambie al objetive 4X y centre la imagen.
Vuelve al objetivo 20X para el enfoque final.

Comenzar el auto-enfoque

Paso

Accién

1

Aseqlrese de que al menos % de la matriz esté dentro del campo de visidn,

N Rev. C AlS Manual Uso
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Paso

Accién

Enfoca la imﬁen hasta ﬁue la matniz BeadChip se distinga claramente.

{{:z:v BOARRAT v {mre
s

=iy

ofl— |

= Go button

e . Lt .

Haga clic en 1 batén GO en |a pantalla.

El AISR comienza el autoem‘ﬂue. ]

]

. i

f':'}': BoAZEA MUt

Sy &
Aptry—
g e 8

P
I

T -2

Una vaz que |a imagen se enfoca automaticamente, AISR adquiere la imagen.
[romwre o

——

0’.
£nis BIOAZRAY SOLUTIONS
.’I

Lectura completa de) Carrier BeadChip

Paso

Accion

3

El AISR se mueve a la siguiente posicién debajo del objetivo y luego repits el
enfoque automético y la imagen en cada BeadChip individual hasta que todos se
leen.

Cuando se leen todos los BeadChips, ia elapa vuelve a la posicién inicial.

190-20185-EN Rev. C AIS Manual Uso
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- Paso . Accion
3 La pantalia de resumen muestra imagenes en miniatura de BeadChips ocho (8) a
la vez, como se muesira a continuacion. La fila superior muestra las imagenes de!

campo brilante. La fila inferior muestra las imagenes fluorescentes.
en con més detalle, haga chic en la imagen en miniatura.

Revisar en el informe resumen de pantalla

Paso Accidn
1 La panialla de resumen confiene informacion sobre imagenes no enfocadas,
fallas en la generacidn de archivos de intensidad de andlisis, fallas en el
procesamiento de imégenes o Beadchips con fhiorescencia excesiva. A
confinuacién se muestra un ejernplo del resumen:
j - T————oeY N -
albu' Mni AL 1T
_rn.-nn'hi
WLWR ANRTED AT PR 4 WL ARET 18
.i:nnm--uf:#n 130
‘\‘ ;:'.ufu—uh-aal

£ 8 of Bk AN ket Pl il 8 = &
| e

" 8 of b Pereredrg Pubisvi = 3

Bl

i
4 Ay Trbrglty e Sawmerativn Fatlrms = §
Umcms

t‘-nul-lm
Papricts Tha o T recy

\h-fh.bm'lum =43

| frd Twre =LA dRI0

"“ﬂm

Y . -

2 Tenga en cuenta la {s) posicién (es) de cualquier imagen desenfocada, fallos en
la generacidn de archivos de intensidad de ensayo, fallos en el procasamiento
de imagenes o fragmentos de cuentas con fluorescencia excesiva. Para ver tas
imégenes con mayor detalle, hags clic en la imagen en minlatura.

3 Haga clic en "Conlinuar” para cargar el siguiente operador de BeadChip o para
pasar a las siguientes 8 imagenes de un proveedor de 85-BeadChip. Cuando
se ejecuta un operador de 98-BeadChip, se puede hacer clic en el boton "Salir
de la pantalla” para omitir las imégenes en miniatura restantes

190-20185-EN Rev. C AlS Manual Uso
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informe resumido impreso
Resumen Impreso del informe de fotografia

La siguiente fotografia muestra un ejempio del Informe de resumen impreso. Si hay una
lrnpresora conectada a la computadora, el Informe de resumen se imprimira automaticamente.

gy rert Iu Carven B prEanl il -~
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-Numero de codigo de barras de BeadChip

» Nombre de usuario

» Modo de lectura {estandar o retrabajo).

« “Fecha y hora" de inicio de lectura de BeadChip

* n° de imagenes desenfocadas

« n° de fallas en la generacion de archivos de intensidad de ensayo

« n° de fallas en el procesamiento de imagenes

= n° de Beadchips con Fluorescencia Excesiva

« Horas de la lampara = {(nimero de horas que se ha usado la lampara)
+ Tiempo de exposicion = (nGmero de milisegundos de exposicion fluorescente)
+ “Fecha y hora” de finalizacion de lectura de BeadChip

+ Fin del informe

Operacion en modo retrabajo

Inicie el programa AISR y coloque ei carrier de BeadChip en el escenario

Paso Accibn
1 Si AISR no se esta ejecutando, haga doble clic en el icono de AISR en {a pantalla
2 $ila fuente de luz no estd encendida, encienda la fuente de luz y espere a que la
pantafla deje de parpadear.
3 Coloque el transportador 8-BeadChip contra los tres pines en el microscopio con

¢! codigo de barras hacia atrés. (Si utiiza un transportista 86-BeadChip, coloque
el chdigo de barras a la derecha).

PRECAUCION: Asegurese de que el BeadChip esté colocado en 1a onientacién
comecta.

4 Coloque el objetivo del microscopio 20X sobre el camier.
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Paso Accién
5
Seleccione el modo de trabajo
Paso Accion
1 Seleccione el modo "Rework” en el campo Modo.
2 Haga clic en el campo D del camrier en la pantalla.
3 [ Y —— ’ .
| Mode field
3
b\ CARRIER ID field
3
=y
4 Utilizando el fector de codigo de barras, escanee el cadigo de barras del portador
BeadChip.
PRECAUCION: No mire el [aser en el escaner de cédigo de barras
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Seleccionar posicion (es) para serre trabajado

Paso

Accidn

1

L2 34 3 67

Cuando aparezca la veniana, seteccione fa (s) posiciér} {es) para volyef
a frabajar y haga clic en "Listo™. Las posiciones seleccionadas cambian
3 verde.

Belect BeadChip(sY™ To Rework

8-BeadChip

camer
= S

Select BeadChip(s] To Rework

NP D NI P
T R e

- ik

12545i'l'.91011l2

bt F D4 FP

wldnd P Pk P
ERV

P 0t 2 L

& wt ]
A2

o]
P

bajo el objetivo de! microscopio.

equipd posiciona "aulbmaticamente el primer BeadChip seleccionado

Enfoque BeadChip array

Paso

Accién

1

2

é} WAL JALTON

A

Utilizando el ‘!%sﬁck centre el BeadChiﬁ en el campo y enfoque la imagen

sy
|

4

&

St
pptrama
[ ——

PR
-y

Go button

NOTALSTTa matiz no 65 visibie, cambie ai objetivo 4X y cenire la Imagen.
Regresa al objetivo 20X para el enfoque final.

3

Aseqiress de que al menos % de la matriz sea visible en €l campo de vision.

Comenzar el auto-enfoque

Paso

Accién

1

El AISR comienza el autoenfoque,

loMEDICASR L.

-
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Paso

Accidn

Cuando la imagen esta enfocada, AISR adquiere automaticamente las

imagenes de campo claro y de ensayo.
e e
: )

& .

e BIOARRAY SOLUTIONS ‘
()
*

Lectura completa de BeadChip carrier

Paso Accién
1 El AISR se mueve a la siguiente posicon de retrabajo seleccionada bajo el
objetivo v se detiene. }
2 Centre y enfoque el BeadChip y luego haga clic en el botén IR. Repita para cada

matriz siendo re-imagen

@ BaraArre vy BOmn Py

-
R

NGTA: Cada BeadChip solo se puede volver a frabajar por un méximo de UNA
ver.
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Revisar 1a pantalla de resumen / informe

Paso Accién
1 Una vez que se vuelve a crear la imagen del ltimo BeadChip, la elapa vuelve &
su posicidn inicial, lista para el siguiente operador de BeadChip. La pantalta de
resumen muestra imagenes en miniatura de BeadChips seleccionados
atts 1 v 0 S —— - —3
—
li‘--n: | i
T i
e !
pamg |
ST )
PN i qul Otopber |
ekl v POy e et 8 b duverrn @
gy o i Thaiorh o rif gl B
b Y Al Wy ey
i‘.‘.:"...".."": " F
2 La pantalia de resumen contiene informacion sobre iméagenes no enfocadas,
fallas en la generacion de archivos de infensidad de anélisis, fatlas en el
procesamiento de iméagenes o Beadchips con fuorescencia excesiva.
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AlS Performance

Las muestras de ADN genoémico bien caracterizadas (11) se analizaron utilizando la prueba
Molecular BeadChip Molecular PreciseTypeTM de immucor en réplica (n = 2) para cada lote
(3 lotes en total). Las muestras analizadas se leyeron luego utitizando tres instrumentos AIS
diferentes. Un tolal de dieciocho lecturas de intensidad de ensayo estaban disponibles para

cada muestra.

Las muestras de conirol positive externo (HEA BeadCheck) se anatizaron una vez (n = 1)
para cada lote. Las muestras analizadas se leyeron luego utilizando tres instrumentos AlS
diferentes. Se dispuso de un total de nueve lecturas de intensidad de ensayo para cada

conjunto de control (Ref-pA y Ref-pB).

1a intensidad media ajustada, 1a desviacidn estandar y €1% CV para cada sefial de sonda (un
total de 52 sondas para cada muesira) se calcularon para las 13 muestras. La Figura 1
representa el valor de % CV de cada sonda contra su intensidad ajustada promedic, y

diferencia cada sonda como una Hamada positiva 0 negativa.

Figura 1. % CV intensidad media ajustada para todas las sefiales de la sonda; famadas positivas y

negativas.
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De un total de 676 sondas anaiizadas, 588 sefales de sonda estaban por encima del corte de

baja intensidad de sefiat de 300, Los resuitados.
Tabla 1.

umen de estas sondas se presentan en fa
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De las intensidades medias ajustadas de ia sonda superiores a 300, 409 se encontraron en un
estado positive mientras que 179 se encontraron en un aestado negativo. El resumen de los
resultados de las sondas en estado positivo ¢ negativo de todas las muestras se presenia en la

Tabla 2y 3.

Tabfa 2: Resumen de los resullados de intensidad de la sonda (A) y% CV (B) para las sondas en estado posifivo

(A

®

Tabla 1: Intensidad media de ia sefial de la sonda (A) y % CV (B) para todas las
sondas con intensidades de sefial superiores a 300.

intensidad

Min 301
Max 14211
Promedio | 6317
Median 5598
Std. Dev. | 4655

% OV

- Min 2%

Max 97%
Promedio | 19%
Median 16%
Std. Dev. | 14%

Intensidad
Min 2016
Max | 14214
Promedio | B655
' Median 8592
Std. Dev. | 3587
%CV
Min 2%
Max 35%
| Promedio | 14%
Median 12%
Std. Dev. | 7%
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Tabla 3: Resumen de fos resultados de intensidad de 1a sonda (A) y% CV (B) para las sondas en

estado negativo.
(A
Intensidad
Min 301
Max 5867
Promedio | 874
Median 703
Std. Dev. ! 832
(B
%CV
Min 8%
| Max 97%

Promedio | 31%
Median 27%
Std. Dev. | 18%

El % de CV puede ocupar un amplio rango debido a una serie de posibles razones, incluida la
variabilidad que surge de un ensayo a otro, de un lote a ofro, el orden de leclura del ensayo y las
variaciones dentro y entre los instrumentos. Para evaluar el efecto de esta variacién en los
resultados del ensayo, la relacion "delta” (que se utiliza para determinar el genotipo asociado con
cada polimorfismo y se define como la diferencia de las intensidades de la sonda dividida por Ia
suma de las intensidades de fa sonda asociadas con una mutacién) se calculé y trazo para cada
polimorfismo para lodas las muestras y para todos los instrumentos. Una inspeccion de los gréficos
defta de cada par de sondas para cada polimorfismo demuestra que los valores altos dentro del%
de muestra dentro de la muestra no afectan la capacidad de identificar y discriminar entre los
genotipos y, por lo tanto, los resultados del ensayo (las llamadas del genotipo gue fueron 100%
concordantes) . La Figura 2 es un conjunto de datos representativos del par de sondas COA / COB
SNP, como eiemplo para ilustrar este punto.
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Figura 2: grafico delta para los valores delta de COA / COB producidos por
todas las muestras analizadas en todos los instrumentos.
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El analisis de todas las sefiales de intensidad de la sonda de 13 muestras medidas en muitiples
réplicas en muitiples instrumentos AlS produce un % CV promedio del 19%, con un rango entre el
2% vy el 97%. La variacién producida por estas mediciones no tiene un impacto significativo en los
resultados del andlisis de ia muestra, como lo demuestran los valores della consistenies y los
resultados ' genotipicos producidos a parlir de estas muestras en lodos ios insirumentos.

-20185EN Rev. C AIS Manual Uso
F-2019-75136525-APN-DNPM#ANMAT

A

MEDICA B = L.
PV . gEhnen

R <
(IS IR




e e o e

N.° ref. 190-10204-ES Rev. E

EC

HPA de Immucor
ENSAYO MOLECULAR BEADCHIP

o] 2

BioArray Solutions Ltd.
35 Technology Drive, Suite 100
Warren, NJ 07059 EE. UU.

.

Immucor Medizinische Diagnostik GmbH
Adam-Opel-Strasse 26 A
63322 Rodermark (ALEMANIA}

C€ |v

pagina 1

iy, JENEE [tvaste
Pazina 72 484174

o6

Fecha de revisién 04-2016

B Tl i3 A ;’Xﬁ?zjn
N Eorn

U

HPA de immucor: Ensayo Motecular Beadcrajé‘%»,

s,

IF-2019-75136525-APN-DNPM#ANMAIT

A

-




'
HPA de Immugcor: Ensayo Motecular BeadChip
indice
1. INTRODUGCCION ......oonereeesvetbrbssecssessesssessn s bt ssssbsebssasassss s eessbasssssnasssessseasesess 3
Al USO PIEVISIO ceoevereeieeevcriees e ecsessseeseesaebass sesee st bbb sar s bt s 3
B Resumen de |2 PrUBba.........ooov i s s 3
c! Descripcion def Product ... ..ot s 3
11, C(BNTENIDO DEL KIT BEADCHIP, EQUIPO Y‘SUMINISTROS NECESARIOS ....5
Al Contenido det kit HPA (B00-10182)....vvrvres oot 5
B! EQUIPD NMEBEESANO ....veeeeeriresereareseiieeesceiee s ssssbasss e s e as s s s e s s mssrb st sn b s inn bt 5
OF EQUIPO reCOMENTAUO. ........oivee et vt sttt e st bbb €
D. SUMINISITOS MBCESAIIOS ... icveeieeiieercereerrresrnbersrbecee oo asatss s bar e e anae e e s s nesasine s s e darea 7
HE.  DEFINICION DE SIMBOLOS .......ooomereurrireerinenssesiseessisisssessssssssssssasssssssasissssssssaniass 8
IV. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES.........oossurrrenenssrseanmssesisscsssssssssseisssssossassanes 9
V. TIIRANSPORTE, CONSERVACION Y ESTABILIDAD........cccccoeremernvecseciresnsnstonies 1
VL. . RECOGIDA DE MUESTRAS ......ooooccossstssssssssssessmssssessssserssssssssasssssssassssossasss 11
vil, PE!OCEDIMIENTO .................................................................................................. 12
A.J Programming the Thermal CyCler ... e 12
B.j Notas acerca del procedimiBnto..... ... e 12
C.: Preparacion del FeaCHVO ......c..vvieri v et rr et s et ae s st 13
D:  Protocolo de PCR MUIPIEXAGA ..........c.orevvvrericriniemirrensnenereen e 13
E. Procesamiento post-per; tratamiento con amplicones.............o rrrennne 14
F. Procesamiento Post-PCR: generacién de la diana monocatenaria .............coeeeeiene 15
G. Elongacién y lectura de la matriz On-BeadChip ......c.oooceiviiiiciciiiiiicie e 16
H. Adquisicion de imagenes de BeadChip.............cn 17
VIll. RESULTADOS ESPERADOS ......coo..cuerermacrnienrserssesemssessasenes rerreree s ennaar s entasass 18
A.! Evaluacién: Control de calidad..............cocooeeiriiin e 18
B.! Analisis de 108 resultados ......c.vvr e e et aeras 18
IX. LlJMlTACIONES DEL PROCEDIMIENTO ........coiiiiimmrrsist s csisssnisssnsanansens 21
X. CéRACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO ........c.coveveecveirversvcsnnenn 22
XL BI"?LIOGRAFIA ...................................................................................................... 24
|
f
NS ref. 190-10204-ES Rev. E Fecha de revisién 04-2016
l pagina 2 .
1: 1F-2019-75136525-APN-DNPM#ANN
1 Péagina 73 de 174

HAT




HPA de Immucor: Ensayo Molecular BegdCh!g""‘

Kit HPA BeadChip

N.° ref. 190-10204-ES Rev. E

INTRODUCCION
A. Uso previsto

El kit HPA BeadChip™ es una prueba de diagnéstico disefiada para la determinacion
molecular de las variantes alélicas que indican los fenotipos HPA 1-9, 11 y 15 de antigenos
plaquetarios en ADN genémico humano.

B. Resumen de |a prueba

El kit BioArray Solutions HPA BeadChip™ usa la tecnologla patentada de andlisis de
polimorfismos multiplexado mediado por elongacion (eMAP®) para identificar la presencia o
ausencia de alelos seleccionados asociados a un fenotipe dado. Tras la amplificacién PCR
multiplex y la digestion de Lambda Exonuclease, el ADN monocatenario restante se incuba
en la matriz BioArray Solutions BeadChip™, lo que permile a los oligonuciadtidos
fusionarse con las sondas correspondientes. La reaccién de elongacion posterior extiende
e incorpora moléculas dCTP marcadas con fluorescentcia solo en aquellas sondas donde
el extremo 3' se comesponde exactamente con el oligonucledtido hibridado. Los productos
de elongacian de los alelos A y B se detectan de forma simultanea mediante la imagen de
toda la matriz.

En este método, cada sonda se fija de forma covalente a un tipo de cuenta {bead)
espectraimente distinguible. Una biblioteca de microesferas individuales contiene todas las
sondas de interés, incluidos positivos, negativos, asi como controles del sistema. La
biblioteca esta inmovilizada en la matriz BeadChip, lo que permite la deleccion simultanea
de los polimorfismos de interés.

Se emplea el Array Imaging System de BioArray (AIS400) para capturar la sedal
fluorescente en las cuentas individuales de una imagen de la matriz, determinar la
identidad de la cuenta mediante su posicidn en la matriz y notificar Ia intensidad de la sefial
media, el cociente de variacién de las intensidades y el nimero de cuentas medidas por
cada tipo de sonda. El software de andlisis de HPA del Sistema de Informacion de
Soluciones BioArray (BASIS™) importa la salida de intensidad bruta, calcula la validez de
los controles internas y genara los resultados del ensayo.

C. Descripcidn del producto

Los aloanticuerpos contra los antigenos plaquetarios humanos (HPA) estan implicados en
la trombocitopenia aloinmune neonatal (NAIT), parpura postransfusional (PTP) vy
refractariedad de la transfusién de plaquetas. E| HPA puede también jugar un papel como
antigeno de histocompatibilidad en trasplantes. El NAIT es un sindrome raro provocado por
anticuerpos maternos dirigidos contra el antigeno plaquetario fetal heredado del padre.
Aproximadamente 1 de cada 1000 a 20 razos se ve afectado."?

Se han definido veinticuaty uetarios especificos mediante suero
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HPA de Immucor: Ensayo Molecular BeadChip

inmunoldgico, de los que 12 se agrupan en seis sistemas bialélicos (HPA-1, -2, -3, -4, -5, -15).
La base molecular de 22 de los 24 antigenos definidos serolégicamente se ha resuelto y se
puede identificar mediante un polimorfismo de nucledtido Gnico (SNP) en la glicoproteina de la
membrana relevante. '

El kit HPA BeadChip™ se emplea para determinar tipos de antigenos plaquetarios
humanos (HPA) mediante e! andlisis de ADN vy ia prediccion de fenctipos en formato de
ensayo multiplex.

{.os once polimorfismos asociados con los antigenos plaquetarios humanos' ' que se
tipifican mediante el kit HPA BeadChip™ se enumeran a continuacion.

" sistema - | Antigeno | Glicoproteina | Posicién SNP- | - Nucledtido.
| HPA1 :gﬁjg | GPlila 176 :

HPA2 IEA28|  GPiba | 482 £

HPa3  [-HERS81 gpyp 2621 e ]

HPa4 -HEA43 1 Gpia - 506 —

HPA5 | -TIEA-3a  GPla 1600 f
 HPA®' HEAB2 1 GPllla 1544 2 -

HPAT* |iSa7e—  GPlla | 1207 g

HPA-g* HEADA_ GPHia 1984 G-
 HPA® SRR GPIb 2602 & ~
| HPA-11" Hgﬁﬂg GPlifa 1976 S
| HPAYIS DRSS CD109 2108 R

< B Sistema no estd identificado actualmente de forma sercidgica, la informacion
Gnicarnents hace referencia al genotipo. La nomenclatura del antigeno difiere de aguéllas del

" Camité de Nomenclatura de Plaquelas (PNC) en aqusllos sjemplos en los que no se haya
identificado ningun anticuerpo antitético.

-
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HPA de Immucor: Ensaye Molecular BeadChip .

. CONTENIDO DEL KIT BEADCHIP, EQUIPO'Y SUMINISTROS NECESARIOS

A.  Contenido del kit HPA (800-10182)

% REF. . |... ° Descripcion ° =4 v wCantidad®
800-00186 HPA eMAP™ PCR Mix 2 x 900 ul
800-00191 Ciean-up Reagent 1x330 i
800-00195 | Lambda Exonuclease 1 x 330 ! .
800-00193 aMAP™ Elongation Mix 2 x 600 pl .
800-10242 - | HotstarTaq DNA Polymerase 1x 155 ¢l
800-00287 Control negativo*” 1 x 1000 yl
830-00052 {IPA eMAP B-BeadChip Carrier | 12 bandejas x 8 matrices BeadChip
800-10183 HPA Carrier Data GD 1

*Los reactivos liquidos se han sobrellenado para garantizar gue se recupere el total de la
cantidad indicada.
*agua para PCR, sin control de ADN

B. Equipo necesario
by “;x;; fwy%‘ L e o
Bescrlpmén e , Numem de catélago i
. (BloArray) 790 10007
Array imaging System AIS 400 790-20006,
. 790-20016
Dispositivo de hibridacion (incubacion) (Boekel Inslide Out™) {Boekel} 241000
T . Veriti d . . (Applied Biosystems)
ermociclador (Veriti de Applied Biosystems) 4375786
Nevera (capacidad para mantener temperaturas de 2 a8 °C} -
Congelador sin formacion de escarcha (con capacidad para -
mantener temperaturas de -20 °C o menos)
NS ref. 190-10204-ES Rev. E Pocha de revision 04-2016
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HPA de Immucor: Ensayo Molecular BeadChip

C. Equipo recomendado
‘!‘ﬂf“*-‘““ PO _' \d-r\‘é_ ,f mn’»" ,'-;-,.! m-...“ N &er

. vy }* Namero' de’ Feateger
9?*‘:%""’"’" N ‘w* T" T ;tm-m NRs f s by 9 3‘

Crioblogue (Denwlle 0 equwalente)

{Denvilie) R6670

Centrifuga de microplacas (Eppendorf modeto 5430 o
equivalente)

(Fisher) 05-400-017

Gradillas de tubos para PCR (recomendadas Fisher Scientific o
equivalentes)

{Fisher) 05-541-50

Campana para eslacién de trabajo de PCR con luz UV
{recomendada CBS Scientific ¢ equivalente)

(CBS Scientific)
P-030-02

Pipetas de precisién, multicanal, capaces de suministrar de 0,5 a
10 pl (recomendadas Fisherbrand® o equivalente)

« Exactitud: +/-12 a1 24 %

» Precisidn: <8 al 1,6 %

{Fisher) 21-377-825

Pipetas de precisidn, multicanal, capaces de suministrar de 5 a
50 pl (recomendadas Fisherbrand® o equivalentes)

« Exactitud: +/-5,0211,5%

» Precisién: < 2,0 al 0,7 %

(Fisher) 21-377-827

Pipetas de precisién, monocanal, capaces de suministrar de 0,5 a
10 pl {recomendadas Eppendorf o equivalentes)
+ Exactifud: +/-25al 1 %

« Precision: £ 1,8 al04 %

(Fisher) 13-684-250

Pipetas de precisién, monocanal, capaces de suministrar de 10 a
100 1l (recomendadas Eppendorf o equivalentes)
* Exactitud: +/- 3,0 al 0,8 %

* Precision: £ 1,0al0,2 %

{Fisher) 13-684-250

Pipetas de precision, monocanal, capaces de suministrar de 100
a 1000 p! (recomendadas Eppendorf o equivalentes)
» Exactitud: +/- 3,0 a1 0,6 %

* Precision; £ 06 al0.2%

(Fisher) 13-684-250

QIAGEN® QiaCube®

{Qiagen) 9001292

Centrifugadora de tubos {recomendada Denville MiniMouse II™ o
equivalente)

(Denville) C0801

Mezcladora vorticial con adaptadores para tubo y planos
{recomendada Denville o equivalente)

(Denville) S7030

* Los numeros de referencia del fabricante de pipstas podrian cambiar. Consulle siempre la
informacién descriptiva en su idioma cuando solicite suministros si no esta seguro de los

nimeros de catalogo.

N.% ref, 150-10204-ES Rev. E
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B. Suministros necesarios

“eatalogot... ..

Tubos pa (Fisher) 05-402-24B

Eppendorf™ o equivalentes)

Tubos para centnfqgadora de 2,0 ml (recomendados (Fisher) 05-402-24C

Eppendorf™ o equivalentes)

Tapones para tubos de termociclador de pared fina de . .

0,2 ml para tira de 8 tubos (Applied Biosystems o (Applﬁgggg%sétems)

equivalente)

Tubos de termociclador de pared fina de 0,2 ml para tirade | (Applied Biosystems)

8 tubos {Applied Biosystems, 0,2 mi o equivalente) N8010580

Placa para PCR sin falddn de 96 pocillos, PP, de 0,2 ml .

(Fisherbrand® o equivalente) (Fisher) 14230232

Agua para lavado BeadChip {recomendada Invitrogen) (Invuroggzn?z 10977-

Aire comprimido o encapsulado, sin aceite {recomendado . y

Fisherbrand® o equivalente) (Fisher) 23-022523
- . e

Descontaminante (recomendado Molecular BioProducts (Fisher) 21-236-28

DNA AWAY™ o equivalente)

Kit de extraccion de ADN (recomendado minikit de ADN
sanguineo QlAamp® DSP de Qiagen® o equivalente)
Puntas de pipeta con filtro desechables (resistentes a
aerosoles) que cubren el intervalo de 0,1 a 1000 ul
(recomendadas epTIPS™ de Eppendorf™ con filtro

0 equivalentes)

Precintos para placas de PCR (recomendado film adhesivo
fransparente MicroAmp® de Applied Biosystems® 0
equivalente)

Papeles absorbentes de alta calidad multipiiegue .
(recomendados Uline o equivalentes) J (Uline) S-7127
* Los numeros de referencia del fabricante podrian cambiar. Consuite siempre la
informacion descriptiva en su idioma cuando solicite suministros si no esta seguro de los
nimeros de catalogo.

(Qiagen) 61104

(Fisher) 05-403-14
(Fisher) 05-403-18
(Fisher) 05-403-20

{Applied Biosystems)
4306311

N9 ref, 180.10204-ES Rev. E Facha de revisidn 04-2016
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HPA de Immucor: Ensayo Malecular BeadChip

. DEFINICION DE SIMBOLOS

Se pueden encontrar los siguientes simbolos especiales en los componentes del kit
HPA BeadChip.

IR Faay s ) Veen ' 'T'i\d;\ui‘"lrtm o S aa rl!f;. ER t""“'l
Simbolo .. ,." s ): Ty TN £y ',5" Dﬂﬁlﬂcién\ 'l{ -‘.‘f -2‘" . u
K .. P L . ._u i . ‘

w o

CONT Contenido.

! 0| CD que contiene los archivos de datos y las instrucciones de uso.

N.° ref. 190-10204-ES Rev. E Fecha de revisién 04-2016
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. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Todas las muestras sanguineas deben considerarse potencialmente infecciosas y
manejarse aplicando precauciones universales. Use un equipo protector personal
adecuado durante todo el analisis, incluidos guantes, proteccion ocular y bata de
laboratorio. En caso de que se produzca contacto con los ojos, lavelos de forma
inmediata con abundante agua y busque ayuda médica. Para méas informacion acerca
de la seguridad, consulle e sitio web:

hltg:ﬂextranet.immucor.oomf

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

3. Deseche los materiales usados de acuerdo con las normativas del centra o jocales
para la eliminacién de materiales potencialmente biopeligrosos. Los derrames de
material potencialmente infeccioso se deben limpiar y eliminar inmediatamente, con
arreglo a las nomas del centro y los procedimientos para la manipulacién y
eliminacién de materiales biopeligrosos potencialmente infecciosos.

4. La tecnologla de PCR es sensible a la contaminacién, especialmente de sus propios
productos. Los aerosoles de amplicones para PCR que se generan durante los pasos
para después de la PCR son una fuente frecuente de contaminacién. Por lo tanto, se
debe tener cuidado de evitar las salpicaduras excesivas y la generacion de aerosoles.
Durante el uso del kit, deben seguirse las buenas préacticas generales de laboratorio
para los laboratorios moleculares, lo que incluye fimpiar las superficies de trabajo
antes del procesamiento o preparacion de las muestras para PCR con una solucion
de lejia al 10 % recién preparada (o equivalente), usar luz ultravioleta (UV} en
campanas o armarios de seguridad biolégica entre uscs, separar en espacio y tiempo
las actividades antes y después de la PCR, usar reactivos para PCR en parles
iguales, usar controles positivos y negativos, etc. El uso de una técnica constante y
meticulosa, ademas de la incorporacién libre y la monitorizacion de los controles,
garantizaran un método seguro ¥ proactivo para el control y la prevencion de (a
contaminacion de la PCR.

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

6. La contaminacién de los reactivos o las muestras puede provocar resultades
erréneos. Por lo tanto, tenga cuidado de evitar la conlaminacion de este producto
durante su uso. No utilice reactivos si sospecha que puedan estar contaminados.

7. La contaminacién microblana de los reactivos o las muestras puede pravocar
resuitados incorrectos.

8. El incumplimiento de las directrices de uso recomendadas puede provecar un
rendimiento no optimo del producto. En funcién de la naturaleza y gravedad del
incumplimiento, puede producirse del analisis {muestra individual o fallos de ia
ejecucion) o unos resultado

N4 ref. 190-10204-€5 Rev. E Fecha de revisidn 04-2016
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10,
11.
12,
13.

14.

15.

186.

17,

18..

Use los reactivos del kit y las bandejas BeadChip tal como se suministran. Su dilucion
o alteracion puede generar resultados erréneos.

No mezcle reactivos ni bandejas BeadChip de lotes diferentes.
No utilice viales con fugas. No utilice viales sin etiquetar.

Las muestras o reactivos previamente congelados deben mezclarse bien y
centrifugarse posteriormente después de descongelarios y antes de las pruebas. Evite
la generacion de espuma y burbujas en las muestras.

Mantenga todos los reactivos, incluidas las enzimas y las mezclas maestras, en hielo
o eriobloques (de 2 a 8 °C) durante su uso.

Compruebe el correcto sellado de los tubos de muestras antes de la amplificacion
para impedir la evaporacién durante jos ciclos de variacion térmica.

A causa de las diferencias inherentes en los mecanismos del funcionamiento del
termdciclador, puede producirse una variacion en los resultados al transferir perfiles
térmicos establecidos entre diferentes marcas y modelos de instrumentos
termocicladores. En algunos casos, |a especificidad y la sensibilidad de Ja reaccién
pueden verse afectadas, lo que puede provocar una interpretacion y comunicacién
falsas de los datos. Applied Biosystems Veriti es el termociclador recomendado para
este andlisis. Immucor no garantiza el rendimiento del analisis con el uso de
termocicladores y perfiles alternativos, que debe validar el usuario.

Durante el paso de elongacidn, las muestras deberan permanecer en el pocilio de
reaccidn BeadChip, enla placa o en ef portacbjetos.

Unos tiempos de incubacién o unas temperaluras distintas a las especificadas pueden

'dar resultados errdneos.

Cada dia de uso, antes de utilizar el AIS 400, los usuarios deberan realizar el
procedimiento del test de expasicién de la bandeja (ETC) para verificar el rendimiento
del AlS. Si el test de exposicion resulta fallido, péngase en contacto con el servicio
técnico para obtener las instrucciones adecuadas.

N.° rel. 190-10204-ES Rev. E
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V.

vi.

N.¢ ref. 190-10204-ES Rev. E

TRANSPORTE, CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Los reactivos del kit HPA BeadChip, incluidas la mezcla de cebadores y todas ias
enzimas. se transportan en hielo seco. Cuando reciba el kit, compruebe que el hielo
seco permanece en el envase. Sino hay hielo, no utilice el kit y pongase en contacto
_con el distribuidor o el servicio de atencion al cliente de BioArray Solutions. Asimismo,
pongase en contacto con el representante del servicio al cliente si la bolsa de la
bandeja BeadChip sellada al vacio se ha abierto o daiado durante el transporte.

Conserve todos los reactivos del test, incluidas la mezcla de cebadores y todas ias
enzimas, a una temperatura de entre -20 y -80°C en un congelador sin formacion de
escarcha, Utilice criobloques de sobremesa o hielo cuando sea posible.

- Guarde las bandejas BeadChip 2 una temperatura de 2-8°C hasta su uso. Las
bandejas sin usar deben devoiverse de forma inmediata a su almacenamiento a una
temperatura de 2-8 °C en su envase otiginal. Las bandejas BeadChip no se pueden
reutilizar.

Consiilte la fecha de caducidad de todos los componentes det kit. No utilizar despues
de la fecha de caducidad. El formato de la fecha de caducidad as AAAA-MM-DD. Los
componentes de este kit pueden presentar una fecha de caducidad que €s mayor que
la fecha de caducidad de todo' el kit. La vida Gt mas corta {esto es, la fecha de
caducidad mas temprana) de cualquier componente del kit se indica en la etiqueta
externa del kit.

RECOGIDA DE MUESTRAS

Muestra: Se recomienda exiraer fas muestras de sangre con tubos con anticoagulante
EDTA {nimeros de producto BD 366643, 368661, 367654). Se recomienda exiraer las
muestras de ADN con ayuda del kit QiAamp DSP DNA Blood Mini (QIAGEN n.® de cat.
61104), de acuerdo con las instrucciones de uso del fabricante. El uso de ofros
procedimientos requiere la validacion del cliente.

Sustancias interferentes: La contaminacion del ADN por parte de inhibidores de la PCR,
como citrato', heparina™, hemoglobina, etanol, etc., puede interferir con la reaccion de
PCR.

Almacenamiento: EI ADN genoémico debe conservarse a -20°C o menocs en un
congelador sin formacién de escarcha hasta su uso. Evite multiples ciclos de congelacidn y
descongelacion.

Preparacion: Se necesita una concentracién de = 10 ng/ul de ADN gendmico extraido para
una amplificacién éptima por PCR.

pégina 11 Fecha de revision 04-2016
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Vil

N.2 ref, 190-10204-E5 Rev. E

PROCEDIMIENTO

A

Programming the Thermai Cycler

Ensure heated lid option is selected.
Programa PCR HPA:

94°C

94°C
62°C
72°C

72°C
4°C

15 min

30 s, desnivel del 60%
30 s, desnivel dei 50% } 35 cycles
50 s, desnivel del 35%

8 min
hasta 72 horas

Programa “Limpieza de HPA” (HPA Clean Up}: -

37°C
85°C
4°C

15 min
8 min
hasta 3 horas

Programa de generacion de diana monocatenaria de HPA.

37°C
85°C

4°C

15 min
8 min
hasta 3 horas

*Nota: Debido a las diferencias entre los termocicladores individuales, se debe validar cada
instrumento con muestras conocidas para evaluar su funcionamiento.

|
B. -

Notas acerca dei procedimiento

Se precisa un conlrol negativo por cada procesado. Se recomienda el uso de una
muestra bien caracterizada como control positivo por cada procesado.

Pueden emplearse pipetas multicanal o de canal Unico en funcién de las
preferencias del laboratorio. Todas las pipetas empleadas deben calibrarse.

El volumen de llenado del reactivo es suficiente para las pipetas sugeridas dentro
de este procedimiento.

Tenga cuidado en mezclar de forma correcta las muestras y reactivos; evite la
formacion de espuma.

Extraiga las cantidades necesarias de reactivos, muestras y controles de-

almacenamiento y, si estan congelados, deje que se descongelen antes de su uso.

Retire las bandejas BeadChip de su medio de conservacion y coldguelas a
temperatura ambiente antes de usarlas.

Es sumamente importante evitar la contaminacion cruzada entre los pocillos
BeadChip. Tenga cuidado al pipetear, enjuagar y eliminar los liguidos.

Fecha de revision 04-2018
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7. Es necesario el uso de un pipeteo preciso de las muestras y reactivos para obtener
unos resultados precisos.

8. El sistema de imagenes de matrices AlS 400 de BioArray Solutions y el horno de
hibridizacion (Boeke! Insfide-Out, modelo 241000 o equivalente) deben encenderse
al menos 30 minutos antes de su funcionamiento.

C. Preparacién del reactivo

1. Determine el numero total de muestras y controles que va a realizar,

2. Descongele los reactivos congelados y mézclelos antes de su uso. Devuelva de
forma inmediata las porciones sin usar para su conservacion correcta.

3. Use los cuadros que se adjuntan para preparar los reactives de trabajo. Los
cuadros se presentan como directrices, que ofrecen aproximadamente un 10 %
mas de reactivo de trabajo de lo necesario para realizar el analisis (el volumen
para una muestra €s preciso sin reactivo en exceso).

4. Combine los reactivos de trabajo justo antes de su uso.

5.  Prepare la Mezcla Maestra PCR (en una campana) segun la siguiente tabta.
Manténgala en hielo hasta que sea necesario y mézciela antes de su uso.

. Ntmero de ™

<+ Nidmero d s ' 8 |46 |24 32 |4 | 48| 56 | 68 | 72| 80 | 88 | 9
‘"PAM",?:&PL;' CR | .o | 150 | 304 | 432 | 502 | 720 | 880 | 1008 | 1168 | 1295 | 1456 | 1584 | 1744
Hotatarfag DNA- .
HotatarTaa Phvy | 10| 94 | 180 270 | 37.0 | 460| 550 | 630 | 730 | 81.0 91,0 | 99.0 | 1080

*1 g tabla esta disefada como una guia y proporciona aproximadamente entre el 10 yel
© 20% mas de reactivo de trabajo que el necesario para realizar et analisis.

D. Protocolo de PCR multiplexada

Nota: Se recomienda que se asignen zonas separadas para los procedimientos pre-PCR y
post-PCR como precaucion frente a la contaminacion por transferencia. Se deben realizar
los pasos 1 y 2 en la zona anterior a la PCR, y se deben emplear puntas de pipetas
resistentes a aerosoles.

. 1. Prepare suficiente mezcla maestra de PCR para el nimero de muestras que se
van a emplear en la prueba. Remitase a la tabla de la seccion C. Al calcular el
nimero de pruebas, incluya los controles.

2. Con ayuda del cuadro que se muestra a continuacién, alicuotar la mezcla
maestra de PCR en una tira de ocho tubos.

Hastalamuestrans| 8 |16 |24 [ 32 40| 48 | 56 | B4 | 72 | 80 | 88 | 6

- Volumen {ul) por | Vaya al
+ -tubo delatira | paso3d

380 56,0 | 760|920 $12,0 | 1280 | 148,0 | 1640 | 1880 | 2000 2240

3. Dispense 17,0 pl de przcla maestra dé, PCR en una placa PCR de pared fina

N2 raf, 190-10204.ES Rev. E Focha de revision 04-2016

pagina 13

MED A L
PR PLalt B S M
CHINAEW fr mins

ey

2ina 84 de 174




HPA de Immucor: Ensayo Molecular BeadChip

| debidamente etiquetada (use Unicamente puntas con filtro).

4. Selle la placa y muévase a la zona de adicién del ADN, fuera de la campana pre-
PCR.

i5. Vierta, con una pipeta, 8,0 yl de ADN preparado en cada uno de los pocilios de
PCR y mezcle tres veces mediante aspiracion con pipeta (use Unicamente
puntas con fiitro}.

6. Para el control negativo, vierta, con una pipeta, 8,0 uL de control negativo (incluido
en la caja del kit de reactivos de HPA) en el pocillo correspondiente y mezcle fres
veces mediante aspiracion con pipeta (use (nicamente puntas con filtro).

7. Con cuidado, selie la placa, mezcle suavemente y centrifugue para llevar la
. solucién al fondo de los tubos,

8. Coloque los tubos para PCR de pared fina sellados en el termociclador Veriti de
Applied Biosystems y ejecute el perfil de PCR que se muestra a continuacién,
con la tapa calefactada activada. Compruebe que el protocol PCR para la

' ampilificacion de HPA esté programado correctamente y seleccionado.

| 94 °C 18 min
94 °C 30 5, desnivel del 80 %
62 °C 30 s, desnivel del 50 % 35 ciclos
72°C 50 s, desnivel del 35 % .
72°C 8 min
L 4°C hasta 72 horas

9. Extraiga los tubos de producto post-PCR de pared fina del termociclador y
centrifugue para lievar la solucién al fondo de los tubos (aproximadamente 1000
rpm durante 5 segundos).

Nota: Las muestras y los controles centrifugados deberan usarse de inmediato, pero
pueden conservarse a una temperatura de -20 °C (o inferior) durante un maximo de
cuatro semanas.

E. Procesamiento post-per; tratamiento con amplicones

1. Mezcle bien los productos de PCR y centrifaguelos para lievar las muestras al
fondo de los pocillos.
|
2. Prepare una nueva placa etiquetada,

3. Pipetear 7,0 il. de cada producto PCR en el fondo de cada nueva placa usando
solamente puntas con filtro.

4, Alicucte el reactivo de limpieza para su funcionamiento en una tira de 8 tubos.
. Use el cuadro que aparece debajo para determinar la cantidad. Vuelva a
. almacenar e} reactivo Clean-up Reagent sin usar y mantenga fos reactivos de

trabajo en hielo.

N.2 ref. 190-10204-ES Rev. E Fetha de revision 04-2016
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Hastalamuestrans| 8 | 16124 | 32 |40 | 48 | 86 | 64 | 72 | 80 88 | 96
~ Volumen () de 5
“Clean-up Reagent | VY22 | 601 00 | 120 | 14,0 16,0 | 180 | 200 | 220 2401260 280
AR paso 5
ipor tubo en tira .

5. Afiada 2.0 pl de Clean-up Reagenta cada pocilio y mézclelo tres veces mediante
aspiracién por pipeta. Deseche ef reactivo de trabajo sin usar. Se pueden
emplear puntas sin fiitro.

6. Selle bien la placa y mezcle bien en vortice. Centrifugue brevemente para llevar
la solucién al fando de fos pocillos.

7. Coloque los tubos para PCR de pared fina sellados en el termocictador Veriti de
Applied Biosystems y ejecute el perfil siguiente: Compruebe que ¢l protocolo para
el procesamiento post-PCR, tratamiento con amplicones esté programado
correctamente y seleccionado.

37°C 15 min.
85°C 8 min.
4°C hasta 3 horas
8. Extraiga los tubos para PCR de pared fina de! termocictador y centrifugue para

llevar la solucion

al fondo de los fubos (aproximadamente 1000 rpm, 5

segundos).

Nota: Las muestras y controles centrifugados deberan usarse inmediatamente, aunque
también pueden conservarse a -20 °C durante un maximo de 72 horas. ’

F. Procesamiento Post-PCR: generacion de la diana monocatenaria
1. Mezcle brevemente y centrifugue la placa para llevar la solucién al fondo de los
pacitlos.

Alicucte el reactivo de trabajo de Lambda Exonuclease para su gjecucién en una
tira de ocho tubos. Use el cuadro que aparece debajo para determinar la
cantidad necesaria. Devuelva el reactivo de exonucleasa sin utilizar para
conservarlo y siga trabajando con los reactivos en hielo.

Hastalamuostrane| 8 |16/ 24 | 32 | 40 | 48 | 56 | 64 | 72 | 80 | 60 | 96
. dVoliaman de -

J,e&iirlf::;:at () . \;2‘;32' 60| 80 | 120 | 140|160 180200 | 220 | 240 | 260 ] 280
por tubo en fa tira’- '

3. Anada 2.0 yi de Lambda Exonuclease a cada pocifio y mézclelo tres veces
mediante aspiracion con pipeta. Deseche la solucion de trabajo sin utifizar, Se
pueden-emplear puntas sin filtrer

N.2ref, 180-10204-ES Rev. E Fecha de revision 04-2016
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4. Selle bien la placa y mezcle bien en vortice. Centrifugue brevemente para llevar
fa solucion al fondo de los pocilios.

5. Cologue los tubos para PCR de pared fina sellados en el termociclador Veriti de
Applied Biosystems y ejecute el perfil siguiente. Compruebe que el protocolo para
el procesamiento posterior a la PCR: generacion de fa diana monocatenaria esté
programado correctamente y seleccionado.

\ 37°C 15 min,
85°C 8 min.
4°C hasta 3 horas

6. Extraiga los tubos para PCR de pared fina del termociclador y centrifugue para

llevar la solucion al fondo de los tubos (aproximadamente 1000 rpm, 5
segundos).

Nota; Las muestras y controles monocatenarios centrifugados deberian usarse
inmediatamente, pero pueden conservarse a -20 °C durante un maximo de 72 horas.

G. Elongacién y lectura de la matriz On-BeadChip
Nota: Los pasos del 3 al 10 deben realizarse sin intarrupcion.

1. Encienda el hornoe de hibridacion (Boekel Inslide-Out 0 equivalente) y prepéarelo
para su uso. Para ello, aseglrese de que dispone de una toallita de papel
hdmeda para mantener las condiciones de humedad durante fa incubacion.

Asegurese de que el horno de hibridacion se encuentra a 1a temperatura correcta
{55 °C).

2. Extraiga suficientes bandejas de HPA 8-BeadChip de ia nevera y deje que se
calienten a temperatura ambiente durante un maximo de 30 minutos.

3. Mezcle hrevemente en vortice v centrifugue la placa para llevar las muestras al
fondo de los pocillos.

Alicuote ef reactivo de Elongacion eMAP® para su procesamiento en una tira de
ocho tubos, Tenga cuidado para evitar que se forme espuma, Use e} cuadro que
aparece debajo para determinar la cantidad necesaria. Devuelva la mezcla de

prolongacion eMAP® en existencias al medio de conservacion y siga trabajando
con fos reactivos sobre hielo.

.. Hastaja -

muestra n.° 8 16 24 32 4¢ 48 56 64 72 80 B8 96

© yeMAP®
_Elongation Mix; | Vaya al . )

“volumen (ut) por | paso 5 250 370147,0160,0| 7001800 900 | 100,0} 1140 | 1250 ; 1350

tibo de la tira

5. Afiada 10,0 ul de eMAP® Elongation Mix a cada muestra y mézcielo tres veces

N.° ref. 190-10204-E5 Rev. E
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mediante aspiracion con pipeta. Deseche el reactivo de irabajo sin usar. Se
pueden emplear puntas sin filtro.

6. Transfiera 18,0 pL de esta mezcla de reaccion de elongacion al correspondiente
HPA BeadChip™. Se pueden emplear puntas sin filtro.

7. Cologue la(s) bandeja(s) BeadChip™ en el homo de hibridacion e inctibelas
durante 20 minutos a 55 °C.

8. Encienda ia fuente luminica de BioArray Solutions AIS400 y el ordenador.

9. Retire las bandejas BeadChip™ del horno y elimine ja mezcla de elongacion de la
superficie de ia matriz limpiando bien la bandeja con una corriente continua de
H20 destilada o desionizada de una botella sobre un recipiente de captura. Aclare
cada BeadChip individualmente bajo una corriente de lavado BeadChip a presion
constante. La corriente de agua debe dirigirse perpendicularmente a la cara del
portaobjetos desde aproximadamente una pulgada de distancia, para enjuagar el
centro de cada BeadChip. Aclare cada BeadChip durante 3 segundos.

10. Retire el H20 restante de la bandeja mediante aire comprimido/encapsulado. No
agite el aire comprimido. Retire cualquier exceso de agua de la parte posterior de
K la bandeja con un trapo de limpieza desechable. .

H. Adquisicion de imagenes de BeadChip
1. Abra e inicie el programa AISR en el escritorio.
2. Ejecute el procedimiento de ia bandeja del test de exposicion (ETC, Exposure
Test Carrier) (consulte el manual def usuario de AIS 190-00185 o 190-20185). Si
los resultados no son los indicados en las especificaciones, pbéngase en contacto

con BioArray para ajustar el tiempo de exposicion antes de continuar.

3. Extraiga el CD de datos de HPA de la caja de bandejas BeadChip y cargue los
archivas del CD en el ordenador para cada lote nueva,

4. Lea las bandejas HPA BeadChip con el sistema de obtencién de imagenes de la
matriz AIS 400 de BioArray. Procese los datos de BeadChip con el programa
informatico de andlisis de HPA de BASIS.

5. Apague correctamente el AISR y la fuente de luz después de su uso.

6. Pase a BASIS para realizar la asociacién de muestras y generar informes de
BeadChip.
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RESULTADOS ESPERADOS

A Evéluacién: Control de cafidad

Incluya un control negativo {sin nucleasa H,Q) en cada prueba. Se recomienda la inclusién
de un control positivo como una muestra con un genotipo conaocida.

El control negativo se suministra con el kit HPA BeadChip. La finalidad de este controf es
identificar la contaminacién por ADN gendémico (ADNg) en una cantidad suficiente como
para modificar los resultados del andlisis. Menos de once resultados (LS o sefal baja) de la
muestra de control negativo en el informe de fenotipos, indica una posible contaminacion
por ADNg en una cantidad que puede tener consecuencias en los resuitados del ensayo.
Cuando esto se produce, ningdn resultado de ninguna de las muestras del proceso es
valido y las pruebas deben repetirse.

B.  Anidlisis de los resuitados

| .
Se trata de un test cualitativo. El Sistema de informacion de soluciones BioArray (BASIS™,)
compara los datos de intensidad de la sefial de la matriz BeadChip™ con la ubicacion de
ios alelos emparejados especificos para determinar la presencia o ausencia de cada alelo.

Todos los calculos se realizan mediante ef Software de Analisis HPA de BioArray Solutions
en ¢l Sistema de Informacion de BioArray Solutions (BASIS™).

Los siguientes mensajes pueden aparecer para resultados individuales de alelos si se
produce la situacion mencionada: )

Fecha de revision 04-2016
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Advertencia | Slgnificade ~ Explicacion

LS Seifial baja Indica que la intensidad de sefial de un alelo especifico es
{Low Signal] demasiado baja. No se puede completar el analisis de este
alelo. No se deben emplear los resultados para este chip.

Si se produce este mensaje:
Repita el andlisis y preste especial atencion a la
manipulacion de los reactivos y la técnica de pipeteo.
Si persiste el mensaje de advertencia, pongase en
contacto con el servicio de asistencia técnica o el
distribuidor de BioArray Solutions con el fin de
obtener asistencia técnica.

Tenga en cuenta que los resultados LS se esperan para
muestras de testigo negativo (sin nucleasa H20), se debe
infarmar de once o mas sondas como LS para que la prueba
realizada se considere valida (consulte Evaluacién: Control
de calidad arriba).
HB Fondo elevado | Indica que la intensidad de fondo es demasiado glevada para
[High el BeadChip individual. No se han notificado resuitados para
Background) esta muestra.

Repita el andlisis y preste especial atencién al manejo de
reactivos y la técnica del cuentagotas y limpieza de
BeadChip.

Si persiste el mensaje de advertencia, pongase en contacto
con el servicio de asistencia técnica o distribuidor de
BioArray Solutions para obtener asistencia tecnica.
IC Tipificacion Indica que el estado del antigeno especifico no se puede
indeterminada | determinar debido a una sefial equivocaRepita el ensayc
{Indeterminate | desde ¢! paso Procesamiento post-por; tratamiento con
Calll amplicones usando el producto PCR aimacenado a una
temperatura de entre -20 y -80 °C.

Si persiste el mensaje de advertencia, repita la prueba desde ta
{ amplificacién PCR usando el producto PCR preparado y
almacenado a una temperatura de entre -20 y -80 °C.

Si persiste el mensaje de adveriencia, pongase en contacto
con el servicio de asistencia técnica o el distribuidor. de
BioArray Solutions para obtener asistencia técnica. Se
pueden considerar vélidos +/0 resultados informados para 108
demas fenotipos de antigenos si son consistentes en las
pruebas repetidas.

N.® ref. 190-10204-£8 Rev. E Fecha de revisidn 04-2016
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'Ad\?é"itéfné}é' . Significado

L Expl:cacxon e

cv Coeficiente de | Indica que la variacion de intensidad en ciertas sondas es
variacién demasiade elevada. No se han notificado resultados para
[Coefficient of | esta muestra.
Variation}

Repila el andlisis y preste especial atencibn a Ia
manipulacion de los reactivos y la técnica de pipeteo.

Si persiste el mensaje de advertencia, pongase en contacto
con el servicio de asistencia técnica o e! distnbuidor de
BioArray Solutions para obtener asistencia técnica.

N.% ref. 190-10204-ES Rev. E
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Esta versién para IVD del kit HPA BeadChip no est4 disponible para utilizacién comercial
en Estados Unidos. ' .

Al igual que con otros métodos basados en el ADN, en casos muy infrecuentes, cuando
una muestra contiene un antigeno silenciado por una mutacién de division o estructura, ©
por la ausencia de parte del gen que no incluye el cebador o el sitio de SNP, se puede
obtener un falso positivo en el resultado de fenotipo. De forma similar, una mutacion
inesperada rara en los sitios de unién de oligonucledtido puede provocar un falso negativo
en 1a tipificacion.

El fallo en el ensayo puede deberse a causas sistémicas generales o causas individuales
de la muestra. En el caso de que se produzca un fallo en la prueba, utilice el procedimiento
de laboratorio estandar para evaluar el fallo y volver a realizar la prueba. La evaluacion del
material de ADN debe realizarse mediante slectroféresis a través de un procedimiento
adecuado. Se deberian generar los siguientes amplicones en la PCR:

Antigeno HPA | Tamafio |Antigeno Tamano
HPA-1 116 HPA-6 180
HPA-2 239 HPA-7 168
HPA-3.9 172 HPA-8,11 239
HPA-4 155 HPA-15 i 179
HPA-5 155

Una cantidad insuficiente de ADN puede ofrecer una sefial baja o resultados de llamada
indeterminados. La cantidad recomendada de ADN a emplear en este proceso es 280 ng
(8 uL a una concentracién de 210 ng/pl.).

Una pureza inadecuada puede afectar de forma negativa al proceso y a sus resultados. El
ADN debe tener un indice de pureza (cociente de extincion OD2e0/OD2s0) entre 1,50 y 1,95.

La presencia de heparina o citrato inhibe potencialmente la PCR™. La transferencia de

heparina o citrato en el ADN empleado para la PCR puede, con toda probabilidad, provocar
sefiales bajas o lamadas indeterminadas.

Fecha de revision 04-2016
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Los resultados obtenidos por la evaluacion clinica de funcionamiento .muestran que el kit
HPA BeadChip™ es un producto seguro y eficaz para la determinacion de las variantes

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO

alslicas que indican los tipos de antigenos plaguetarios HPA 1-9,11y 15.

Antigeno | Positivos | Sensibilidad [+ VPN', |+ Negativos | Especificidad, VPP
HPA-1a 420 97,9 %" | 92,4 %" 110 100 % 100 %
HPA-1b 266 100 % 100 % 264 100 % 100 %
HPA-2a 514 100 % 100 % 16 100 % 100 %
HPA-2b 136 100 % 100 % 394 100 % 100 %

" HPA-3a 459 100 % 100 % 71 100 % 100 %
HPA-3b 323 100 % 100 % 207 100 % 100 %
HPA-d4a | 477 100 % 100 % 0 N.D. N.D.
HPA-4b 1 100 % 100 % 476 100 % 100 %
HPA-5a 504 100 % 100 % 26 100 % 100 %
HPA-5Db 133 100 % 100 % 397 100 % 100 %
HPA-6a 276 100 % 100 % 0 N.D. N.D.
HPA-6bw 6 100 % 100 % 270 100 % 100 %
HPA-7a 276 100 % 100 % 0 N.D. 100 %
HPA-7b 0 N.D. N.D. 276 100 % 100 %
HPA-Ba 276 100 % 100 % 0 N.D. N.D.
HPA-8b o N.D. N.D. 276 100 % 100 %
HPA-9a 276 100 % 100 % 0 N.D. N.D.
HPA-Ob 4 100 % 100 % 274 100 % 100 %
HPA-.1‘1a 276 100 % 100 % 0] N.D. N.D.
HPA-11b 0 N.D. N.D. 276 100 % 100 %
HPA-15a | 377 100 % 100 % 110 100 % 100 %
HPA-15b | 334 98,5 %" | 959 %" 153 100 % 100 %

*Estas cifras hacen referencia a 126 muestras procesadas en septiembre de 2009 mediante
HFA BeadChip (n.® de lote 09-237), donde se incluyd la mezcta de cebadores revisada
_descrita en la seccion de discrepancias que se puede ver mas abajo. Estas muestras se
incluyeron en prusbas anteriores, donde se obtuvieron resultados de falsos nagativos para
HPA-1a y HPA-15b. Con el lote 08-237, el kit demostrd unos valores del 100 % en cuanto a

N.° ref, 180-10204-ES " Rev. E

pégina 22

Fecha de revision 04-2016

1F-2019-75136525-APN-DNPM#ANN

Pagina 93 de 174

VAT




)
N
i

HPA de Immucor; Ensavo Molecular BeadChip. 7 -

sensibilidad y VPN para estos antigenos; no se observaron cambios en fos resultados
relativos 2 los demas antigenos.

El kit de reactivos se probd en paralelo con métodos basados en ADN establecidos y una
correlacion del 100 % con ¢! producto comparado.

Definiciones de las especificaciones técnicas comunes (CTS).

Sensibilidad_de diagnéstico: La probabilidad de que el dispositivo ofrezca un resultado
positivo en presencia del marcador objetivo,

Especificidad del didgnostico: La probabilidad de que el dispositivo ofrezca un resultada
negativo en ausencia del marcador objetivo.

Antes de su distribucién, cada lote del kit HPA BeadChip™ se prueba mediante el método
de insercion frente a ADN previamente caracterizado para asegurar una reactividad y una
especificidad adecuadas. El funcionamiento de estos productos depende del seguimiento
de los métodos recomendados que se encueniran en este prospecto. Podra consultarse
toda la informacién adicional sobre las pruebas de especificidad realizadas en el momento
de su fabricacion o tras e lanzamiento del produclo al mercado previa solicitud a los
servicios 4écnicos de BioArray en el nimero de teléfono (+1) 908 226-8200 o mediante
correo electrénico: BASCustomerServiceNJ@immucor.com.
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Patentes

Todos los bienes y servicios se venden sujetos a las cldusulas de ventas de BioArray Solutions Ltd. v
ostan cubiertos por uno o mas de los sigufentes numeros de patente: 8,797,524, 7,427,612, 7,335,153;
7,3580,676; EP1311839B81 (pendiente de patentes adicionales).

La campra de este producto otorga & comprador derechos bajo deferminadas patentes de Roche para
wliizaras dnicamente con e} fin de proporcionar servicios de diagndstico in-vitro para personas. La compra no
concede ninguna patente general ni ningun otro tipo de licencia distintas de este derecho de uso concreto,

Este producto y su empleo estan cubiertes por una o més de las patentes siguientes: EP 0 820 524, U.S.
6,150,005, 6,307,039, 6,770,751 y 7,192,707, Jap 2006 246897 y patentes pendientes. El comprador
sdlo recibe una licencia para practicar los métodos y procesos cubiertos por estas patentes cuando utilice
este producto Gnicamente en aplicaciones de inmunchematologia molecular.

La polimerasa Thermo Sequanase” DNA Polymerase de este producto estd cubierta por la patente de
Estados Unidos 5,614,365 y equivalentes extranjeras propiedad de la Universidad de Harvard y con licencia
exclusiva para GE Healthcare, asi como por fa patente de Estados Unidos 5,885,813 y equivalentes
extranjeras propiedad de GE Healthcare. Solo para uso en investigacién {no se incluye la investigacion
in-vivo) o para uso diagnostico comercial in-vitro, No debe utiizarse en apficaciones terapéuticas o in-vivo.
Ofros usos exigen licencias que pueden adquirirse de GE Healthcare Bio-Sciences Corp.

Marcas comerciales

BeadChip, AIS, BASIS e eMAP son marcas comerciales de BioArray Solutions Lid.

HotStarTag DNA Polymerase®, GlAcube, QiAamp y QIAGEN son marcas comerciales regisiradas de
CUHAGEN GmbH, Hilden (Alemania}. ‘

Veriti y GeneAmp son marcas comerciales registradas de Life Technologies Corporation.

DNA AWAY es una marca comerciat de Molecular BioProducts, Inc.
InSlide Out es una marca comercial registrada de Boeke! Scientific
MiniMouse I es una marca comercial de Denville Scientific Inc.
MicroAmp es uha marca comercial registrada de Appilied Biosysiems
Excel es una marca comercial registrada de Microsoft Corporation

Thermo Sequenase es una marca comercial registrada de GE Healthcare UK Limited.

Los nombres registrados, las marcas comerciales, etc. utilizados en este documento, aungue no
aparezcan especificamente con ta marca correspondiente, no se consideran desprotegidos por 1a ley.

sl Fabricante:

BicArray Solutions, Lid,

35 Technology Drive, Suite 100

Warren, NJ 07059 EE, UU.

Teléfono {+1) 908 226-8200

Fax (+1) 808 226-0800

BASCustomerServiceNJ@immucor.com

hitp SAvww. immucor.com
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Kit RHCE BeadChip

I INTRODUCCION

A,

N.° ref. 180-10307-ES D

Uso previsto

El kit RHCE BeadChip es un tesi cualitativo de diagnéstico in vitro diseiiado para la
determinacion motecular de los antigenos RHCEC, ¢, E, ey variantes ciinicamente
significativas mediante el andlisis genémico del ADN. Se trata de una herramienta de
investigacion para el andlisis del RHCE y debe utilizarse junto con los métodos rutinarios
empleados para la determinacién del estado de Rh.

Resumen del test

E1 kit RHCE BeadChip usa la tecnologla patentada de Analisis Multiplexado de
Polimorfismos mediado por Elongacién {eMAP®) para idenlificar la presencia o ausencia
de los alelos seleccionados asociados a un fenotipo determinado. EI ADN gendmico se
extrae de |a sangre total y la PCR multiplexada amplifica los fragmentos de interés del
gen RHCE. Tras la amplificacion y el procesamiento post-PCR con reactivo Clean-up y
Lambda Exonucleasa, los amplicones monocatenarios resuttantes se mezcian con el
reactivo eMAP y se incuban en |a matriz de BeadChip, lo que les permite la hibridacién
con las sondas especificas de RHCE correspondientes. Una correspondencia exacta
entre el extremo 3’ de la sonda y el ADN hibridado activa una reaccion de elongacion en
la que se extender4 la sonda mediante la incorporacién de moléculas dCTP marcadas
con fluorescencia. Si no hay una correspondencia exacta, la elongacién no se producira.
Los productos de elongacién de los alelos A y B se detectan de forma simufténea
mediante imagenes de toda la matriz.

En este método, cada sonda se une mediante enlaces covalentes a un lipo de
microesfera distinguible espectraimente. Una biblioteca de tipos de microesferas

individuales contiene todas las sondas de interés. La biblioteca se inmoviliza en la matriz

de BeadChip, lo que permite |a deteccion simultanea de los polimorfismos de interés.

Los BeadChips se leen con el sistema de obtencién de imagenes de la matriz (Array
Imaging System, AIS™ 400) de BioArray Solutions y el sistema de informacion de
BioArray (BioArray Solutions Information System, BASIS®) genera resultados de analisis
interpretados, estudiados y recogidos en un informe. El sistema AIS captura fa sefal
fluorescente de las microesferas individuales en una imagen de toda la malriz para
determinar la identidad de !a microesfera por su color ¥ su posicion en la matriz.
También detecta la intensidad media de la sefial, la desviacién estandar, el coeficiente
de variacién de las intensidades y el nimero de microesferas calculadas para cada tipo
de sonda. A conlinuacién, el programa informético BASIS importa la salida de intensidad

bruta, evalua fa validez de los controles.dgternos y genera resultados de analisis.

Fecha de revistén: GCTUBRE de 2015
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La frecuencia de los alelos usada para generar e informe en este test se basa en un
modelo que refieja la poblacion de Estados Unidos y tal vez no se aplique a grupos
especificos de subpoblaciones.

C. Descripcion del preducto

Los aloanticuerpos y autoanticuerpos dirigidos a los antigenos Rh humanos a menudo
estan asociados a la incompatibilidad de los antigenos RHCE y RHD codificados, asi
como a la expresion alterada de los antigenos. Las transfusiones cronicas debidas a una
anemia drepanocitica, una anemia hemolitica autoinmune, una anemia aplasica, ast
como un embarazo incompatible con RhCE, pueden conllevar complicaciones, como
reacciones hemoliticas agudas, reacciones febriles no hemoliticas, reacciones alérgicas,
reacciones anafilacticas, enfermedad hemolitica del recién nacido (HDN) y hemdtisis
intravascular potencialmente mortal [1]. En estos casos, los estudios demuestran la
utitidad de reforzar el fenolipado serologico con analisis de ADN para identificar la
presencia de antigenos del grupo sanguinec [2, 3]. La deteccion de polimorfismo de
nucledtido simple asociada a mas de 40 alelos de RHCE diferentes permite la aplicacion
del analisis del ADN [4).

El kit de tests RHCE BeadChip utiliza 25 marcadores genéticos asociados a los
antigenos RhCE (consuite la tabla 1) para realizar llamadas de variantes fenotipicas

{tabla 2).
Tabia 1: Marcadores genéticos del Ensayo RHCE BeadChip
Aminoscido | -Peimerianede | | Aminoscido, |17 iciios -
wW16C 48 G>C V223F 667 G>T
A3GT 106 G>C A226P 676 G>C
Q41R 122 A>G Q233E 697 C>G
P103S 307 C>T M238V 712 A>G
insercidn de 109 bp en
* 109Ins el intrén 2 L245Y 733 C=G
R114wW 340 C>T \V250M 748 G>A
L115R 344 T>G dT77444dC 744 T>C
3122L 365 C>T AZT3V 818 C>T
T152N 455 C>A 1306V 916 A>G
R154T 461 G>C 5336C 1006 G>T
M167K 500 T>A T342{ 1025 C>T
G180R 538 G>C Rhr® Sec. cod. SUTR
R201T 602 G>C

* 109ins detecta la presencla o ausencia de "C* en las muestras. No es un marcador de "¢

N.? ref. 190-10307-ES D Fecha de revisién: OCTUBRE de 2045

Pagina 4

IF-2019-75136525-APN-DNPM#ANM

Pagina 100 de 174




'

Test Molecular RHCE BeadChip de Immiucor =71 .

£l programa informaiico
variantes fenotipicas sig

de interpretacion BASIS RHCE informa de los principales ajefos y

uientes en el sistema RHCE.

Tabla 2: Variantes fenotipicas detectadas por ¢l kit RHCE BeadChip

Nombré convencionat Nombre convencional
{distingue entre maylsculas y Hombre ISBT [5] {disiingue entre maydscuias y Nombre ISBT (5]
minisculas) mintsculgs)
WT{ce} RHCE 01 ce(733G,7487)
WT{Ce) RHCE*02 ceHAR RHCE"01.22
WT{cE) RHCE"G3 CeldA RHCE 02.01
WT(CE) RHCE*04 CeFV RHCE"02.02
ce{48C) RHCE"01.01 Ce(365T) RHCE"02.03
ceT RHCE01.02 Cavh RHCE'02.04
~e{1025T} RHCE01.03 CeCW RHCE™02,08.01
AR RHCE*D1.04 ce{48C, 122G}
cebEK RHCE'01.06 CeCX RHCE*02.08
ceMCO RHCE'01.07 ce{d80,106A)
;eBi o ceSM RHCE*D1.08 0 RHCE"01.08 CeRN RHCE*02.10.01
ceSL RHCE"01.10 Ce{344C) RHCE'02.12
ceflT RHCE*61.11 cEEW RHCE*03.01
ceRA RHCE"01.12 cEFM RHCE*03.03
ce{733G) RHCE*01.20.01 cE{602C) RHCE*03.04
ce{48C,733G) RHCE*(1.20.02 cEKH RHCE'03.05
ce(4SC.?SSG.1E>OBT}’ RHCE*01.20.03 cE{344C) RHCE*03.07
¢e{48C.733G, 1025T) RHCE'01,20.04 {48C,712G,733G} [11]
ce{7330.1006T)' RHCE*D1.20.05 {3407,344G) 10}
¢aCF RHCE*01.20.06 ce(d480,607G, 733G, 10067 (9]
ca(697G,7333) ce(4BC,697'G,712G.733G,916T) [12]
cedAL RHCE'01.20.07 ce(48C.7335,744C) [13)
ca{45C,3407.733G) Cel667T)
ce{48C 733G, 748A) RHCE‘01.20.08 cE{IB6T)

Se recomlenda o uso de la terminologla de la Sociedad Internacional de Transfusion de
Sangre (1SBT) [5] correspondiente cuando sea posible.

La presencia de alelos marcados con "§" puede sugerir la presencia del haplotipo (C)ces o t
{B][7][8). Para la confirmacién, debe analizarse la muestra con el kit RHD BeadChip para
comprobar la presencia de Dilla-CE(4-7)-D.

Las tablas anteriores no incluyen en absoluto todas las posibles variaciones genéticas de
RHCE. Consulte las variaciones de RHCE no cubiertas por este test en la seccién
“Limitaciones”.

N.¢ ref. 190-10307-ES D Fecha de revision: OCTUBRE de 2015
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Test Molecular RHCE BeadChip de immucor

1l CONTENIDO DEL KIT BEADCHIP, EQUIPO Y SUMINISTROS NECESARIOS

A. Contenido del kit RHCE (800-10206-48)

< REF. . | “Descripcién ... - [+ - Canfidad*

800-00216 Mezcla para RCP RHCE eMAP™ 1 x 800 yl
800-10242 HotStarTaq DNA Polymerase 1x 155 ul
800-00191 Clean-up Reagent 1 x 330 pi
809-00195 L ambda Exonuclease 1x330
800-00193 eMAP™ Elongation Mix 1 x 600 pl
800-00287 Control negative : 1x 1000 W
83000057 | Bandeja de 8 BeadChip RHCE eMAP™ 8 bandefas X d%fiﬁ“‘ces de
800-10282 CD de datos de bandejas de RHCE 1

*|os reactivos figuidos se han sobreflenado para garantizar que se recupere eftotal de la
cantidad indicada. :

B. Equipo necesario
: .. - ] . ?‘"‘:’. Iy ";-Vﬁnzg‘.fwﬁgﬁwyﬂ', , ‘;". i, S vaoo- ge g
Descripcién, "’ Goowel T BT TEEATY T +-Ndmero de catélogo-
; : ) - o 1'. - tT . ‘ :4 5" - "xl\- . ,x:.‘ 3 toL .,
Sistemna de Obtencion de Imagenes de Matriz AIS 400 (BioArray} 780-10007,
790-20006, 790-20016
Horno de hibridacion (incubacion) (modelo Boekel InSlide-Out™ ) {Boekel) 241500
Termociclador (Veriti de Applied Biosystems) {Applied Biosystems}
4375786
Nevera (capacidad de mantener temperaturas de 2 a 8 °C) -
Congelador sin formacién de escarcha {(capacidad para mantener -
temperaturas de -20 °C o ymenos}

N ref. 190-10307-ES D Fecha de revisién: OCTUBRE de 2015
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A

C. Equipo recomendado
Descrlpcién - e L ' | - Namerode
o ' catdlogo®
Criobloques (Denville o equivalente) {Denvilte) R6670
Centrifuga de microplacas (Eppendorf modelo 5430 o equivalente) (Fisher) 05-400-017

Gradillas de tubss para PCR {recomendadas Fisher Scientific o | (Fisher) 05-541-50
equivalentes)
Campana para estacién de trabajo de PCR con luz UV (recomendada (CBS Scientific)
CBS Scientific o equivalente) P-030-02
Pipetas de precisién, multicanal, capaces de suministrarde 0.5 2 10 ul
(recomendadas Fisherbrand® o equivalentes)

« Exactitud +/-del 122124 %

e Precision<8al16%
Pipetas de precision, mutticanal, capaces de suministrar de 5 a 50 !
(recomendadas Fisherbrand® o equivalentes)

« Exaclitud +/-dei 508115 %

+ Precision <2,0a10,7 %
Pipetas de precision, monocanal, capaces de suministrar de 0.5a 10 y!
{recomendadas Eppendorf o equivalentes)

« Exaclitud +/~del 2,5al1%

« Precisidn sdel1,82al04%
Pipetas de precision, monocanal, capaces de suministrar de 10 a 100 pl
(recomendadas Eppendorf o equivalentes}

= Exactitud +/- del 3,0 21 0.8 %

« Precisiénsdel 102102 %
Pipetas de precisién, monocanal, capaces de suministrar de 100 a 1000 pl
(recomendadas Eppendorf o equivalentes)

(Fisher) 21-377-825

(Fisher) 24-377-827

(Fisher) 13-684-250

{Fisher) 13-684-250

«  Exactitud +- del 3.0 al 0,6 % (Fisher) 13-684-250
« Precisién sde!0,6al02%
QIAGEN® QtAcube” (Qiagen) 9001292
Centrifugadora de tubos (Denville MiniMouse 1™ o equivalente) (Denville) COBO1

Mezclador voricial con adaptador para ‘tubos y plano {recomendada {Denville) S7030
Denviile o eguivalente)
“Los numeros de referencia del fabricante de pipetas podrian cambiar. Consulte siempre la

informacion descripliva cuando solicite suministres si no esta seguro de los nimeros de catalogo.

N7 ref, 190-10307-E5 O Fecha da revisitn: OCTUBRE de 2015
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N.® ref. 190-10307-ES D

Suministros necesarios

— — T T T
® o . . %,ﬁ‘ & lg'"g*u‘ w e T H ,i.i
O S * R # 4 BE ‘9?1* " e, AL T "

: ; : et

=i:)és::i'i;:.cié"u

N ‘“‘M,x"""?,' . ‘“‘ L. -
] Num?ro de catalogo™
g ‘ LK S [

Tubos para centrifugadora de 1,5 mi {recomendados Eppendorf™ o
equivaientes}

(Fisher) 05-402-24B

Tapones para tubos de termociclador de pared fina, de 0,2 mi, para tira de

{Applied Biosystems)

equivalente)

8 tubos {Applied Biosystems o equivaiente) N8010535
Tubos de termociclader de pared fina, de 0,2 mi para tira de 8 tubos {Applied Biosystems)
{Applied Biosystems o equivalente) N8010580
Piaca para PCR sin faldon de 96 pocillos de 8,2 ml (Fisherbrand® o (Fisher) 14230232

Agua para Javado BeadChip (recomendada Invitrogen)

{invitrogen} 10977-023

Aire comprimido o encapsulado, sin aceite {recomendado Fisherbrand® o
equivalents)

{Fisher) 23-022-523

Descontaminante {recomendado Molecular BioProducts™ DNA AWAY™
o equivalente)

{Fisher) 21-236-28

Kit de extraccion de ADN {recomendado minikit de ADN sanguinec
QlAamp® DSP de QIAGEN® o equivalente)

{Qiagen) 61104

Puntas de pipeta con filtro desechables (resistentes a aerosoles) que
cubren el intervalo de 0,1 wl a 1000 ! {recomendadas epTIPS™ de

(Fisher) 05-403-14
(Fisher} 05-403-18

Eppendorf™ con filtro o equivalentes} {Fisher) 05-403-20
Precintos de placas para PCR {recomendado film adhesivo transparente {(Applied Biosystems)
MicroAmp® de Apptied Biosystems® o equivalente) 4306311

Papeles absorbentes de alta calidad multipliegue {recomendados Uline o
equivalentes)

(Uline) 5-7127

*Tos numeras de referencia del fabricante podrian cambiar. Consulte siempre la informacion
descriptiva cuande solicite suministros si no esta seguro de los nimeros de catalogo.

Pagina 8

IF-2019-75136525-APN-DNPM#ANM

Fecha de revisin: OCTUBRE de 2015

Pagina 104 de 174




. DEFINICION DE SIMBOLOS

Se pueden encontrar los simbolos especia

BeadChip:

e e nDenNICHMTE o
e CD que contiene archivos de
frsy datos e instrucciones de uso

l—c_ﬁiﬂ Indice

V. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

N.® ref, 190-10307-ES D

Todas las muestras sanguineas deben considerarse potenciaimente infecciosas y manejarse

aplicando precauciones universales.Use un equipo protector personal adecuado durante
fodo et andlisis, incluidos guantes, proteccién ocular y bala de laboratorio. En caso de que
se produzca contacto con los ojos, lavelos de forma inmediata con abundante agua y
busque ayuda médica. Para mas informacion acerca de 1a seguridad, consuite ¢! sitio web:

nttp:fexiranet immucor.com

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

Deseche los materiales usados de acuerdo con las normativas del centro o locales para la
eliminacion de materiales potenciaimente biopeligrosos. Los derrames de material
polenciaimente infeccioso se deben impiar y eliminar inmediatarente, con arreglo a las
normas del centro y los procedimientos para fa manipulacion y efiminacion de materiales
potencialmente biopeligrosos.

La tecnologia de PCR es sensible aia contarninacion, especialmente de sus propios
productos. Los aerosoles de amplicones que se generan durante los pasos post RCP son
una fuente frecuente de contaminacidn. Por lo tanto, se debe tener cuidado de evitar tas
salpicaduras excesivas y la generacion de aerosoles. Durante ! uso del kit, deben seguirse
las buenas practicas de laboratorio para los laboratorios moleculares, lo que incluye limpiar
las superficies de trabajo antes del procesamiento o preparacion de las muestras para PCR
con lejia al 10 % recién preparada (0 equivalente), aplicar luz ultravioleta {tJV) enlas
campanas o armarios de seguridad bioldgica entre usos, separar en espacio y tiempo las
actividades pre y post PCR, usar reactivos para PCR alicuotados en partes iguales, usar
confroles positivos y negativos, etc. El uso de una técnica constante y meticulosa, ademas
de 1a fibre incorporacién y monitorizacion de controles, asegurarén un método vigilante y
proactivo para el control y la prevencion de ta contaminacion de la PCR,

1 os laboratorios deben validar sus propios procedimientos de limpieza.
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La contaminacién de los reactivos o tas muestras puede provocar resuitados erroneos. Por
lo tanto, tenga cuidado de evitar la contaminacion de este producto durante su uso. No
uliice reactivos st sospecha que puedan estar contaminados.

La contaminacién microbiana de fos reactivos o tas muestras puede provocar resultados
incorrectos.

La muestra de control negativo de RHCE puede detectar niveles de ADN gendmico
contaminante de = 2,5 nglreaccion. Unos niveles de contaminacion que no sean detectables
mediante el contro! negativo no afectaran a los resultados de la muestra analizada.

El incumplimiento de |as directrices de uso recomendadas puede provoecar un rendimienio
no 4ptimo del producto. En funcién de la naturaleza y gravedad del incumplimiento, pueden
producirse un fallo def analisis {muestra individual o fallos de la ejecucion} o unos resultados
errdneos.

Use los reactivos del kit y las bandejas BeadChip tal como se suministran, Su dilucién o
afteraciton puede generar resultados erréneocs.

No mezcle reactivos ni bandejas BeadChip de lotes diferentes.

No use frascos con fugas o no rotulados. La eliminacién debe hacerse segun las
. instrucciones anteriores.

Las muestras o reactivos previamente congelados deben mezclarse bien y centrifugarse
posteriormenie después de descongelarlos y antes de las pruebas. Evite la generacion de
espuma y burbujas en las muestras.

Mantenga todos los reactivos, incluidas ias enzimas y las mezclas maestras, en hielo o
criobloques (de 2 a 8 °C) durante su uso.

El intervalo de concentracién operativa de ADN del anélisis RHCE BeadChip es de 10 a 80
ng/ul. El uso de concentraciones fuera de este intervalo puede provocar errores en los
resultados de los alelos.

Compruebe el correcto sellado de los tubos de muestras antes de 1a amplificacion para
impedir la evaporacién durante los ciclos de variacién térmica. .

A causa de las diferencias inherentes en fos mecanismos de funcionamienio del
termociclador, puede producirse una variacién en los resultados al transferir perfiles térmicos
establecidos entre diferentes marcas y modelos de instrumentos termocicladores. En
aigunos casos, esto puede afectar a la especificidad y a la sensibilidad de 1a reaccion, lo que
puede provocar una interpretacion y comunicacion falsas de los datos. Applied Biosystems
Veriti es el termociclador recomendado para este andlisis. Immucor no garantiza el
rendimiento del andlisis con el uso de termocicladores y perfiles alternativos, que debe
validar el usuario.

N2 ref 190-10307-£S D Facha de revisién: OCTUBRE de 2015
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N.° ref. 190-10307-ES D

© Durante el paso de elongacidn, las muestras deberan permanecer en ¢l pocilio de reacclén
BeadChip, en la placa o en el portaocbjelos.

© Los tiempos de incubacién y 1as temperaturas distintas a las especificadas pueden dar
resultados erronecs.

© Cada dia de uso, antes de utilizar el AlS 400, los usuarios deberan realizar el procedimiento
del test de exposicién (ETC) para verificar el rendimiento det AlS. Si ef test de exposicion
resulta fatlido, pongase en contacto con el servicio técnico para obtener las instrucciones
adecuadas,

" @ Algunas sondas que aparecen en |a tabla de resultados son complementarias y no se
utllizan en ef analisis. La validez del procesado y de ta muestra solo debera basarse en los
datos que aparecen en [a columna “MeanAdv™ (WarmnMsg) de la tabla “Asignacién de
tipificaciones wRHCE" (WwRHCE Typing Assignment) en BASIS.

TRANSPORTE, CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Los reactivos del kit RHCE BeadChip, incluidas la mezcla de cebadores y todas las enzimas, se
transportan en hielo seco. Cuando reciba el kit, compruebe que queds hielo seco en el envase. Si
ho hay hielo, no utilice el kit y péngase en contacto con el representante del serviclo al cliente.
Asimismo, pongase en contacto con el representante del servicio al cliente si 1a bolsa de la
bandeja BeadChip sellada al vacio se ha abierto o dafiado durante el transporle.

Conserve todos los reactivos del test, incluidas la mazcla de cebadores y todas las enzimas, a
una temperatura de -20 a -80 °C, en un congelador sin formacion de escarcha. Utllice criobloques
de sehremesa o hielo cuando sea posible.

- Guarde las bandejas BeadChip a una temperatura de 2-8 *C hasta su uso. Las bandejas sin usar
deben devolverse de forma inmediata a su aimacenamiento a una temperatura de 2-8 °C en su
envase original. Las bandejas BeadChip na se pueden reutilizar.

Consulte 1a fecha de caducidad de todos los componentes del kit. No ulilizar despuds de ta fecha
de caducidad. €l formato de la fecha de caducidad es AAAA-MM-DD. Los componentes de este
kit pueden presentar una fecha de caducidad mayor que la fecha de caducidad de tedo et kit. La

_vida olil m&s corta (esto es, la fecha de caducidad mas temprana) de cualquier componente del
kit se indica en la etlqueta externa del kil,

Fecha de revisién: CCTUBRE de 2015
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Test Molecular RHCE BeadChip de Immucor

VI. EXTRACCION DE MUESTRAS

Muestra; las muestras de sangre deberan extraerse a tubos con anticoagulante EDTA (numeros

de producto BD 366643, 368661, 367654).

Se recomienda extraer las muestras de ADN con ayuda del minikit de sangre de ADN QlAamp
DSP (QIAGEN n.° de cat. 61104), de acuerdo con Jas instrucciones de uso del fabricante. El uso
de otros procedimientos requiere la validacidn del cliente.

Conservacién: s! ADN gentmico debe conservarse a -20 °C 0 menos, en un congetador sin
formacion de escarcha, hasta s uso. Evite muitiples ciclos de congelacion y descongelacion.

Sustancias interferentes: la presencia de inhibidores de la PCR, como el citrato [14], 12
heparina [14], a hemoglobina, el etanol, ete., puede intefferir en la PCR.

Cantidad de ADN: se requiere una concentracién de 10 a B0 ng/ul de ADN genomico extraido
'para un rendimiento Gptimo del kit RHCE BeadChip. Use agua sin nucleasa para diluir muestras
de ADN con una concentracién suparior a 80 ng/pl a unos iimites entre 10 y 80 ng/pl.

Vii. PROCEDIMIENTO
A. Verifique ia configuracién del programa del termociclador Veriti.
Asegurese de que la opcién de tapa calefactada esté seleccionada para los tres programas
siguientes.
Programa PCR RHCE:
a5 °'C 15 min
94 °C 30s Desnivel del 39 %
65 °C 45 s Desnivel del 38 % 10 ciclos
72°C 45s Desnivel del 39 %
94 °C 0s Desnivel del 39 %
81°C 45 s Desnivel del 39 % 25 ciclos
72°C 455 Desnivel del 33 %
72°C 3 min
4°C = {hasta 72 horas}
Programa RHCE Clean-Lip:
: 37°C 15 min
85°C 20 min
4°C = (hasta 3 horas)

Programa RHCE Lambda;
37°C 20 min
85°C 8min
4°C = (hasta 3 horas)

N ref, 190-10307-ES D
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B. Notas acerca del procedimiento

@ Para reducir o eliminar la posibilidad de contaminacion por arrastre, los usuari_o; asignaran tres
{3) éreas separadas: (1) actividades de configuracidr/antes de la PCR, {2) adicion de ADN vy {3}
procedimientos después de la PCR.

« Los pasos de la seccion G, “Preparacién de la mezcla maestra para RCP", deberd realizarse en
el 4rea para antes de la RCP, dentro de la campana para estacion de trabajo de RCP oenuna
sala limpia, con puntas de pipeta (con filtro) resistantes a aerosoles.

+ Los pasos de la seccion D, "Paso de adicidn de ADN", deberan realizarse en el drea de adicién
de ADN, dentro de una campana especializada, con puntas de pipeta (con filtro) resistentes a
aerosoles.

+ Eiresto del procedimiento tras fa seccion E, “Amplificacién de ta RCP”, debera realizarse en el
area para después de la RCP.

© Antes de usarlas, impie las superficies del area de procesamienta con lejlaal 10 % 0 DNA
AWAY, lo que incluye:

« las superficies de la sobremesa y del interior de la campana,
« gl equipo de apoyo,
« todas las pipetas de trabajo, monocanal y mutlticanal,

« el interior de la tapa de la centrifugadora MiniMouse, 1as gradillas de los tubos y las cublertas
{siga las instrucciones del fabricante),

» las superficies del termociclador y de ta centrifugadora de placas (siga 1as instrucciones dei
fabricante para limpiar el interior de la tapa y los pocillos de la placa del termociclador),

« el Interior de la tapa y fos pocillos de la placa del termociciador con DNA AWAY (o equivalente)
y enjuague con agua deslonizada.

Antes de usar la campana, encienda la luz UV durante un minimo de entre 15 y 20 minutos,

O Extraiga las cantidades necesarfas de reactivos, muestras y controles del almacenamiento y, si
estan congelados, deje que se descongelen antes de sU uso. Vuelva a guardar adecuadamente
y de inmediato 1as partes no utilizadas.

0O Utilice puntas de pipeta con filtro desechables {resistentas a aerosoles) para todos los pasos de!
procedimiento.

© Deben emplearse pipetas multicanal o monocanaf, en funcidn de las preferencias del
iaboratorio. Todas las pipetas empleadas deben catibrarse. La cantidad de reactivos
suministrados con cada kit BeadChip es suficiente para pipetear las cantidades sugeridas en
este procedimiento, Ei pipeteo preciso de muestras y reactivos es necesario para obtener unos
resullados precises. .

© Tenga cuidado de mezclar las muestras y los reactivos de forma adecuada. Evite la formacion
de espuma,

N.° ref, 190-10307-ES D Focha de revisidn: OCTUBRE de 2015
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Combine los reactivos de trabajo justo antes de su uso.
Mantenga todos los reactivos en hielo a en criobloque (de 2 a 8 °C) hasta su uso.

Asegurese de que i termociclador Veriti esté programado previamente para cada uno de los
pasos de amplificacién de la RCP, procesamiento después de la RCP, tratamiento con
amplicones y generacién de diana monocatenaria. Antes de cada paso, aseglrese de que ha
seleccionado el perfil preprogramado adecuado.

Extraiga las bandejas BeadChip del almacenamiento y espere a que alcancen la temperatura’
ambiente antes de usarias (normaimente tardan entre 15y 20 lminutos)‘

Es sumaments importante evitar ia contaminacién cruzada entre los pocilios BeadChip. Tenga
cuidado al pipetear, enjuagar y eliminar los liquidos,

El sistema de obtencion de imagenes de la matriz AIS 400 de BicArray Solutions y el incubador
de hibridacion (Boekel InStide-Qut modelo 241000} deben encenderse al menos 30 minutos
antes de su funciohamiento. Cologue dos papeles absorbentes en la bandeja del incubador de
hibridacién v satGrelos con un total de 25 ml de agua desionizada para mantener las condiciones
de humedad durante la incubacién. Si e incubador de hibridacién se ha usado anteriormente
durante el dia, deseche los papeles absorbentes usados, cologue dos papeles nuevos y
sattirelos como antas, con un total de 25 m! de agua desionizada.

N.° ref, 180-10307-ES D Fecha de ravisidn; OCTUBRE de 2015
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C. Preparacion de la mezcia maestra para RCP

Medidas preventivas

© Prepare siempre la mezcla maestra para PCR dentro de una campana de trabajo para PCR
o una sala limpia con el fin de evitar 1a contaminacion cruzada (la muestra de ADN debera
afiadirse fuera de la campana).

Una vez preparada, la mezcla maestra para PCR de trabajo debera utiizarse de inmediato,
pero puede mantenerse en un criobloque (conservada aentre 2y B °Cjoen hielo durante
un maximo de 15 minutos.

La placa para PCR puede cortarse si van a analizarse menos de 96 muestras. Sin embargo.
puede dejar una columna adicional vacia para evitar ia evaporacién debida al plastico
agrietado o a un sellado incorrecto.

© No tarde mas de unos 30 minutos en preparar la mezcla maestra y afiadir el ADN.

Nota: Disponga las muestras y los testigos en el orden en el que se afiadiran a la placa para PCR.
Registre los ID de las muestras en el mapa de placas de muestras en el mismo orden. Ei mapa dela
piaca se utilizard ézosteriormente para fa asociacion de muestras (los mapas de muestras pueden
crearse en Excel® o directamente en el programa informético BASIS).

Nota: En cada procesado, se requiere un cantrol negativo (control sin ADN) suministrado con et kit.
También se recomienda &l uso de un control positivo con genotipo o fenctipo conccido para cada
procesado.

Procedimiento de analisis
Preparacion de reactivos y muestras

1.1 Extraiga la mezcta para PCR RHCE oMAP (tapon azul) del congelador a -20 °C y descongélela
a temperatura ambiente durante un tiempo de hasta 30 minutos. Una vez descongelada,
mantenga la mezcla de PCR RHCE en un criobloque (de 2 a 8 °C) o en hielo. Agile en una
agitadora vorticial y centrifugue brevemente antes de su uso {uncs 3-5 segundos).

1.2 Extraiga HotStarTag DNA Polymerase {tapén naranja) dei congelador a -20 °C y coldquela en
un criobloque (2-8 °C) o en hielo. Agite en una agitadora vorticial y centrifugue brevemente
antes de su uso {unos 3-5 segundos).

1.3 Deje que ia muestra de ADN alcance la temperatura ambiente. Agite en una agitadora vorticial y
centrifugue brevemente antes de su uso {unos 3-5 segundos).

Preparacion de Ia mezcla maestra para PCR (en campana de trabajo para PCR o sala limpia)

2.1 Determine &} nimero total de muestras y controles a procesar.

N ref, 190-10307-ES D Fecha de revisién: OCTUBRE de 2015
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i
2.2 Eliguete un tubo de microcentrifuga de 1,5 mi o 2,0 ml para la mezcla maestra para PCR.

2.3 Prepare la mezcla maestra para PCR en el tubo de microcentrifuga con los volimenes de la
tabla 3. Devuelva los reactivos al almacenamiento adecuado inmediatamente después de su

uso.
Tabia 3: Preparacion de la mezcla maestra para PCR: volimenes de los reaclives
N e R 8 16 24 32 40 48
v Mezcla para PCR RHCE eMAP.(y)).- | 16 144 296 448 592 736 880
‘HotStarTaq DNA Polymerase (ul) 1,0 9,0 18,5 1 280 | 370 | 480 | 55.0

L= tabla esta disefiada como una guia y proporciona aproximadamente entre el 10 y el 20 % mas de reactivo
de trabajo que el necesario para realizar ef anélisis.

231 Dispense la cantidad de mezcia para PCR RHCE eMAP en el tubo de
micrecentrifuga etiquetado con una pipseta monocanal. Sumerja la punta de la pipeta
con filtro lentamente en ef frasco de reactivo de la mezcla para PCR con el fin de
evitar el desbordamiento y el derramamiento. '

2.3.2 Dispense a cantidad adecuada de HotStarTaq en el tubo con mezcia para PCR con
una pipeta monocanal. Mezcla tres vaces. Devuelva fos reactivos al crioblogque (de
2 a 8 °C}, al hielo o al congelador inmediatamente después de su uso.

2.3.3 Fije el tapdn del tubo de la mezcla maestra para PCR, agite en la agitadora vorticial
y centrifugue brevemente {entre 3 y 5 segundos aproximadamente). Manténgala en
un criobloque (de 2 a 8 °C} o en hielo hasta su uso.

2.4 Dispense la cantidad de mezcla maestra para PCR en una lira de 8 tubos de acuerdo con los
volimenes de la tabla siguiente e inspeccione de forma visual cada tubo. Manténgata en hielo o
en criobloque (de 2 a 8 °C) hasta su uso.

, Tabia 4: Mezcla maestra para PCR de trabajo: volimenes de transferencia
Hasta la muekira 8 16 | 24 32 40 48
MR, . | Afhada 17
Volumenide ,* g
-mezcla maestra directamente | 37,0 57,0 76,0 94,0 1120
‘para PCR{ul) - | alaplaca
Co post PCR

2.5 Prepare la placa de 96 pociltos para PCR y etiquétela de forma adecuada.
2.6 Dispense 17.0 ul de mezcla maestra para PCR en el fondo de cada pocillo de ia placa para

PCR stiguetada en un crioblogue {de 2 a 8 *C) o en hielo {puede utilizarse una pipeta de 8
canales), Deseche la mezcla maestra para PCR no utilizada,

N.ref, 190-10307-ES D Fecha de revisién: OCTUBRE de 2015
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D, Adicién de muestra de ADN

Medidas preventivas

© Encienda el termociciador Verili aproximadaments 10 minutos antes da iniciar el ciclo de”

PCR.

O Afada el ADN y los tesligos a la mezcla maestra para RCP fuera de la campana lo antes

posible, perc en los 15-20 minutos siguienies.

© Mantenga la muestra y la mezcla maestra para PCR de irabajo en un crioblogue
(conservadas aentre 2y 8 *C) 6 en hislo durante estos pasos.

Nota: Compruebe el orden de lag muestras y la identificacion en el mapa de placas de muestras.

Procedimiento de analisis

1. Sitodavia no fo ha hecho, agite en una agitadera vorticial y centrifugue la muestra de ADN.

2. Afada 8.0 ul del control negativo necesario (suministrado en la caja del kit de reactivos RHCE) en el
pocitio adecuado de la placa para PCR con una pipeta monocanal.

3. Opcional: aflada §.0 ul del control positive recomendadeo con genotipo o fenotipo conocido en los
pocilios adecuados de la placa para PCR conuna pipeta monocanal.

4. Afada 8.0 ul de cada muestra de ADN en los pociilos adecuados de la piace para PCR con una
pipeta adecuada. Mezcle fres vetes por aspiracién de pipeta para garantizar una transferencia

completa de ADN.

o

Selle Ia placa para PCR de forma segura con precinto adhesivo térmico para placas. Aseglrese de

que todos los pocilles estén completamente cerrados para evitar la evaporacién.

6. Mezcle con cuidado agilando en agitadora vorticial durante unos 3-5 segundos.

™

pocilios.

N.°ref. 190-10307-ES D
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E. Amplificacion de ta PCR
Medidas preventivas

© Las muestras amplificadas centrifugadas y los controles deberan usarse de inmediato, pero
pueden conservarse a una temperatura de -20 "C (o menos) durante un periodo de hasta
cuatro semanas.

Procedimiento de analisis
1. Coloque la placa para PGR en e! centro del termociclador.
2. Cierre 1a tapa y empuje la manilla hacia abajc.

3. |nicie sesién en el termociclador y seleccione “Examinar/Nuevos métodos” (Browse/New
Meathods).

4. Seleccione el programa RCP RHCE (RHCE PCR) y pulse “Ver” {View) para verificar que el
programa es correcto:

.. Cielos' L A T R TR LAY S Al LN T ok P I T
Temp (°C} 85 °C 94°C | 65°C | 72°C |94°C | 61°C | 72°C 72°C 4°C
e 15min | 30s 45s 455 30s | 45s 45s 3 min Hasta extraccion
Tia_mpo : {no mas de 72
S0 horas)
"= Desnivel, 100% | 39% 39 % 39% | 39% | 39% 39 % 100 % 100 %

5. Pulse “Ejecutar” {Run). El volumen de reaccion debera ser 25,0 ul. Deje que la tapa calefactada
funcione a una temperatura establecida a 105 °C.

8. Pulse “Iniciar procesado ahera” (Start Run Now) para iniciar el proceso y compruebe que la tapa
se esté calentando y el programa se haya iniciado.

7. Extraiga la placa para PCR del termociclador cuando el programa haya alcanzado 4 °C y centrifugue
brevemente (a aproximadamente 1000 rpm durante 5 segundos). La placa para PCR debera
extraerse del termociclador a 4 °C en las 72 horas siguientes.

N9 ref, 190-10307-ES5 D Fecha de revision: OCTUBRE de 2015
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F. Procesamiento post PCR: Lavado

Medidas preventivas

O Los pasos de la seccion F deberan realizarse de forma continua sin interrupcion en el area
para después de fa PCR.

© i Clean-up Reagent debers afiadirse al producto después de la PCR en el ptazo de unos 30
minutos aproximadamente tras la extraccion de los productos de la PCR del termociclador
después de la amplificacién de ta PCR o, si estan congelados, tras 30 minutos de
descongelacion.

© La placa para PCR puede conarsé si van a analizarse menos de 96 muestras. Sin embargo,
puede dejar una columna adicional vacia para evitar la evaporacion debida al plastico
agrietado o a un seflado incorrecto,

. @ E!Clean-up Reagent y el producto de ta PCR deberan descongelarse a temperatura
ambiente y conservarsa en un criebloque (2-8 *C) 0 en hielo hasta su uso.

© Cuando transfiera el producto después de ia PCR y el Clean-up Reagent a placas post PCR
nuevas, maniéngalos en un crioblogue (conservados a 2-8 °C} o en hielo durante estos
pasos.

© Las muestras lavadas centrifugadas v los controles deberdn usarse de inmediato 0
conservarse a una temperatura de -20 "C (o menos) durante un perfodo de hasta 24 horas.
Procedimiento de andlisis

4. Extraiga el Clean-up Reagent {tapdn verde) det congelador 10-15 minutes antes de usario ¥
coldguelo en un criobloque (2-8 °C) o hielo. Agite en una agitadora vorticial y centrifugue
brevemente antes de su uso {unos 3-5 segundos).

2. Mezcle con cuidado y centrifugue (a proximadamente 1606 rpm durante 5 segundos) las productos
de la PCR antes de usarlos. Coléquelos en un crioblogue (2-8 °C) o hielo.

-3
3. Determine el nimero tolal de muestras y controles a procesar.

4. Prepare una ptaca para PCR nueva para el procesamiento post PCR y efiquétela segln
corresponda.

5. ‘Cologue la placa del producio de la PCR en la misma orientacidn que la placa post PCR en un
criobloque (2-8 °C). :

6. Transfiera §,5 ul de cada producto de la PCR aifondo del pocilio adecuado de la nueva placa para
después de fa PCR con una pipeta de 8 canales.

7. Selle la placa con los productos restantes R y almacénela en el congelador a entre -20 y -
80 °C hasta que se haya completado gorfectamente™gl procesado de analisis.

N.¢ ref, 180-10307-ES D Fecha de rovision: OCTUBRE de 2015
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Test Motecular RHCE BeadChip de Immucor

8. Con la tabla 5 como referencia para determinar el volumen adecuado, dispepse el Clean-up
Reagent en una cinta de 8 tubos con una pipeta monocanal 8 inspeccione visualmenie cada tube.
Devuelva los reactivos al almacenamiento adecuado inmediatamente después de su uso.

Tabla 5: Volimenes de Clean-up Reagent
N.° muestra 8 16 | 24 | 32 | a0 | 48
_ ‘ Afada 2 i
‘ L directamente a 40 | 160
~ Clean-up Rgggentl {pl} la placa 6,0 2.0 12,0 : 14, ,
: : pust PCR

9. Dispense 2.0 ul de Clean-up Reagent en cada pacillo de la placa post PCR {puede usarse una
pipeta de 8 canales). Mezcle bien tres veces mediante aspiracion por pipeta,

10. Después de afadir el Clean-up Reagent a todos los pocitios de muestras de la ptaca post PCR,
deseche ia cinta de 8 tubos.

11. Selie la placa post PCR de forma segura con precinto adhesivo térmico para placas,
12. Mezcle con cuidado agitando en agitadora vorticial durante unos 3-5 segundos.

13. Centrifugue brevemenie a unas 1000 rpm para que las muestras se posen en e! fondo de los
pocilios.

14, éo!oque ja piaca post PCR en el centro de! termociclador,
15. Cierre la tapa y empuje la manilia hacia abajo.

16. Inicie sesidn en el termociclador y seleccione “Examinar/Nuevos métodos” (Browse/New
Methods).

17. Seleccione el programa Lavado RHCE (RHCE Clean-up) y pulse “Ver” (View) para verificar que el
programa es correcto:

Ciclos + 1 . 1 A4 1 1.
Temp. (°C). 37°C 85°C 4°C
4 ;I'iémpo - 15 min 20 min Has(:':z extraccion
- ] {no mas de 3 horas)
-Desnivel 100 % 100 % 100 %

18. Puise “Ejecutar” (Run). E! volumen de reaccion deberd ser 10,0 pl. Deje que la tapa calefactada
funcione a una temperatura establecida a 105 °C.

19. Pulse “Iniciar procesado ahora” {Start Run Now) para iniclar el proceso y compruebe que la tapa
se esté calentanda y el programa se haya iniciado.

20. Extraiga la placa post PCR del termociciador cuando el programa haya alcanzado 4 *C y centrifugue
brevemente {a aproximadamente 1000 rpm durante 5 segundos}. La placa post PCR debera

N.°ref. 190-10307-ES D Fecha de revisién: CCTUBRE de 2015
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extraerse del termociclador a 4 °C en las 3 horas siguientes. Las muestras centrifugadas y los
controles debaran usarse de inmediato, pero pueden. conservarse a una temperatura de -20 'C (o

menos) durante un periodo de hasta 24 horas.

LY
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Test Molecular RHCE BeadChip de immucor

G. Procesamiento post PCR: Generacion de la Diana Monocatenaria

]

Medidas preventivas

© Los pasos de la seccion G deberan efectuarse de manera continua y sin interrupciones.

© Debera extraerse la Lambda Exonuclease det congelador para descongelarla durante la
incubacién del paso de Ctean-up Reagent después de la PCR en la seccion F. Una vez
descongelada, la Lambda Exonuclease debera mantenerse en un crioblogque (conservado a
entre 2 y 8 °C} ¢ en hicio durante la transferencia al producto de Clean-up Reagent después

de la PCR,

© Elproducto de Ciean-up después de la PCR debera mantenerse en un crioblogue
{conservado a entre 2 y 8 °C) o en hielo durante estos pasos una vez descongelado {si se

habia congelado antes).

© Afada Lambda Exonuclease al producto de Clean-up después de la PCR en el plazo de
unos 30 minutes tras la finalizacién del proceso de lavado.

| -
0 Las muestras monocatenarias centrifugadas y los testigos deberdn usarse inmediatamente,
pero se pueden conservar a -20 “C {o menos) durante un maximo de 16 horas.

i-‘-‘rocedimiento de andlisis

Extraiga el Lambda Reagent {tapén violeta) dei congelador 10-15 minutos antes de su uso,
Descongele a temperatura ambiente,

Mezcle y centrifugue brevemente los productos de Clean-up a temperatura ambiente antes de su
uso. Mezcle los reactivos con una mezcladora vorticial a una velocidad media durante 3-5 segundos.

Centrifugue brevemente los tubos/placas a unas 1000 rpm.
Cologue la placa post PCR (“producios de Clean-up”) en un crioblogque (2-8 °C).

Mediante a tabla siguiente, determine el volumen adecuadg, dispense el Lambda Reagent en una
cinta de 8 tubos e inspeccione visualmente cada tubo. Devuelva los reactivos al almacenamiento
‘adecuado inmediatamente después de su uso.

Tabla 6: Volimenes de Lambda Exonuclease

"N misestra - 8 16 24 32 a0 | 48
. » .l Aftada 2l
Volumen'de | directament :
; . LlLambda ea 86,0 89,0 12,0 14,0 16,0
Exonuclease {ul}- la placa
_ Wl past PCR
i
N2 ref, 180-10307-ES D ’ Fecha de revisién: QCTUBRE de 2015
Pagina 22

IF-2019-75136525-APN-DNPM;

Pagina 118 de 174

ANMAT




Aol
Test Molecular RHCE BeadChip de Immicor -

:io%\. L

W

wNeiils LW

5. Dispense 20uld
de 8 canales). Mazcle bien tres ve

6. Deseche la tira de 8 tubos después de afiadir el Lambda Reag
7. Selle la placa post PCR de forma segura con precinto adhesivo para placas de termociclador.
8. Mezcle con cuidado agitando en agitadara vorticial duranie unos 3-5 segundos.
g

Centrifugue brevemente a unas 1000 rpm para que 25 muestras se posen en el fondo de los

pocilios.

10, Cargue 1a placa post PCR en el termociclador y ejecute el programa Lambda RHCE (RHCE
Lambda). Pulse “Ver” {View) para verificar que o programa sea correcto!

o Lambda Reagent en cada pocillo de la placa post PGR {puede usarse una pipeta
ces mediante aspiracién por pipeta.

ent a todos Jos pocillos de muestras.

e L1 1
““Temp. (°C) 37°C 85 °C 4°C
. L 20 min 8 min Hasta extraccién
f&}mm?o = {no més de 3 horas)
. U Desnivel .|  100% 100 % 100 %

11. Pulse "Ejecutar” (Run}. El volumen de reaccién debera ser 12,0 pl. Deje que la tapa calefactada
funcione a una temperatura establecida a 105 °C.

12. Pulse “Iniciar procesado ahora” {Start Run Now) para iniciar ef proceso y compruebe que la tapa
se esté calentando y et programa se haya iniciado.

13. Extraiga la piaca post PCR del termociclador cuando el programa haya alcanzado 4 °C y centrifugue
brevemente {a aproximadamente 1000 rpm durante & segundos). La placa post PCR debera
axtraerse del termociclador a 4 °C en las 3 horas siguientes. Las muestras centrifugadas ¥ los
controles deberan usarse de inmediato, pero pueden conservarse a una temperatura de -20 °C (o

menos) durante un pericdo de hasla 16 horas.

N.® ref. 190-10307-ES D
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Test Molecular RHCE BeadChip de Immucor

H. Elongacién en la matriz BeadChip

Médidas preventivas

0 Los pasos de la seccion H deberan efectuarse de manera continua y sin interrupciones.

© El Elongation Reagent deberd sacarse del congelador para que se descongele durante ia
incubacién del paso Generacion de la diana monccatenaria de fa seccién G.

© Una vez descongelado, el Elongation Reagent debera mantenerse en un criobloque
{conservado a 2-8 °C) o en hielo.

© Evite la formacion de espuma al pipetear el Elongation Reagent.

© Laadicién dei Elongation Reagent al producto monocatenario debera reafizarse en el plazo
de unos 30 minutos aproximadamente tras ta extraccidn del producto de la diana
monocatenaria del termociclador o, si estd congelade, en los 30 minutos siguientes a la

descongelacion.
© No agite el aire comprimido.

Procedimiento de analisis
1. Prepare el incubador Boekel al meanos 30 minutos antes de usarlo,

1.1) Encienda e! incubador Boekel y verifique la temperatura establecida'(ss °C) manteniendo puisado
| el boton **7,

1.2! Extraiga la bandeja interior, Cubra la bandeja con dos papeles absorbentes y saldrelos con 25 mi

l de agua desionizada.
1.3l Vuelva a colocar la tapa en la bandeja y vuelva a insertarla en el incubador Boekel para
' precalentarlo. :

2. Exfraiga las bandejas BeadChip de fa nevera 15-20 minutos antes de su uso.

Extraiga el Elongation Reagent (tapon marrdn) del congelador 10-15 minutos antes de usarlo y

3,
descongélelo a temperatura ambiente, Coléquelo en un criobloque (2-8 °C) cuando esté completamente
congelado.

4. Mezcie y centrifugue brevemente los productos de Lambda a temperatura ambiente antes de su uso.
Mezcle los reactivos con una mezcladora varticlal durante 3-5 segundos. Centrifugue fos tubos/placas a
unas 1000 rpm durante cinco segundos,

5. Coloque la placa post PCR {“productos de L.ambda™) en un criobloque (2-8 °C).

N.° ref. 190-10307-ES D ' Facha de revisién: OCTUBRE de 2015
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6.

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16
17.

18.

N.° ref, 190-10307-ES D

Mediémte‘ 1a tabla siguiente, determine el volumen adecuado, dispense ef Elongation Reage;‘it.en una
cinta de 8 tubos e Inspeccione visualmernte cada tubo, Devuelva los reactivos al almacenamiento
adecéado inmediatamente después de su uso.

Tabla 7: Volumenes de eMAP Eiongre_ttion Mix
7 8 16 24 32 40 48
Anada 10

directamente 25,0 360 1 470 | 590 70,0
én la placa

post PCR

|
|
.!_
|

Dispe"_nse 10.0 yl de Elongation Reagent en cada pocilio de 1a placa post PCR (puede usarse una pipeta
de 8 ¢anales). Mezcle bien tres veces mediante aspiracién por pipeta.

Deseche la cinta de 8 tubos después de afiadir el Elongation Reagent a todos los pociiios de muestras.
Extraiga las bandejas BeadChip de la bolsa de aluminio y stiquételas en orden numérico.

Colodue con cuidado tas bandejas BeadChip en el suporte para bandejas BeadChip sin tocar la
sgper??cie de BeadChip.

Regi%tre los ID de las bandejas BeadChip para asignar las placas de muesfras segun corresponda.

L
Tran,éﬁera 18.0 yl de Ia mezcla de Elongation Reaction en e BeadChip correspondiente con una pipeta
de 8 canales, Inspeccione visualmente las puntas de pipeta durante el proceso y asegurese de que la
orient?cién de 1a bandeja sea la misma que en el mapa de placas de muestras.

Extrai'ga Ja bandeija precalentada def incubador Boekel. Si hay condensacion dentro de la cubierta de la
bandéja, séquela con un tefido que no deje pelusas.

Co!oq'be con cuidado el soporte de BeadChip en la bandeja del incubador Boekel y cologue la cubieria
de la ilq:andeja completamente sobre esta.

Cargu‘e |a bandeja en el incubador, apriete e} seguro con firmeza, cierre la puerta del incubadar Boekel y
establbzea el Hempo en 30 minutos. Incube las bandejas BeadChip a 55 °C durante 30 minutos.
(Ieng'e_z en cuenta: si tiene pensado realizar lecturas de la bandeja inmediatamente después de la
el;mgécién, encienda e sistema de obtencién de imégenes de fa matriz AIS 400 de BioArray y cargue e
cD ai%‘nicfar ef proceso de incubacion).

Extra'igrja el soporte de BeadChip det ingubador tras 30 minutos.
o

Lave t% mezcla de elongacién de las superficies del BeadChip con una botella de lavado con agua
desionizada: :

17.1. ; Sostenga la bandeja BeadChip de forma que su superficie esté vertical sobre un desagiie ¢
| recipiente de recogida.

17.2. |Enjuague cada BeadChip de forma individual durante unos 3 segundos. El chorro de agua

debera enfocarse en direction perpendicular a la superficie def BeadChip, & una distancia

aproximada de una pulgada.

Elimine ef exceso de agua de las superficies det BeadChip con aire comprimido/encapsulado.
1Prec:’1f1ci6nl No agite el aire comprimido.

Fecha de revisibn: OCTUBRE ds 2015
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Test Molecular RHCE BeadChip de immucor

19. Elimine ef agua restante de la parte trasera de las bandejas con un tejido que no deje pelusas.

20. Sino puede reali
la incubacién, pu

N.° ref. 190-10307-ES D

zar lecturas de las bandejas BeadChip lavadas y secadas inmediatamente después de
ede guardarlas protegidas de la luz durante hasta 24 horas, a temperatura ambiente,
antes de realizar ta lectura con el sistema 400 de BioArray.

Pagina 26
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N.¢ ref. 190-10307-E5 D

i Adquisicion de imagenes de BeadChip

Medidas preventivas

© Encienda la fuente de fuz AIS 400 de BioArray y ot ordenador at menaos 30 minutos antes der
SU USO.

© Cargue el CD "Datos de RHCE BeadChip” {RHCE BeadChip Data} una vez por lote.

Procedimiento de anélisis
Abra g inicie e programa AISR en el escritorio.
Ejecute el procedimiento de! test de exposicién de la bandeja (ETC, Exposure Test Carrier) {consuite ef
manua! del usuario de AlS 190-00185). Si los resultados no son los indicados en las especificaciones,
pongase en contacto con BioArray para ajustar e tiempo de exposicién antes de continuar.

Extraiga et CD de datos de RHCE de la caja de bandejas BeadChip y cargue tos archivos del CD en el
ordenador para cada lote nuevo.

Lea ias bandejas RHCE BeadChip con el sistema de obtencién de imagenes de |a matriz AlS 400 de
BioArray. Procese los datos de BeadChip con el programa informatico de analisis de RHCE de BASIS.

Apague correctamente el AISR y la fuente de iuz después de su uso.

Pase a BASIS para realizar la asociacidn de muestras y generar informes de BeadChip.

Fecha de revision: QCTUBRE de 2015
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Test Molecular RHCE BeadChip de Immucor

ViIil. RESULTADOS ESPERADOS
. |i
A. Control de calidad

Validez de! procesado: para determinar si el procesado es valido, deberén incluirse
controles posilivos y negativos en cada procesado. Se recomienda un control positivo con
genotipo o fenotipo conocido, que deberé suministrar el laboratorio.

La interpretacion de la validez de los controles positivos y negativos se hace de ia manera

siguiente:
l Tabila 8: Criterios de validez del procesado _
Control. . : .. .- + ‘| Resultado - - :¥- . | interpretacién=n:> -- "
El procesado es véhdo si el
Fenaotipo previsto control negativo también es
Muestra de control positivo valido.
{PCS) Fenotipo no previsto
Muestra de fenotipo conocido ifensaje de advertencia £l procesado no es valido y
I(s;;mmtlst.rada por &l sobre HB, CV o AP todos los tests deben
aboratorio) repetirse.
f Resultado de IC
' 2 18 resultados de LS en el El procesado es valido sila
| informe de fenotipo PCS también es vélida.
< 18 resuitados de LS en el
Testigo negativo (NC ; ;
; go ned (NE) informe de fenotipo El procesado no es valido y el
I .
a Mensaje de advertencia de test debe repetirse.
HB o CV

Notas:

]
H

a) Si un control positivo seleccionado proporciona de forma continua un resuitado de IC,
sustituya el control positivo.

b) Si el nimero de SNP que muestran llamadas LS en el control negativo es el que se ha
“especificade anteriormente, el aspecto de las lamadas no LS en los SNP restantas no indica

contaminacion (segin lo determinado en estudios internos Hevados a cabo en BioArray
; durante el desarrollo de! analisis).

¢} Siel frasco de control negativo se contamina, pongase en contacto con BicArray.

d) Las sondas apareceran en las tabias de resultados mostradas en BASIS que podrian no
utilizarse en el analisis. La validez del procesade y de la muestra solo debera basarse en los
datos que aparecen en la columna “MenAdv” (WarnMsg) de la pagina de la tabla

f “Asignacion de tipificaciones wRHCE” (WRHCE Typing Assignment} en BASIS.

Validez de la muestra: para determinar si el resultado de la muestra es valido, la
interpretacion es como sigue.

Tabla 9: Criterios de validez de la muestra

N9 ref. 190-10307-ES D Facha de revisién: CCTUBRE de 2015
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Test Molecular RHCE BeadChip de Immucor

Mensaje de ' . Resultado " interpretacién-
advertencia - : ’
HB Los principales anﬂge_nos ¥ vari_ameg se propor.caonap La muestra debe

Ccv como “NTD". El genotipo se proporciona como *NTD" para repetirse.
AP todas las mutaciones.

Sl no aparece ninguno de los mensajes de error anteriores, los resultados del test son
vilidos.

B. Analisis de los resultados

N.°ref, 186-10307-ES C

El kit RHCE BeadChlp es un test cualitativo. BioAmray Solutions Information System (BASIS™)
calcula los datos de intensidad de sefial de la malriz de BeadChip para cada oligonucledtido que
detecla marcadores especificos con el fin de determinar fa presencia o ausencia de los
principales alelos o variantes asociadas.

Todos los calculos se realizan medlante el programa informatico de analisis RHCE de BioArray
Solutions Information Syslern (BASIS™),

Informe del genotipo: fa lista siguiente (tabla 10) muestra los posibles resultados que pueden
aparecer en el informe del genotipo:

Tabla 10: Posibles resultados que apareceréin en el informe del genotipo

Resultado - Significado '
AA Homozigélica para A
AB Heterozigotica
BB Homozigotica para 8
Ax Liamada indeterminada en B
xB Llamada indeterminada en A
%X Llamada indeterminada en Ay B
LS Sefnalbajaen Ay B

Nota: Para 109Ins, "AB' no indica helerocigosidad. La sonda ‘A’ es un contro} positivo y se
espera que dé posilivo en presencia ¢ ausencia de la insercion de 109bp.

Asignacién de tipificaciones wRHCE: [a pagina de asignacion de tipificaciones wRHCE indica
las asignaciones de C, ¢, €, e, asi como las asignaciones de variantes fenotipicas enumeradas
por chip y muestra. En la tabla Resumen de asignaciones, la presencia de un antigeno especifico
s muesltra con un “+", La ausencia de un antigeno especifico se muestra con un “0°. La lista
siguients {tabla 11) muestra los resultados posibles que apareceran en la columna de variantes
fenotipicas de ta tabla de asignacidn de tipificaciones.

Tabla 11: Los resultados posibles aparecerdn en la columna de variantes fenotipicas.

Resultado : Signiftcado
Variante Xfvariante X Homocigdtico para la variante X.
- __WThariante X Heterocigético para WT y variante X,
Variante X/variante Y Heterocigético para las variantes X o Y.
[BLANCO! No se ha deteclado ninguna variante.
IC L eterminada {consulte las notas a
o \ continuacién).

Fecha de revisidn: OCTUBRE de 2015
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Test Molecular RHCE BeadChip de Immucor

Notas sobre la tabla Resumen de asignaciones

a) Se mostraran los principales antigenos correspondientes a todas las muestras incluso si no
se detecta ninguna variante en una muestra.

b) En caso de un resultado de IC, seleccione el botén “Mostrar detalles” {Show Details) para

visualizar las asignaciones de variantes y las puntuaciones de confianza correspondientes

{segin fo obtenido por el algoritmo de andlisis bayesiano) para cada chip/muestra

seleccionados.

(i) Un usuario con nivel de administracar puede seleccionar de forma manuat una dePlas
variantes proporcionadas en funcién de cualguier informacion adicional (por efemplo,
grupo étnico) que esié disponible para esa muestra. La variante seleccionada de
forma manual se mostrara posteriormente en BASIS y en los informes en PDF como
la asignacién de la variante para la muestra, Una vez realizada una asignacion
manual, el programa informético no permitiré ninguna otra modificacion, ni siquiera
deshacer la asignacidn manual.

¢} Las variantes pueden mostrarse en la nomenclatura convencional o ISBT.

d) En el caso de que no se detecle ninguna variante, la columna de variantes fenotipicas
estara vacia y la vista “Mostrar detalles”™ {(Show Details) mostrard WTMWT en fa nomenclatura
canvencional (principales combinaciones de antigenos en nomenclatura ISBT}.

Mensajes de advertencia: en la pagina de analisis de datos de wRHCE, la tabla de genotipo
puede mostrar llamadas de genotipo indeterminada, como Ax, xB, xx o LS para uno o mas
marcadores. La columna “MenAdv" (WarnMsg) muestra el recuento total de flamadas de genotipo
indeterminado para una muestra junto con los mensajes de advertencia de intensidad, como HB
y CV. En el caso de muestras no validas, ias ftamadas de genotipo se mostraran como ‘NTD".

En la pagina “Asignacion de tipificaciones wRHCE" (WRHCE Typing Assignment), 1a cotumna
“MenAdv™ (WarnMsg) de |a tabla “Resumen asignaciones” (Assignment Summary) puede mostrar
HB. CV o mensajes de adverlencia AP para una muestra. Los mensajes de advertencia de IC o
NTD pueden visualizarse en uno o mas de los principales antigenos (C, ¢, E0 e) o en la columna
de variantes fenotipicas.

Los mensaies de advertencia se muestran en |a tabla siguiente (tabla 12):

Tabla 12: En Jos informes de variantes de genotipo o fenotipo pueden aparecer mensajes de

‘ . advertencia 4
Advertencia’| . significado™"| 1 7 1 . Explieaclon " << 7| informe wRHCE
Uiamada d . ) L i
gg;\aoti: o € Indica que [as intensidades de la sefal de un ggogga geE! gengi(i:p;
Ax indeterminado marcador hicieron que la muestra cayera en una ea P
[Indeterminate "zona gris", por lo que el genotipo esta
genotype call parcialmente resuelio.
Liarmada de . . . i
genotipo Indica que Igs intensidades de la sefial de un Ejnéongzgeé gencéici:pr?
B indeterminado marcador hicieron gue la muestra cayera en una w ca P
Indeterminate “zona gris”, por lo que el genotipo esta
genotype call parcialmenie resuelto.
%x Liamadg de Indica que el ruido o la incertidumbre para un Informe del genotipo
genotipo marcador determinado estan sobre un umbral de wRHCE BeadChip

N9 ref, 190-10307-£8 O
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Advertentia

Significado

&

 Explicaclon .

Ubicacion de
informe wRHCE

indeterminado
[Indeterminate
genotype call]

preestablécidb. espeélﬁcb del lote, para
praporcionar un genotipo de alta conflanza.

LS

Sefal baja
[Low Signal}

indica que la intensidad de la sefial de ambas
sondas de un marcador determinado es inferior a
un valor de corte de intensidad preestablecido y
especifico del lote, debido &l disefio o a razones
como una concertracidn baja. Es posible que
aparezcan mensajes de advertencia de LS por
diseiio para el testigo negativo v ciertos alelos,
como CeRN.

Informe de asignacién
de wRHCE
BeadChip:

-Columnas c/ClelE

Informe del genotipo
de wRHCE BeadChip

Liamada
indeterminada
findeterminate

Cali]

En las columnas de los antigenos principales, la
tipificacién de IC para un antigeno indica que no se
ha podido determinar la tipificacién en dicho
antigeno.

En la columna de variantes fenotipicas, la
tipificacidn de IC indica una ambigiiedad entre dos
o mas asignaciones de variantes fenotipicas
posibles con puntuaciones de conflanza
comparables. Las posibles acciones de mitigacion
de este error son las siguientes:

» E1 boton "Mostrar detalles” (Show Details}
proporciona a los usuarios fa opcion para
seleccionar manualmente [a variante mas
probable basada en su poblacion de test,

» En los casos en los que una llamada IC esta
acompanada de uno o mas genolipos
LS/xx/Ax/xB, siga los pasos para repetir el
analisis, tal y como se explica en la seccién
"NTD" de esta tabla.

Informe de asignacién
de wRHCE BeadChip
-Columnas ¢/ClelE
-Columna de
variantes fenotipicas

AP

Patrén
andmalo
[Anomatous
Pattermn]

indica que el patrén medido del marcador es
diferente de los patrones que ¢l programa
informatico wRHD de BioArray puede detectar en
mas de un nimero preestablecido de posiciones
de marcadores. Los marcadores que muestran los
genotipes LS/odAx/xB contribuyen a una llamada
AP. La variante fenotipica se muestra como "NTD".

« Siunallamada AP esté acompaliada de
varias lamadas LSMxx/Ax/xB, o més probable
es que el error esté relacionado con el
rendimiento y deberd repetirse tal y como se
explica en la seccion *NTD" de esta tabla.

s Encaso contrario, la muestra analizada podria
contener un alelo no detectable por el kit
BeadChip.

per—

Informe de asignacion
de wRHCE

BeadChip:

-Columna "MenAdv”
(WarnMsg)

N.2 ref, 190-10307-ES D
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.

EE P RPIRA I

:, Ubicacidnde. .

determined}

sea de 10 a 80 ng/ul, especiaimente si se
delectan intensidades bajas, como en iii) y en
iv), anteriormente.

« Repita el test desde el paso Procesamiento
después de la PCR: tratamiento con
amplicones (XIi{) del procesamiento del test
con el producto de fa PCR conservado a -

20 °C. Preste una atencién especial a la
manipulacién de los reactivos, las técnicas de
pipeteo y la posible contaminacion.

» Sipersiste el mensaje de advertencia, repita el
test a partir de la amplificacion de la PCR (XIl),
con el ADN preparado conservado a -20 °C,
Asegdrese de que la concentracion de ADN se
encuentre entre 10 y B0 ng/pl.

' A‘d\'rer'tenc':ig; s Significade |~ . Explicacién ./ ™ °*" - 17| Vinforme WRHCE
indica que la intensidad de fondo es superior a una } Informe de
intensidad de corte preestablecida y especifica del genotipo/asignacion

Fondo g!evado lote para el BeadChip individual. Los principales de wRHCE
HB [Hign antigenos, la variante fenotipica y los genolipos se | BeadChip:
Background] muestran como “NTD". Consuite 1a seccidn “NTD” } -Columna “‘MenAdv"
de esta tabla para mitigacion. {WamMsg}
indica que, para una muestra determinada, el Informe de
porcentaje de marcadores para los gue se genotipofasignacién
detectan una o ambas sondas con CV > 30 % es de wRHCE
Coeficiente de | superior a un Himite preestablecido de purtos BeadChip:
cv variacion porcentuales. Los principales anligenos, fas -Columna “MenAdv"
[Coefficient of | Hamadas de variante fenotipica y fos genotipos se | (WamMsg)
Variation} muestran como “NTD",
Consulte la seccion "NTD® de esta tabla para
mitigacion.
Indica que no se ha determinado la tipificacién Informe de asignacién
debido a de wRHCE
i) un eror de HB o CV, como se ha explicado BeadChip:
anteriormente, -Columnas c/Cle/E
i} unmensaje de advertencia AP, como se ha -Columnade
explicado anteriormenta, variantes fenotipicas
iii} el genotipo LS en as mutaciones asociadas a )
los principales antigenos {solo en las Informe del genotipo
columnas c/Cle/E), de wRHCE BeadChip
v} mensajes de IC o NTD en cualquiera de los
antigenos principaies {c, C, 8 0 E) (solo en la
columna de variantes fenotipicas),
v) més de cuatro recuentos de LS para
marcadorss que determinan ia variants (solo
No se ha en ta columna de variantes fenotipicas).
determinado ) ) o
NTD ninguna . Las posibles acciones de mitigacion de este error
tipificacién, son as siguientes:
[No Typing « Asegurese de que la concentracién de ADN

N.# ref, 190-10307-E$ D
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Test Molecutar RHCE BeadChip de Immucdr <2

Advertencia { _Significado - Explicacién . informe WRHCE

Ubicacién de

- Siel mehsaje de advertencia continda, flame al
servicio técnico o al representante de
immucor.

X

M.° ref. 190-10307-ES D

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En el caso de una muestra determinada, las mutaciones concretas imprevistas en la sonda o en la
region de union del cebador pueden repercutir en la exactitud del resultado correspondiente a dicha
muestra.

La frecuencia relativa de los alelos se basa en un modelo que refigja la poblacién de Estados Unidos
y tal vez no se aplique a grupos de subpoblaciones especificas. En consecuencia, los usuarios
deberén tener en cuenta ia subpoblacion especlfica a partir de la que se obtuvo la muestra al
analizar el patrén genstico presentado por el programa informético para dicha muestra.

El programa informatico RHCE de BASIS no esta disefiado para convertir todas las combinaciones
de genotipos a asignaciones de alelos. S6io las combinaciones de alelos que son parte de |a tabla 2
se muestran en los resultados de variantes. Por fo tanto, en algunos casos, algunas mutaciones,
aunque observadas en la tabla de genotipos, podrian no estar incluidas en el analisis de variantes si
ia mutacién se produce en un patron gue no representa a ninguno de los alelos de fa tabla 2. Los
patrones no representados por los alelos de a fabla 2 pueden tipificarse como el alelo mas cercano
o asignarse a "NTD".

E analisis RHCE no puede detectar hibridos RHCE-RHD (excepto para CeRN, como se indica a
continuacian}.

£1 alelo CaRN solo puede detectarse en ei estado homocigdtico.

En el caso de los alelos que contienen la mutacion 733G, en ocasiones se ha observado una sefial
baja (LS) en ef exon 6. La identificacion de alelos realizada por el sistema de andlisis RHCE no se
ve afectada por la pérdida de informacion del exdn 8 en estos casas.

Algunos alelos no se pueden detectar con un andlisis RHCE debido a la ausencia de marcadores
refovantes en el panel RHCE BeadChip {consulte fa tabla 13). Estos alelos pueden tipificarse de
forma incorrecta, ya que estén incluidos en el anafisis RHCE.

Pueden generarse falsos positivos o resultados no validos en los casos infrecuentes en los que una
mirestra presente una circunstancia a nivel molecular (comao variaciones en fa secuencia de ADN
incluyends un codén de detencion prematuro, una mutacion de cambio de estructura, una mutacién
de los silios empalme, genes hibridos o genes modificadores) gue confleve un fenotipo nulo del
RRCE, y los cambios en los nucledtidos asociados a estos acontecimientos no estan controlados de
forma explicita por el analisis.

Fecha de revisién: OCTUBRE de 2015
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Test Molecular RHCE BeadChip de Immucor

Tabla 13: Alelos no detectados por el kit de tests RHCE BeadChip

Nombre de alelo .+

]

;' Detalle de alelo .

RHCE*01.06 RHCE*ce.06 RHCE*ce254C
RHCE-01.13 RHCE*ce.13 RHCE*ce(detAGA)
RHCE'01.14 RHCE ce.14 RHCE*ce662G
RHCE01.15 RHCE*ca.15 RHCE'ce286A
RHCE*01.21 RHCE*ce.21 RHCEcedd1A
RHCE™01.23 RHCE*ce643C
RHCE'01.24 RHCE*ce512A
RHCE*01.25 RHCE"ce730A
RHCE'01.26 RHCE*ce872T
RHCE'D1.27 RHCE*ce1154C
RHCE*01.28 RHCE*ce1254C
RHCE*01.20 RHCE"ceBOL RHCE*ce-D(4-9)-ce
RHCE0TN.01 RHCE ceN.01 RHCE" ce(del80-84)
RHCE*01N.02 RHCE*caN.02 RHCE"ca(delG 960-62)

RHCE*02.08.02 RHCE*Ce.08.02 RHCE"CeNR

RHCE* Ca.D{6-10)

RHCE*02.10.02 RHCE*Ce.10.02 RHCE*CeRN.02

RHCE*Ceo-D{4)-ce + 455A

RHCE‘02.11 RHCE 'Ce. 11 RHCE*Co286A
RHCE*02.13 RHCE*Ce. 13 RHCE*Cel64C
RHCE*02.14 RHCE"Ce.14 RHCE*Ceda7T
RHCE*02.15 RHCE'Ce. 15 RHCE*Ce689C
RHCE*02.18 RHCE Ce. 16 RHCE*Ce728G
RHCE*02.17 RHCE*Ce. 17 RHCE*CafolA
RHCE*02.18 RHCE*Ce.78 RHCE*Ce890C

RHCE*D2.1% RHCE*Ce. 19

RHCE*C2464G,11187

RHCE*02.20 RHCE*Ce.29 RHCE*Ce{del79-81CTC)
RHCE*02N.01 RHCE*CeN.O1 RHCE*Celdelu66-69)
RHCE*(3.02 RHCE*cE.0D2 RHCE*D(1-3)-CE
RHCE*03.06 RHCE*¢E28T
RHCE*03.08B RHCE"cE.08 RHCE*cE356A
RHCE*03.09 RHCE*cE.09 RHCE“cE3T4A
RMCE*03.10 RHCE"cE.10 RHCE*cES06A
RHCE*03.11 RHCE eE. 11 RHCE*cES08A
RHCE$03.12 RHCE cE. 12 RHCE*cE464G,47TG
RHCE*O3N .01 RHCE'cEN.O1 RHCE*cEdeld50-358
RHCE'O3N.02 RHCE*cEN.B2 RHCE*cE906delC
RHCE'04.017 RHCE"CE 01 RHCE*CE722T
RHCE"04N.07 RHCE*CEN.01 T

N.° ref. 190-10307-ES D
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CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO

Tabla 15: Lista de variantes detectadas en el estudio de ia svaluacién del rendimiento de RHCE

N.° ref. 180-10307-ES D

£ kit RHCE BeadChip se ha evaluado en cuatro centros independientes de analisis clinicos de
Eurcpa y Estados Unides. Se analizaron un total de 419 muestras con el kit RHCE BeadChip y
otros métodos de referencia, incluidos fa serologia u otros tests moleculares (RFLP y
secuenciacién). Es importante tener en cuenta que las muestras se seleccionaron
especificamente para alcanzar una cobertura maxima de las variantes objetive del andlisis
RHCE BeadChip. Los resultados de la evaluacion de! rendimiento se presentan a confinuacion:

Tabla 14: Caracteristicas de! rendimiento general del kit RHCE BeadChip
Método de referencia Porcentaje de concordancia”
Secuenciacion 98 % (248/251)

Serologia 100 % (105/105)™
RFLP 100 % (42/42)

*  Elcalculo de porcentaje de concordancia solo incluy6 resultados validos detectados por el
kit BeadChip, como afirma el test.

“  Habia tipificaciones sercldgicas concluyentes y no concluyentes disponibles para 160
tipificaciones de antigenos principales (c, C, e, E) en 48 muestras. Las tipificaciones de 105
antigenos se demostraron de forma concluyente mediante la serologia y coincidieron con
los resultados de BeadChip {concordarncia del 100 %). Las 55 tipificaciones restantes de
antigenos principales fueron no concluyentes con métodos de serologla. Variantes
identificadas de RHCE BeadChip asociadas a los antigenos principales para el 72,7 %
(40/55) de los resuitados de serclogia no concluyentes.

Varjantes ¢ de muestras
WT 257
ce(48C) K1
ceTl 3
ce(1025T) 5
ceAR 27
cekEK 16
ceMQO 20
ceBt o ceSM 6
ceSL 0
ceRT 0
ceRA 3
cB(733G) 47
ce(48C,733G) 17
ce(48C.733G,1006T) 23
ce{48C,733G,1025T) 0
ce{7336.,1006T) TN 2
ceCF P 8
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‘Variantes .. . ¢ 5480 VA

N2 de muestras -

ce{697G,733G)

1

cedAL

ce(48C,3407,733G)

|
f ce(48C.733G,748A)
i ce(733G,748A)

ceHAR

CeMA

CeFV

Ce(385T)

CeVA

CeCW

ce(48C 122G)

CeCX

ce{48C,106A)

CeRN

Ce(344G)

cEEW

cEFM

olwlo|pmioln|oj<|oa|lo|wi~Nmlo|o|O) s

CcE(602C)

e
m

cEKH

cE{344C)

{48C.712G,733G)

(3407,344G}

ce(48C,697G, 733G, 1006T)

ce(48C,897G,712G,733G,1006T)

ce(48C,7336,744C)

Cel(667T)

cE(365T)

Miwim|lomio|Io|lo|lo

A. Reproducibilidad

Para los estudios de precisidn, se suministraron muestras con codificacién ciega (n = 8)a 4
centros independientes de andlisis clinicos. En cada centro, el mismo usuario examing 3 veces
las muestras, en 3 dias distintos (variabilidad intraandlisis). Todos los centros obtuvieron
resultados con una concordancia del 100 % con las tipificaciones de referencia, todos los dias.
El estudio de repreducibilidad muitilote realizade de forma interna en un panel ciego de 15

muestras también demostré una concordancia del 100 % con las tipificaciones de referencia.

N.? ref. 190-10307-ES D
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B. Tests para las sustancias de interferencia

Se observé que |as sigulentes sustancias no interfieren con et kit RHCE BeadChip.

Microorganismos. Se examinaron |0s microorganismos siguientes a 1046 UFC por ml de
sangre:

Bacillus subtilis, Corynebacterium diphtheria y Jjeikelum, Escherichia coli, Propionibacierium
acnes, Pseudornonas aeruginosa, Salmonella enlerica, Staphylococcus apidermidis,
haemolylicus y aureus, Streptococcus pneumonia y milis, Aspergillus niger, Candida albicans. Se
analizaron también concentraciones citopaticas del virus de la gripe y no se abservé ninguna
intarfarencia.

Sustancias exégenas. Amoxicilina (2,06
hidroxiurea (3,50 wg/ml), paracetamal
acetilsalicilico (3,62E umolfl}. naproxeno

£ + 02 pymolil), sal polasica de penicilina G (2,73 yg/ml),

{1,32E umolfl), ibuprofeno (243 pmoll), &cido
{2,47E umotf), clopidogre! (Plavix) (3,00E pmolfi},

wartarina (3,25E pmolfl), loratadina (7,80E uma

\i), atorvastatina (Lipitor) (5,48E + 2 pmalfl),

fenilefrina HCI (4,91E pmolA), nadolol (3,88E umoll), acido folico (vit. B) (1,50E + 1 ymolfl), &cido
ascorbica (vit, C) (3.42€ pmotfl)

Sustancias endégenas. Valores patolégicos de hemoglobina (hasta 500 gfl), bilirrubina (hasta
67 ma/dD), triglicéridos (hasta 1000 mg/dl) y proteinas totales (hasta 90 g/ ’

N.° ref. 190-10307-ES D Fecha de revision: OCTUBRE de 2015

136525 :ARN-DNPM#ANN
7 UCCHING
¥ ‘-{‘ ite Toenice

Pagina 133 de 174

AAT




Test Molecular RHCE BeadChip de Immucor

Xi.

N.% ref. 190-10307-ES D

BIBLIOGRAFIA

{1] Mallison PL, Engeliriet CP, Contreras M. Blood Transfusion in Clinical Medicine, 10th ed.
Oxford, Btackwell Science, 1997.

[2] Reid ME. “Applications of DNA-based assays in bivod group antigen and antibody
identification.” Transfusion 2003;43:1748-57,

£3] Hashmi G, Shariff T, Seul M, Vissavajjhala P, Hue-Roye K. “A flexible array format for large-
scale, rapid blood group DNA typing.” Transfusion 2005; 45:680-688.

[4] Reid ME, Lomas-Francis C. The Blood Group Antigen FactsBook. 2nd ed. San Diego:
Academic Press; 2003.

{5]1SBT - Terminology for Blood Type Alleles: Page updated 22-Oct-2010:
http:h'ibgrl.blood.co.uk!!SBTPagesIAIleleTerminology]Gm%ZGRHCE%20ﬁnaI%20alleles%200c
1%2010%20Jill.pdf.

[6] Daniels GL, Faas BHW, Green CAcet. al. The VS and V bload group polymorphism in
Africans: a serologic and malecular analysis. Transfusion 1998;38:951-958.

[7] Faas BHW, Backers EAM, Wildoer P, et, al. Molecular background of VS and weak C

' expression in blacks. Transfusion 1997, 37:38-44.

. 18] Pham B, Peyard T, Juszczak G, Dubeaux 1, et. al. Heterogeneous molecular background of

the weak C, VS+, hrB-, HrB- phenotype in black persons, Transfusion 2009; 49:455-504.

[9] Westhoff CM, Vege S, Nance S, Frame T, Moulds MK. Determination of the molecular
background of the Crawford antigen occurring with a weak C antigen {abstract). Vox Sang

. 2004;87(Suppl 3):517-592.

{10} Déscher, A, Vogt, C., Bittner, R., Gerdes, 1., Petershofen, E. K. and Wagner, F. F. {2009),

- RHOE alleles detected after weak and/or discrepant results in autorated Rh biood grouping of

bicod danors in Northern Germany. Transfusion, 49: 1803-1811.

{11] Flegel, W. A, Wagner, F. F., Chen, Q., Schlanser, G., Frame, T., Westhoff, C. M. and
Mouids, M. K. {2006), The RHCE allele ceCF: the molecular basis of Crawford (RH43).
Teansfusion, 46: 1334-1342,

[12} Vege 3, Crowley S, Horn T, and Westhoff CM, Diversity of RHCE and Identification of
twelve new alleles. Transfusion, 50: 43A-50A.

{13} Pham BN, Peyrard T, Juszczak G, Beolet M, Deram G, Martin-Blanc S el.ai (2010) Analysis
of RhCE varianis among 806 individuals in France: considerations for transfusion safety, with
emphasis on patients with sickle cell disease. Transfusion, 51(6): 1249-60.

14 Garc_ia ME, Blanco JL, Cabaillero J, Gargallo-Viola D. Anticoagutants interfere with PCR
used to diagnose invasive aspergillosis. J Clin Microbiol. 2002 Apr;40(4).1567-8.

Fecha de revision: OCTUBRE de 2015
Pagina 38

) IF-2019-75136525-APN-DNPM#ANMAT

Pagina 134 de 174



http://ibgrl.bload.co.uk/ISBTPages/Allele

LY

-l

Patentes

Todos los bienes y servicios se venden sujetos a las cldusulas de ventas de BicArray Sotutions Lid. y estén
cubiertos por uno o méas de los siguientes: nimeros de patente 6,797,524; 7,427,512, 7,335,153; 7,380,676,
EP131183981 {pendiente de patentes adicionales).

La compra de este producto otorga al comprador derechos bajo determinadas patentes de Roche, para
utilizarlas dnicamente con el fin de proporcionar servicios de diagnéstico in-vifro para perscnas. La compra
no cancede ninguna patente general ni otra licencia de ningtm tipo distintas de este derecho de uso
concreto.

Este praducto y su emplec estan cublertos por una o mds de las patentes siguientes; EP 0 820 524, US
5,150,095, 6,307,039, 6,770,751 y 7,192,707, Jap 2006 246897 y patentes pendientes. Et comprador solo
recibe una licencia para practicar los métodos y procesos cublertos por estas patentes cuando utilice este
producto en solo en aplicaciones de inmunchematologla molecular,

L2 ADN polimerasa Thermo Sequenase” ds este producto estd cublerta por 12 patente de Estados Unidos
5,614,365 y equivalentes extranjeras propiedad de la Universidad de Harvard y con licencia exclusiva para
GE Healthcare, y por la patente de Estados Unides 5,885,813 y equivalentes extranjeras propiedad de GE
Healthcare. Solo para uso en investigacion {no se incluye la investigacién in-vivo) o para uso diagnGstico
comercial in-vitro. No debe utilizarse en aplicaciones terapéuticas o in-vivo. Qtros usos exigen licencias que
pueden adquirirse de GE Healthcare Bio-Sciences Corp.

Marcas comerciales
BeadChip, AlS, BASIS e eMAP son marcas comerciales de BioArray Solutions Ltd.

HotStarTaq DNA Polymerase®, QlAcube, QlAamp y QIAGEN son marcas registradas de QIAGEN GmbH,
Hilden {Alemania}.

Veriti y GeneAmp son marcas registradas de Life Technologies Carporation.
DNA AWAY es una marca comercial de Molecutar BioProducts, Inc.

inSlide Out és una marca registrada de Boskel Scientific

MiniMouse il €5 una marca comercial de Denville Scientific inc,

MicroAmp es una marca registrada de Applied Blosystems

Excel es una marca registrada de Microsoft Corporation

Thermo Sequenase es una marca registrada de GE Heaithcare UK Limited

Los nombres registrados, las marcas, ete. utifizados en este documento, aunque no aparezcan
especificamente con la marca correspondiente, no se consideran desprotegidos por 1a ley.

“ Fabricante:

BioArray Solutions, Ltd.
35 Technology Drive, Suite 100
Warren, NJ 07058
EE. UL
Teléfono (+1) 908 226-8200
Fax {+1) 908 226-0800
BASCustomerServiceNJ@immucor.com
hitpfwww immucor.com
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L INIRODUCCION

A, Uso previsto

El kit RHD BeadChip es un ensayo cualiativo de diagndstico in vitro indicado para la
determinacién molecular de diversas variantes del gen RHD significativas desde el punto de
vista clinico que son responsables de la expresién normal y alterada o ausente del antigeno
eritrocitario humano RhD mediante el analisis genémico de ADN. Consiste en un ensayo para
determinar las variantes de los antigenos tras los procedimientos habituales empleados para
determinar el estado del antigeno Rh.

B.. Resumen del ensayo

El, kit RHD BeadChip de BioArray Solutions emplea la tecnologla patentada de andlisis
multiplexado mediante elongacién de polimorfismos (eMAP®) para identificar la presencia o
ausencia de |os alelos seleccionados asociados a un fenotipo dado.

Se extrae el ADN gendmico de la sangre completa y se somete a una PCR muttiplexada que
amplifica fos fragmentos de interés del gen RHD. Después de la amplificacion, a los
amplicones se les aplica Clean-up Reagent y Lambda Exenuclease para extraer el exceso de
cebadores y dNTP y hacer que fos amplicones de PCR sean monocatenarios,
respectivamente. Los amplicones monocatenarios se mezclan con el reactivo eMAP y se
aplican a la matriz BeadChip de BioAmay Solutions gue contiene sondas complementarias.
Después de la hibridacién de los amplicones monocatenarios con las sondas, el ADN se
extiende e incorpora dCTP marcado con fluorescencia sélo en las sondas en las que el
extremo 3' coincide con el ADN hibridado. Los productes de elongacion de los alelos A y B se
detectan de forma simuttanea mediante la imagen de toda la matriz.

La matriz de BeadChip est4 formada por una biblioteca inmovilizada de diferentes tipos de
microesferas, en la que cada tipo tiene una firma fluorescente Unica y transporta una sonda
{inica, unida mediante enlaces covalentes. La biblioteca consta de todas las sondas de interés,
incluidos los controles positivos intemos que permiten la deteccién simultanea de los
polimorfismos de interés.

El sistema de obtencién de imagenes de la matriz BioAmray Solutions Array Imaging System
{AIS400C) se usa para obtener imagenes y capturar la sefial fluorescente de las microesferas
individuales dentro de ia matriz de BeadChip, e informar sobre la intensidad media de la sefial,
el coeficiente de variacidn de las intensidades y el nimero de microesferas medidas por cada
tipo de sonda. El programa informatico de andlisis de RHD en el sistema de informacion de
BioAmray Solutions (BASIS) genera los resuftadas del ensayo.

La frecuencia de los alelos usada para generat el informe en esle ensayo se basa en un
modelo que refleja ta poblacién de Estados Unidos y tal vez no se aplique a grupos especificos
de subpoblaciones.

N.® ref, 190-10302-ES Rov. D
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C. Descripcién del producto

Los anticuerpos dirigidos contra RhD humanoc pueden causar reacciones adversas
importantes a las transfusiones debido a ta incompatibilidad del antigeno RhD, ast como la
alteracién de su expresion [1]. La incompatibilidad del grupo sanguineo RhD entre una
mujer embarazada y el feto puede causar aloinmunizacion materna y consiguientemente, la
enfermedad hemolitica de! recién nacido (EHRN). La incidencia de! antigeno RhD negativo
y alterado, representada por la expresion débil y parcial del gen, esta presente en todos los
grupos de poblacién y puede causar discrepancias y una mala interpretacion con el uso de
reactivos seroldgicos aprobados [2].

Los mecanismos genélicos de la alteracion de los fenotipos de RhD (D débit, D parcial y
negativo D) son muy complejos y consisten en conversiones, eliminaciones {"deleciones”) v
mutaciones puntuales del gen, que permiten la aplicacion del analisis del ADN [3, 4],

El kit de analisis RHD BeadChip utiliza 35 marcadores genéticos relacionados con los
fenotipos de RhD (véase la tabla 1) para hacer llamadas de variantes (tabla 2).

Tabla 1: Marcadores ggnéticos en el kit RHD BeadChip

I ; Polimorfismo de .y ¢ va.dne L 20% Polimorfismo de’ s
'Awiinodcido | % nuclestidos .+ » +| | Aminoscide | 7 nuclestidoss T
S3C 8 &G E233K 697 G>A
WieL 48 G>C V23BM 712 G>A
W16X 48 G>A V245L : 733 G>C
L62F 186 G>T G263R 787 G>A
R70Q 209 G>A Y2659X 807 T>G
R114W 340 C>T V270G 809 T>G
AL37V 410 C>T V279M 835G »A
Al49D 446 C>A G282D 845G > A
N152T 455 A>C 12831 348 C>T
VS3+1G/A In3+1G>A M295] 885 G>T
pst D Duplicacion de In3-19 37 bp 13427 1025 T>C
M170T 509 T>C . D350H 1048G>C
I172F 514 A>T G353W 1057 G>T
T201R ) 602 C>G G3555 1063 G>A
F223V 667 T>G G385A 1154 G>C
A226P 676 G>C E398V 1193 A>T
52301 689 G>T 1227G/A 1227 GrA
£233Q 697 G>C
N.9 ref. 190-10302-ES Rav, D Facha de revision: 12-2015
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Tabia 2: Variantes fenotipicas detectadas por el kit RHD BeadChip

Nombres de BaadChip 18&#1| Nombres de ISBT [5] R IRR A Mombres de BeadChlp %+ | Nombres de ISBT [S}reiwiar A
possible OV RHD-01 BBSO RHD*05.03
1227A (Do) ¢ RHD OVEL.01 DV de tipo & RHD*05.04
Efiminacion do RHD RHO'0IN.01 DV da lipo 6 RHD'05.06
RHD-CE(3-9)0 RHD01N.04 BV de tipo 8 RHD"05.08
RHDCEGTID RHD'0IN.06 DV de tipo § RHD*05.09
RHD-CE(4-7}D RAD'01N.07 ovi RHD"08
a8A (W16X) RHD-0IN.0B DAR RHD-09.01
B07G (Y269%) RHD0TN.18 DARE RHD"09.02
D débil de tipo 1 RHD0IW A D débidelipo 40043 | RHD'09.03 0 RHD09.05
D gébi de tipa 1,1 RHD0IW.1.1 D gébil de lipo 4.1 RHD"09.04
O débilde ipo 14, 40051 | HHDoINLY RHD*01W.40 0 DAUI RHD*10.01
D déoil de tpo 17 RHD 0IW A7 DALZ RHD*10.02
D aébil de lipo 2 RHD'0TW 2 DAU3 RHD*10.03
D aebi da tipo 47 RHD-0TW.47 DAU4 0 BV ds tipo 5 RHD"10.04 o RHD'05.05
D débil de tipo 29 RHD01W.29 g‘;gg oDVdetipo 1o RHD*10.05, RHD*05.01 0 RHD"13.02
D débil de 6po 3 RHD'0IW.3 D debi do tipo 11 RHO 11
D bl de tipo 34 RHD'0TW.34 DOL o DOL2 RHD*12,01 0 RHD"12.02
D 0abil de tipo 41 RHD'01W 41 DOL3 RHD"12.03
D débil de po 5 RHD"01W.6 DBTA RHD14.01
Dilla : RHD03.01 DBT2 RHD*1.02
Dilib RHD"03.02 D d4bA de tpo 15 RHD*15
e RHD*03.03 DCS1 0 OFV RHD16.01 o RHD"30
Diidetipod . RHD03.04 pCs2 RHD"16.02
Dl do Upo 6 6 D1l da tipo 7| RHD03.06 0 RHD"03.07 DFR o DFR3 RHD17.01 0 RHD"17.03
Dill de tipo 7 RHD"03.07 DFR2 RHD"17.02
Diva RAD 04,01 DFR4 RHD*17.04
DIva de tipp 2 RHD"04,02 DHMI RHD*19
DIV de tipo 3 RHD*04.03 W53+1G>A (Dal) RHD"208
DIV de tipo 4 RHDO04.04 DNB RHD'25
DIV de 1ipo 5.0 DIVD RHD04 05 0 RHD*04.06 Duc? RHD37
Divb - RHD"04.08 DillaCE(@-7}D% N.D.{6)
RHD pei RHD-04N.01 RHCE(1-3){4-10) N.D.[7)
DV de tipo 2 0 D851 RHD"05.02 o RHD* 13.01 ceHAR RHCE*01.22
Dy o 208510 RHD'05.02. RHD™I3.0T0 Eﬁsﬁ?& RHD RHD*01N.01 (posible RHCE*02.03)

Si se dispone de la terminologia de la Sociedad Intemacional para la Transfusién de

Sangre (ISBT) [5], esta indicado su uso.

§ Las asignaciones de tipificacién de RHD se basan en la informacién extralda del grupo de
smos de RHD que se describen con mayor frecuencia en la bibliografia. Asi pues,
la asignacion “possible D°/R*01 obtenida del kit de RHD debera interpretarse como la
ausencia de variantes de RHD cubiertas del grupo y no como la presencia det gen RHD no
alterado. La asignacion *possible D"/R*01 del kit RHD BeadChip no incluye el 2,9 % de las
variantes comunicadas hasta la fecha en la base de datos de la 1ISBT.

polimorfi

5 Detectar el gen hibrido Dllla-CE(4-7
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{C)ces [6]. Para la confirmacién, debe analizarse la muestra con el RHCE BeadChip Kit
para comprobar la presencia de ce(733G, 1006T), ce(48C, 733G, 1006T) o ce(4BC, 697G,
733G, 1006T).

Ademéas de los negativos para D gque se informan mediante BASIS, en la tabla 3 se
muestran fos alelos hibridos que se consideran, segun las referencias, también como
negaltivos para D.

Tabla 3; Alelos hibridos negativos para D
" Hibridos con fenotipos negativos para RHD .
RHCE(1-3)-D{4-10) [7]
RHD-CE(3-7)-0 [10]
RHD-CE(3-9)-D (11]
RHD-CE(4-7)-D {10} [12]
Dllla-CE(4-7)-D [13]

Las tablas anteriores no incluyen en absoluto todas las posibles variaciones genéticas de
RHD. Consulte {as variaciones de RHD no cubiertas por este ensayo en el apartado de
limitaciones.

N.° rel. 190-10302-ES Rev. D Fecha da revisién: 12-2015
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N.° ref. 190-10302-ES Rev. D

CONTENIDO DEL KIT BEADCHIP, EQUIPO Y SUMINISTROS NECESARIOS

A. Contenido del kit RHD (800-10220-48)

= e ¥ BT ] _;" st :
4 . REF. ffé # T Descripcién % P v Cantidad* .

800-00221 Mezcia para PCR RHD eMAP 1 x 900 pl

800-10242 HotStarTag DNA Polymerase 1x 155 i

800-00191 Clean-up Reagent 1 x 330 ul

800-00195 Lambda Exonuclease 1x 330 pl

800-001923 eMAP Efongation Mix 1 x 600 i

800-00287 Controi negativo™ 1 x 1000 pi

. . 6 bandejas x 8 matrices de
| 830-00059 Bandeja RHD eMAP 8-BeadChip BeadChip

800-10276 CD de dalos dela b_ande}a RHD 1

* Los reactivos liquidos se han sobrellenado para garantizar que se recupere el total de

la cantidad indicada.
** Agua para PCR, testigo sin ADN

B. Equipo necesario

Descripaion " 45T 1 0 4 d

Nmerd de catélogo -

(BicArray} 790-
Sistema de obtencién de imagenes de la matriz AlS 400 10007, 780-20006,
790-20016
Dispositivo de hibridacion (incubacion) (Boekel Inslide Out™}) {Boekel) 241000
T . o : . {Applied Biaosystems)
ermociclador (Veriti de Applied Btosystems) 4375786

Nevera {capacidad para mantener temperaturas de 2 a 8 °C} -

Congetlador sin formacion de escarcha {con capacidad para -

mantener temperaturas de -20 °C o inferiores)

Fecha de revisién: 12-2015
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RHD de Immucor. Ensayo Molecutar BeadChip

C. Equipo recomendado

o A e

N R L TR AR P S RO OO Y SR LTI Oy o T
\Deseripeion SR A R IR B

St el | R S
T¥am
Gk FREb e B S G

R b T L o
ro,de catdlogory:

g i o 74 < G

A 1

Criobloque (se recomienda Denville o uno equivalente

{Denville) R667T0

Centrifuga de microplacas (se recomienda el modelo 5430 de
Eppendorf © uno equivalente)

(Fisher) 05-400-017

Gradillas de tubos para PCR {se recomienda Fisher o unas
equivalentes)

(Fisher) 05-541.50

Campana para estacian de trabajo de PCR con luz UV (se
recomienda CBS Scientific o una equivalente)

(CBS Scientific)
P-030-02

Pipetas de precisién, multicanal, capaces de suministrar de 0.5 a
10 yl {se recomienda Fisherbrand® o equivalentes)

« Exactitud: £ 122124 %

» Precision: <8al 16 %

(Fisher) 21-377-825

Pipetas de precisian, multicanal, capaces de suministrar de 5 a
50 pi (se recomienda Fisherbrand® o equivalentes)

» Exactitud: £ 50al1,5%

« Precision: < 2,0 al 0,7 %

(Fisher) 21-377-827

Pipetas de precisién, monocanal, capaces de suministrar de 0,5
a 10 yl (se recomienda Eppendorf o equivalentes)
+ Exactitud: £2,5211 %

« Precision: < 1,83l 0,4 %

(Fisher) 13-684-250

100 yl {se recomienda Eppendorf o equivalentes)
+ Exactitud; +3,0 a1 0,8 %

« Precision: < 1,0al0,2 %

Pipetas de precision, monocanal, capaces de suministrar de 10 a

(Fisher) 13-684-250

Pipetas de precision, monocanal, capaces de suministrar de 100
a 1000 pl (se recomienda Eppendorf o equivalentes)
« Exactitud: +3,0a1 0,6 %

+ Precision: £ 063102 %

{Fisher) 13-684-250

QIAGEN® QiaCube®

(Qiagen) 9001282

Centrifugadora de tubos (se recomienda Denville MiniMouse H™
¢ una equivalente)

{Denville) C0801

Mezcladora vorticial con adaptadores para tubo y planos
{se recomienda Denville o una equivalente)

{Denville) ST030

N.% ref. 190-10302-ES Rev. D
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bricante de pipetas podrian cambiar. Consuite siempre |a

« { os numeros de referencia del fa
a cuando solicite suministros si no estd seguro de los nimeros

informacian descriptiva en su idiom
de-catalogo.
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RMD de immuceor: Ensayo Molecular BeadChip

D. Suministros necesarios

AR

DReTIpoION TN L P RO BN NG e catalogo’ys

Tubos para centnfu_gadora de 1,5 mi {se recomienda " (Fisher) 05-402-24B
Eppendorf™ o equivalentes)

Tabones para tubos de termociclador de pared fina de 0,2 ml {Applied Biosystems)
para tira de 8 tubos (se recomienda Applied Biosystems NB8010535
MicroAmp® 8-Cap Strip o equivalentes)

Tubos de termocictador de pared fina de 0,2 ml para tira de 8 (Applied Biosystems)
tubos N8010580

{se recomienda Applied Biosystems MicroAmp@ 8-Tube Strip de
0,2 mi 0 equivalentes)

Piaca para PCR de polipropileno sin faldén de 96 pocillos y (Fisher) 14230232

0,3 ml (se recomienda Fisherbrand® o equivalente)
Aglia para lavado BeadChip {se recomienda Invitrogen) (invitrogen) 10977-023
Aire comprimido o encapsulado {sin aceite) {se recomienda {Fisher) 23-022523

Fisherbrand® o equivalente)

Deéconlaminante {se recomienda Molecular BioProducis™ DNA {Fisher) 21-236-28
AWAY™ o uno equivalente)

Kit de extraccion de ADN (se recornlenda el minikit de ADN {Qiagen) 61104
sanguineo QiAamp® DSP de Qiagen® o uno equivalente)

Puntas de pipeta con filtro desechables (resistentes a aerosoles) (Fisher} 05-403-14
gue cubren el intervalo de 0,1 a 1000 ul {(se recomienda (Fisher) 05-403-18
epTIPS™ de Eppendorf™ con filtro o equivalentes) {Fisher) 05-403-20
Precintos de placas para PCR {se recomienda ﬂlm adhesivo {Applied Biosystems)

transparente MicroAmp® de Applied Biosystems® o uno 4306311
equivalente) .

Papeles absorbentes de alta calidad multipliegue (se {Uline) 5-7127
tecomienda Uling o equivalentes)

* qu numeros de referencia del fabricante podrian cambiar. Consulte siempre la informacién
descriptiva en su idioma cuando solicite suministros si no esta seguro de los nameros de catalogo.,

N.2 ref. 190-10302-£5 Rev. D Fecha de revisién: 12-2015
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RHD de Immucor: Ensayo Molecutar Bea

. DEFINICION DE SIMBOLOS

Se pueden encontrar los siguientes simbolos especiales en los componentes det kit RHD
BeadChip:

T e vl &% gy "5‘",‘ Py

gEpCeE * B £ o0 E - e 4 w'.» N '_ . .
gSiquolow 3‘? ¥ e et e %Deﬂmc@a} i Sy

o N T A e e RS

iCONT Contenido.

CD que contiene los archivos de datos y las instrucciones de uso.

IV. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Todas las muestras sanguineas deben considerarse potencialmente infecciosas y
manejarse aplicando precauciones universales. Use un equipo protecior personal
adecuado durante todo el andlisis, incluidos guantes, proteccién ocutar y bata de
laboratorio. En caso de que se produzca contacto con. los ojos, lavelos de forma
inmediata con abundante agua y busque ayuda médica. Para més informacion acerca
de la seguridad, consuite el sitio web:

hitp:/iextranet.immucor.com/

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

3, Deseche los materiales usados: de acuerdo con las nomativas del centro o locales
para la efiminacion de materiales potencialmente bidpeligrosos. Los derrames de
material potencialmente infeccioso se deben limpiar y eliminar inmediatamente de
acuerdo con 1as normas de! centro y los procedimientos para la manipulacion y
gliminacién de maleriales potencialmente biopeligrosos.

4. La tecnologia de PCR es sensible a la contaminacién, especiaimente de su propio
producto. Los aerosoles de amplicones para PCR que se generan durante fos pasos
para después de la PCR son una fuente frecuente de contaminacion. Por lo tanto, se
debe tener cuidado de evitar las salpicaduras excesivas y la generacién de aerosales.

) Durante el uso del kit, deben seguirse las buenas précticas generales de laboratorio
para los laboratorios moleculares, lo que incluye impiar las superficies de trabajo antes
del procesamiento o preparacién de las muestras para PCR con lejia al 10 % recién
preparada (o equivalente), usar luz ultravioleta {UV) en campanas o armarios de
seguridad biclogica entre usos, spacio y tiempo las actividades antes y

N.2ref, 190-10302-ES Rev. D
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RHD de Immucor: Ensayo Molecular BeadChip

después de la PCR, usar reactivos para PCR en parles iguales, usar testigos positivos
y negativos, etc. El uso de una técnica constante y meticulosa, ademas de ia
incorporacién libre y la monitorizacion de los controles, aseguraran un metodo seguro y
proactivo para contrblar y prevenir la contaminacién de la PCR.

5. Los laboratorios deben validar sus propios procedimientos de fimpieza.

6. La contaminacion de los reactives o las muestras puede provecar resultados errdneos.
Por lo tanto, tenga cuidado de evitar la contaminacion de este producto durante su uso.
No utilice reactivos si sospecha que puedan estar contaminados.

7. La contaminacion del ADN por inhibideres de la.PCR, como el etanol, puede interferir
con la reaccion de PCR.

8.. La contaminacién microbiana de los reactivos o las muestras puede provocar
resultados incorrectos. '

9. El incumplimiento de las directrices de uso recomendadas puede provocar un
rendimiente ne éptimo del producto. En funcidn de la naturaleza y gravedad del
incumplimiento, puede producirse un fallo del analisis {(muestra individual o fallos de la
ejecucion) o unos resultados erréneos.

10. Use los reactivos det kit y las bandejas BeadChip, tal como se suministran. Su dilucion
o alteracion puede generar resultados erroneos.

11. No mezcle reactivos ni bandejas BeadChip de lotes diferentes.

12. No use frascos con fugas o no rofulados. La efiminacién de residuos debe hacerse
segun las instrucciones anteriores.

13. las muestras o reactives previamente congelados deben mezclarse bien vy

'  centrifugarse posteriormente después de descongelarlos y antes de los ensayoes. Evite
© la produccién de espuma y burbujas en las muestras o los reactivos,

14  Mantenga todos los reactivos, incluidas las enzimas y las mezcias maestras, en higlo o
criobloques {de 2 a 8 °C) durante su uso.

15. Compruebe e] correcto sellado de los tubos de muestras antes de la amplificacion para
impedir la evaporacion durante los ciclos de variacién térmica.

16. A causa de las diferencias inherentes en los mecanismos del funcionamiento del
termaociclador, puede producirse una variacién en los resultados al transferir perfiles
termicos establecidos entre diferentes marcas y modelos de instrumentos

_N.° ref. 190-10302-ES Rev. D ‘ Fecha da revisitn: 12-2015
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termocicladores. En aigunos casos, 12 especificidad y 1a sensibilidad de la rgaccfén
pueden verse afectadas, lo que puede provocar una interpretaciéon y comunicacion
talsas de los datos. El usuario debe validar otros termocicladores y perfiles.

17. Durante el paso de elongacién, fas muestras deberan permanecer en el pocillo de
reaccién BeadChip, en la placa o en el portacbjetos.

18.  Los tiempos de incubacion y las temperaturas distintas a ias especificadas pueden dar
resultados erroneos. .

19.  El intervalo de concentracién operativa de ADN del kit.-RHD BeadChip es de 10 a
80 ng/ul. El uso de concentraciones fuera de este intervalo puede provocar erores en
los resuitados de ios alelos. En estudios intemos llevados a cabo en BioArray durante
el desarrollo de este ensayo, se produjeron errores en la Hamada D negativa a una
frecuencia baja, al analizar muestras a concentraciones superiores a 80 ng/ul. Si bien
esto no se observé directamente con muestras de otros tipos de alelos, esto resalta la
importancia de mantenerse dentro de los limites de concentracion de 10 a 80 ng/ul.

20. Las concentraciones contaminantes de ADN gendmico de 2,5 ng/reaccion (0,31 ng/uty
supetriores son detectables por el kit RHD BeadChip). En nuestros estudios intemos se
observo que, en el caso de muestras hibridas de RHD-CE{4-7)}-D, las concentraciones
no detectables de ADN contaminante (inferiores a 2,5 nglreaccién) pueden provocar
una llamada errdnea de variantes fenotipicas,

21.  Apareceran otras sondas en los resultados mostrados en la exportacién y en la
informacion del analisis de BASIS. Algunas de estas sondas son complementarias y
algunas no se usan en el andlisis. Los resultados de la exportacion o del campo de
informacion del analisis no deberan utilizarse para determinar la validez del procesado
o de la muestra. La validez del procesado o de la muestra solo deberd basarse en los
datos que aparecen en el informe de resumen de asignacion que aparece en BASIS,

22, Todos los dias que vayan a usar AlS 400, antes de utilizarlo, los usuarios deheran
realizar e} procedimiento del ensayo de exposicionde fa bandeja (ETC) para verificar su
funcionamiento. Si el ensayo de exposicion resulta faflido, péngase en contacto con el
servicio técnico para obtener las instrucciones adecuadas.

N2 ref. 190-10302-ES Rev. I Fecha de revisior: 12-2015
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RHD de Immucor: Ensayo Molecular BeadChip

N.° rel, 190-10302-ES Rev. D ' Fecha de revisién: 12-2015

TRANSPORTE, CdNSERVA_CION Y ESTABILIDAD

Los liquidos del kit RHD BeadChip, incluidas ta mezcla de cebadores y todas las enzimas,
se transportan en hielo seco. Cuando reciba el kit, compruebe que quede hielo seco en el
envase. Si no hay hielo presente, no debe utilizarse y debe llamar al Servicio al Cliente de
BioArray. Asimismo, pdngase en contacto con el representante del servicio al cliente si la
bolka de la bandeja BeadChip sellada al vacio se ha abierto o dafiado durante el
irarfnsporte.

Guérde todos los reactivos del ensayo, incluidas la mezcla de cebadores y lodas las
enzimas, a una temperatura de -20 a -80 °C, en un congelador sin formacién de escarcha.
Cuando sea posible, utilice criohicques de scbremesa o hielo.

Guarde fas bandejas BeadChip a una temperatura de 2-8 °C hasta su uso. Las bandejas
sin usar deben devolverse de forma inmediata a su almacenamiento a una temperatura de
2-8 I.“C en su envase original. Las bandejas BeadChip no se pueden reutilizar,
| .

Corisuite la fecha de caducidad de todos los componentes del kit. No utilizar despues de la
fecha de caducidad. E] formato de la fecha de caducidad es AAAA-MM-DD. Los
componentes de este kit pueden presentar una fecha de caducidad que es mayor que la
fecha de caducidad de todo el kit. La vida Gtil mas corta {esto es, la fecha de caducidad
mas temprana} de cualqguier componente del kit se indica en la etiqueta externa del kit.

RECOGIDA DE MUESTRAS

Muéstra: Se recomienda extraer las muestras de sangre con tubos con anticoagulante
. EDTA (numeros de producto BD 366643, 368661, 367654). Se recomienda extraer las
muestras de ADN con ayuda del kit QiAamp DSP DNA Biood Mini (QUAGEN n.° de

cat. }61 104), de acuerdo con las instrucciones de uso del fabricante. £l uso de otros
procedimientos requiere ta validacion del cliente.

Sustancias inferentes: La contaminacion del ADN por inhibidores de la PCR, como
citrato™, heparina', hemoglobina, etanol, etc., puede interferir con la reaccion de PCR.

Almacenamiento: Ei ADN gendmico debe conservarse a -20 °C o a una temperatura
infergor, en un congelador sin formacidn de escarcha, hasta su uso. Evite miltiples ciclos
de congelacion y descongelacion,

Cantidad de ADN: Se requiere una concentracion de 10 a B0 ng/ul de ADN gendmico
extraido para un rendimiento ptimo del kit RHD BeadChip. Use agua sin nucleasa para

diluin muestras de ADN con una concentracion superior a 80 ng/pl a unos limites de entre
10 v 80 ng/pl.

!;
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Vvli. PROCEDIMIENTO
A.  Programacion del termociclador

Asegurese de que la opcion de tapa calefactada esté seleccionada.
Programa PCR RHD:
g5°C 15 min

94 °C 30 s, desnivel del 38 %
65 *C 45 s, desnivel det 39 % } - 140 ciclos
72°C 45 s, desnivel det 39 %

04 °C 30 s, desnivei del 39 %
61 °C 45 s, desnivel del 39 % } 25 ciclos
72 °C 45 s, desnive! del 38 %

72°C 3 min
4°C = {no mas de 72 horas}

Programa “Limpieza de RHD" (RHD Clean Up}:
37 °C 15 min

85°C 20 min :
4°C e {nomds de 3 horas)

Programa de generacién de diana monocatenaria de RHD:
37°C 20min
85°C 8min
4°C = (no mas de 3 horas)

B. Notas acerca del procedimiento

1. Asegurese de que el termociclador Veriti esté programado previamente para cada
uno de los pasos de amplificacion de la PCR y procesamiento después de la PCR,
tratamiento con amplicones, y generacion de la diana monocatenaria. Antes de
cada paso, asegurese de seleccionar e! perfil preprogramado adecuado.

2 El sistema de obtencién de imagenes de la matriz AIS 400 de BioArray Solutions y
el horno de hibridacion {Boekel Inslide-Out modelo 241000) deben encenderse al
menos 30 minutos antes de su funcionamiento. Coloque dos papeles absorbentes
en la bandeja del homo de hibridacién y sattrelos con un total de 25 mi de agua
para mantener las condiciones de humedad durante la incubacidn. Si el horno de
hibridacién se ha usado anteriormente duranie el dia, deseche los papeles
absorbentes usados, coloque dos papelss nuevos y satirelos como antes, con un
{otal de 25 mi de agua.

N ref, 190-10302-ES Rev. D Fecha de revisidn: 12-2015
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RHD de Immucor: Ensayo Molecular BeadChip

3. Descontaminacién de la zona de procesamiento:
a) Si se utiliza una campana con luz ultravioleta, descontaminela, encendiendo la luz
UV durante 15 a 20 minutos como minimo o
b) limpie las superficies de la zona de procesamiento con lejia al 10 % o con DNA
Away, incluidas:
(iy las superficies de la sobremesa y del interior de la campana,
{iy el equipo de apoyo,
(iil) todas las pipetas de trabajo, monocanat y multicanal,
(iv) el interior de ia tapa de la centrifugadora Mini Mouse, las gradillas de los tubos y
las cubiertas, y )
(v} las superficies del termociclador y de la centrifuga de placas:
o Limpie el interior de la tapa y los pocillos de [a placa del termociclador
con DNA Away (o equivalente), segun las instrucciones del fabricante.

4. Retire las bandejas BeadChip de su medio de conservacién y coldquelas a temperatura
ambiente antes de usarias.

5. Deben emplearse pipetas multicanal o de monocanal, en funcién de las preferencias
del laboratorio,

C. Preparacién de fa mezcla maestra para la PCR
1. Determine el nimero de muestras y controles a procesar.
2, Se precisa un cantrol negativo por cada procesade. Se recomienda el uso de una

muestra bien caracterizada como control positivo por cada procesado.

3. Por cada tanda de andlisis, prepare una mezcla maestra de PCR, usando los
volimenes que se muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Preparacién de la mezcia maestra para la PCR: volimenes de los reactivos
s e Hastalamuestran® UL L 8 16 | 24 32 a0 | 48
" “Mezela para PCRRHD eMAP () - ¢ /] 16 144 @ 296 | 448 | 592 | 736 | 880
" # [HotStarTaq DNA Polymerase{pl) /| 10 90 | 185 | 280 | 370 i 460 | 550

4. Designe un tubo sin nucleasa, de tamafio adecuado y etiquetado commectamente para la
mezcla maestra para PCR de trabajo.

5. Extraiga ia mezcia para PCR RHD eMAP del congelador a -20 °C y descongelela a
temperatura ambiente durante un maximo de 30 minutos. Una vez descongelada la
mezcla para PCR RHD, mézclala en un criablogque (conservado a 4 °C) ¢ en higlo,

6. Extraiga HotStarTag DNA Polymerase de! congelador a -20 °C y coloquela en un
crioblogue (conservade a 4 °C) o en higlo,
N.% ref, 190-10302-£5 Rev. D Fecha de revisicn: 12-2015
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10.

11.

12.

13.

D.

Procesamiento por tandas

Agite en vortice la mezcla para PCR RHD eMAP y HotStarTaq DNA Polymerase
durante 3 a 5 segundos, para mezclarias.

Centrifugue la mezcla para PCR RHD eMAP y HotStarTag DNA Polymerase para
llevar tas soluciones al fondo de los tubos {aproximadamente 1000 rpm, 5 segundos).

Con ayuda de una pipeta con una punta resistente a aerosoles, obtenga una alicuota
de volumen adecuado de la mezcla para PCR RHD eMAP y HotStarTaq DNA
Polymerase en el tubo sin nucleasa.

Devuelva inmediatamente la mezcta para PCR RHD eMAP y HotStarTaq DNA
Polymerase sin usar para su conservacion en el congelador a -20 °C.

Agite en vdrtice la mezcla maestra para PCR durante 3a 5 segundos, para mezclara.

Centrifugue la mezcla maestra para PCR para trabajo con el fin de llevar 1a solucién al
fondo del tubo (aproximadamente 1000 rpm, 5 segundos).

Mantenga la mezcla maestra para PCR en un crioblogue {conservado a 4 °C} o higlo, y
usela de inmediato.

Amplificacion de la PCR

N.° ref. 190-10302-ES Rev. D

Si se procesan pequefias tandas de muestras (p. gj., 16 o menos muestras y testigos), el
usuario puede transferir la mezcla maestra para PCR de trabajo directamente del frasco a los
tubos de PCR de pared fina etiquetados o a la placa siguiendo el volumen descrito en ef paso
n.? 2 de este apartado y ayudéndose de una pipeta de canal Gnico con punta resistente a
aerosoles (con filtro).

1. Coloque una alicuota de volumen correcto de mezcla maestra para PCR de trabajo
(consulte la tabla 5) en cada tubo de una tira de 8 tubos, con una pipeta con punta
resistente a aerosoles (con filtro). Mientras se efectian estos pasos, la tira de 8 tubos
debers conservarse en un crioblogque (conservado a 4 °Cy o en hielo.

Tabla 5: Mezcta maestra para PCR de trabajo: voldmenes de transferencia

Histalamuestrame)] 16 24 32 40 48
T N m! St g0 Oup Ty Ly

T ) ».
VP'"'“"P*L&E.'.'J&% !
por,tubo en tira /57

37,0 57.0 76,0 94,0 112,0

2. Con ayuda de una pipeta de 8 canales con una punta resistente a aerosoles {con

filtro), pipetee 17,0 pil de mezcla maestra para PCR de trabajo de la tira de 8 tubos,
en los tubos para PCR de pared fina y etiquetados. Deseche la mezcla maestra
para PCR de trabajo sin usar.

HEMONEMIGRA S v L
PAUEX ZHCOhN-
N e Vanreer

na182 de-194
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3. Selle los tubos para PCR de pared fina con los tapones ¢ el precinto adecuados, y
transpdrtelos a la zona de adicion de ADN, fuera de {a estacion de trabajo de la zona
previa a la PCR.

4. Retire con cuidado los tapones o el precinto de los tubos para PCR de pared fina. Con
ayuda de una pipeta con una punta resistente a aerosoles {con filtro} separada, para
cada muestra, pipetee 8,0 pl de muestras preparadas de ADN en los tubos adecuados
para PCR, de pared fina y etiquetados, y mezcle, pipeteando hacia arriba y abajo, tres
veces. La mezcia maestra para PCR de trabajo y la muestra deben mantenerse en un
cricblogue (conservado a 4 °C) o en hielo, durante el proceso de transferencia de la
muestra.

5. Para el control negativo, use una pipeta con una punta resistente a aerosoles (con
filtro), pipetee 8,0 1l de control negativo en ef tubo adecuado para PCR, de pared fina, y
"mezcle, pipeteando hacia arriba y abaio, tres veces. La mezcla maestra para PCR de
trabaijo v el control negativo deben conservarse en un cricblogue (conservado a 4 *C) o
en hielo.

6. - Selle con cuidado los tubos para PCR de pared fina, con los tapones o el precinto
adecuado; mezcle con cuidado, agitando en vortice durante 3 a 5 segundos.

7. Centrifugue para llevar la solucién al fondo de los tubos {aproximadamente 1000 rpm,
5 segundos).

8, Cologue los tubos para PCR de pared fina sellados en el termociclador Veriti de
Applied Biosystems y ejecute el perfil de PCR que se muestra a cantinuacién, con la
tapa calefactada activada. Compruebe que el protocol PCR para la amplificacidn de
RHD esté programado correctamente y seieccionado.

85°C 15 min

84 °C 30 s, desnivel del 39 %

65°C 45 s, desnivel del 39 % » 10 ciclos

72°C 45 s, desnivel del 39 %

94 °C 30 s, desnivel del 39 %

61°C 45 s, desnivel del 39 % ¢ 25 ciclos

72°C 45 s, desnivel del 39 %

72°C 3 min

4°C ~hasta la extraccitn, pero no méas de 72 horas

- 8 Extraiga los tubos de producto post-PCR de pared fina del termociclador y centrifugue
para llevar la solucién al fondo de los tubos (aproximadamente 1000 rpm durante
5 segundos). '

Nota: Las muestras y ios controles centrifugados deberan usarse de inmediato, pero pueden
conservarse a una lemperatura de -20 °C {0 inferior) durante un maximo de cuatro semanas.

N2 ref. 190-10302-ES Rev, D Facha de revision: 12-2015
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Procesamiento después de la PCR: tratamiento con amplicones

Etiquete correctamente un nuevo conjunto de tubos para PCH de pared fina para todas
las muestras y controles.

Si se usa el producto post-PCR congelado, retire los tubos de PCR de pared fina del
congelador a -20 °C y descongélelos a tempevatura ambiente durante un maximo de
30 minutos.

Mezcle e! producto post-PCR, descongelado, agitando en vortice durante 3 a
5 segundos.

Centrifugue para llevar la solucion al fondo de los tubos {aproximadamente 1000 rpm
durante 5 segundos).

Retire Clean-ub Reagent del congelador a -20 °C'y mézclelo con cuidado, agitandolo
en vartice durante 3 a 5 segundos.

Centrifugue para llevar la solucion al fondo del tubo (aproximadamente 1000 rpm
durante 5 segundos}.

Cologue Clean-up Reagent en un criobloque (conservado a 4 °C) o en hielo.

Transfiera el producto posterior a la PCR a tubos de pared fina nuevos. Retire con
cuidado los tapones o el precinto de los tubos de PCR de pared fina y, con ayuda de
una pipeta (o pipeta de 8 canales) con una punta separada, resistente a aerosoles {con
filtro) por cada muestra o confrol, pipetee 6,5 i de cada muestra y control al fondo de
los tubos nuevos de PCR de pared fina. Los nuevos tubos de PCR de pared fina
deberan colocarse en un criobloque (conservado a 4 °C) o en higlo. Selie y devuelva al
congelador los tubos restantes originales de producto post-PCR.

Procesamiento por tandas

Si se procesan pequefias tandas de muestras {por ejemplo, 16 muestras y controles o
menos), el usuario puede transferir Clean-up Reagent directamente del frasco a los
tubos para PCR de pared fina nuevos usando el volumen y el procedimiento de mezcla
que se describen posteriormente en el paso 10, con ayuda de una pipeta de canal
{inico con puntas resistentes a aerosoles (con filtro), usando una punta de pipeta
resistente a aerosoles {con filtro) independiente por cada muestra y control.

Obtenga una alicuota del volumen adecuado de Clean-up Reagent {consulte |a tabla 8) -

en cada tuba de una tira de 8 tubos, con ayuda de una pipeta con punta resistente a
aerosoles (con filtro). Devuelva inmediatamente Clean-up Reagent sin usar &l
congelador a -20 °C. Coloque la tira de 8 tubos en un criobloque (conservado a4 °C) o
en hielo. - '

Fecha de revision: 12-2015
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RHD de Immucor: Ensayo Molecuiar BeadChip

Tabla 6: Voliimenes de Clean-up Reagent
Hasta lamuestran? - -~ o 16 24 32 40 48

Vollimen (i) de Clean-up Reéagent por tubcentird | 60 | 90 | 120 | 140 | 160

10.

1

12.

13.

Con ayuda de una pipeta de 8 canales con una punta resistente a aerosoles (con
fiitro), pipetee 2,0 yi de Clean-up Reagent de la tira dé 8 tubos de cada muestray
control en los tubos para PCR de pared fina nuevos, y mézclelo pipeteando hacia
afrriba y abajo tres veces. Use un conjunto separado de puntas de pipeta resistentes
a aerosales (con filtro) por cada conjunto de 8 muestras y controles. Deseche la tira
de 8 tubos que contiene Clean-up Reagent sin usar,

Selle con cuidado tos tubos para PCR de pared fina, con los tapones o el precinto
adecuado, mezclando con cuidado, agitando en vortice durante 3 a 5 segundos, y
centrifugue para llevar la solucidn al fondo de los tubos {aproximadamente

1000 rpm, 5 segundos).

Cologue los tubos para PCR de pared fina sellados en el termociclador Veriti de

Applied Biosystems y ejecute el perfil sigulente: Compruebe que el protocolo para el

procesamiento post-PCR, tratamiento con amplicones esté programado
correctamente y seleccionado.

37°C 15 min
85°C 20 min
4 °C hasia la extraccién, pero no mas de tres (3} horas

Extraiga los tubos para PCR de pared fina del termociclador y centrifugue para
flevar la solucion al fondo de los tubos {aproximadamente 1000 rpm, 5 segundos).

Nota: Las muestras y controies centrifugados deberan usarse inmediatamente, aungue
también pueden conservarse a -20 °C durante un maximo de 24 horas.

F.

Procesamiento post-PCR: generacion de la diana monocatenaria

Si se usan muestras y controfes congelados, retire los tubos de PCR de pared fina
del cangelador a -20 °C y descongélefos a temperatura ambiente durante un
maxima de 30 minutos,

Retire la Lambda Exonuclease det congelador a -20 °C y descongélefa a
temperatura ambiente durante un maximo de 30 minutos.

Una vez descongelada la Lambda Exonuclease, coldquela de nuevo en crioblogue
{conservado a 4 °C) o en hielo.

N.*ref. 190-10302.ES Rev. D Fecha de revisién: 12-2015
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4, Mezcle con cuidado, agitando en vértice, durante 3 a 5 segundos, y centrifugue para
flevar la solucién al fondo del tubo {aproximadamente 1000 rpm durante 5 segundos).

Procesamiento por tandas

Si se procesan pequefias tandas de muestras {p. ¢.. 16 o menos muestras y
controles), el usuario puede transferir la Lambda Exonuclease directamente det frasco
a los tubos de PCR de pared fina siguiendo el volumen y el procedimiento de mezclado
que se describe en el paso6a continuacion.

5. Obtenga una alicuota del volumen adecuado de la Lambda Exonuclease (consulte la
tabla 7) en cada tubo de una fira de 8 tubos, usando una pipeta con una punta
resistente a aerosoles {con fittro). Cologue la tira de 8 tubos en un crioblogue
{conservado a 4 °C) o en hiefo. Devuelva inmediatamente {a Lambda Exonuclease sin
usar al congelador a -20 °C.

Tabla 7: Volimenes de Lambda Exonuclease

. Hastalamuestrang’ | 16 | 20 | 32 | 40 | 48

2 Volumen de Lambda Exonuclease &
BT e P o e S, M s , R . 4,0 A
W7 (ul) portuboentira v T 60 | 90 | 120 |1 160

6. Con ayuda de una pipeta de 8 canales con punta resistente a aerosoles (con filtro),
pipetee 2,0 i de Lambda Exonuclease en cada muestra o control y mézclela
pipeteando hacia arriba y abajo tres veces. Use un conjunta separado de puntas de
pipeta resistentes a aerosoles (con filro) por cada conjunto de 8 muestras y controles.
Deseche la tira de 8 tubos gue contiene Lambda Exonuclease sin usar.

7. Selle con cuidado los tubos para PCR de pared fina con fos tapones o el precinto
adecuados.
8. Mezcle con cuidado, agitando en vértice, durarte 3 a 5 segundos, y centrifugue para

flevar la solucion al fondo de los tubos (aproximadamente 1000 rpm durante
5 segundos).

g, Cologue los tubos para PCR de pared fina seflados en el termociclador Veriti de
Applied Biosystems y ejecute el perfil siguiente. Compruebe que ¢l protocolo para el
procesamiento posterior a la PCR: generacion de la diana monocatenaria esté
programado correctamente y seleccionado.

37°C 20 min
85°C 8min
4°C  hasta la extraccion, pero no mas de 3 horas

10.  Extraiga los tubos para PCR de pared fina del termociclador y centrifugue para llevar la
solucién al fondo de los tubos (aproximadamente 1000 rpm, 5 segundos).

entrifugados deberian usarse
durante un maximo de 16 horas.

Nota: Las muestras y controles monocatenario
inmediatamente, pero pueden conserya

Fecha de revisidn: 12-2015
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G. Elongaci6n de ta matriz en BeadChip

Nota: Los pasos de este apartado deberan efectuarse de manera continua y sin
interrupciones.

1, Abra e inicie el programa AISR. Extraiga el CD de datos de la bandeja de RHD de
la caja de bandejas de BeadChip y cargue los archivos del CD de datos en el
ordenador (Nota: esto debe hacerse una vez por cada kit).

2. El reactivo de elongacién debera extraerse del congelador para descongelarlo a
temperatura ambiente, durante un maximo de 30 minutos, durante el paso de
incubacién del reactivo de la Lambda Exonuclease.

3. Una vez descongelado, e! reactive de elongacion deberd manitenerse en un
criobloque (conservado a 4 °C) ¢ en hielo.

4. Extraiga suficientes bandejas de RHD 8-BeadChip de la nevera y deje que se
' calienten a temperatura ambiente durante un maximo de 30 minutos.

5. Etiquete correciamente cada bandeja para su seguimiento durante y después del
procesamiento.

&. Si se usan muestras y controles congelados, retire los tubos de PCR de pared fina
del congelador a -20°C y descongélelos a temperatura ambiente durante un
maximo de 30 minutos.

7. Centrifugue para llevar el producto monocatenario al fondo de ios tubos
{aproximadamente 1000 duranie 5 segundos).

8. Mezcle con cuidado el reactivo de elongacidn, agitando en vortice durante 3 a
5 seqgundos. Evite la formacién de espuma en la eMAP Elongation Mix.

9. Centrifuge para llevar la solucion al fondo del tubo (aproximadamente 1000 rpm
durante 5 segundos).

Procesamiento por tandas

Si se procesan tandas pequenas de muestras {por ejemplo, 16 muestras y controles
© menos), el usuario puede transferir la mezcla de elongacién directamente del
frasco a los tubos para PCR de pared fina con las muestras y los productos control,
usando ef volumen y &l procedimiento de mezcla descritos posteriormente en el
pasoa 10, con ayuda de una pipeta con un canal Unico con puntas resistentes a
aerosoles (con filtro), usando una punta de pipeta independiente resistente a
aerosoles (con filtro) por cada muestra y control.

N.% ref. 190-10302-ES Rev, D Fecha de revisidn: 12-2015
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Obtenga una alicuota del volumen adecuado del reactivo de mezcla de elongacion
(consulte la tabla 8) en cada tubo, en una tira de 8 tubos, usando una pipeta con
una punta resistente a aerosoles (con filtro). Devuelva inmediatamente el reactivo
de mezcia de elongacion sin usar al congelador a -20 °C.

Tabla 8: Voltimenes de eMAP Flangation Mix
24 32 40 48

35,0 | 47,0 | 590 70,0

Con ayuda de una pipeta de 8 canales con puntas resistentes a aerosoles (con
filtro), pipetee 10,0 pi de reactivo de mezcla de glongacion en cada muestra y
control y mézclelo pipeteando hacia arriba y abajo tres veces. Use un conjunto
separado de puntas de pipeta resistentes a aerosoles (con filtro) por cada conjunto
de 8 muestras y controles. Deseche la tira de 8 tubos que contiene el reactivo de
mezcla de elongacién sin usar.

Con ayuda de una pipeta de ocho canales con una punta separada por cada tubo
en el cual se acaba de anadir el reactivo de mezcla de elongacién, transfiera
18,0 ! de cada muestra y testigo a la matriz correspondiente en la bandeja RHD
8-BeadChip. Deseche los tubos de muestra y control.

Coloque las bandejas RHD 8-BeadChip en el homo de hibridacidn e inciibelas
durante 30 minutos a 55 °C,

Extraiga las bandejas RHD 8-BeadChip del horno y lave la mezcla de elongacion de
las superficies de la matriz, sosteniendo las laminas o la placa para que su
superficie quede vertical sobre un recipiente de recogida. Aclare cada BeadChip
individualmente bajo una corriente de lavado BeadChip a presién constante. La
cotriente de agua debe dirigirse perpendicularmente a la cara del portaobjetos
desde aproximadamente una pulgada de distancia, para enjuagar el centro de cada
BeadChip. Aclare cada BeadChip durante 3 segundos.

Extraiga el agua restante de las bandejas RHD- 8-BeadChip, usando aire
comprirmido o encapsuiado.

Nota: No agite el aire comprimido.

Retire cualguier exceso de agua de fa parte posterior de la bandeja del BeadChip
con un pafio de limpleza desechable.

Fecha de revisitn: 12-2015
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RHD de Immucor: Ensayo Molecular BeadChip

H. , Adquisicién de imagenes de BeadChip

-:Abra e inicie el programa AISR en el escritorio.

ey

‘Ejecute el procedimiento del ensayo de exposicion de la bandeja (ETC, Exposure Test
iCarrier) {(consulte el manual del usuario de AIS 190-20185). Si los resuftados no son
los indicados en las especificaciones, péngase en contacto con BicArray para ajustar
el tiempo de exposicidén antes de continuar.

n

3. Extraiga el CD de datos de RHD de la caja de bandejas BeadChip y cargue los
archivos del CD en el ordenador para cada lote nuevo.

4. Lea las bandejas RHD BeadChip con el sistema de obtencién de imagenes de fa
mattiz AlS 400 de BioArray. Procese los datos de BeadChip con el programa
informatico de analisis de RHD de BASIS.

5. Apague correctamente el AISR y la fuente de luz después de su uso.

6. Pase a BASIS para realizar |a asociacion de muestras y generar informes de
BeadChip. -

N.° ref. 190-10?02—ES Rev. D Fecha de revision: 12-2G15
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RESULTADOS ESPERADOS

Al Evaluacion: Control de calidad

Validez del procesado

Para determinar si la ejecucién es valida, deberd incluirse un control negativo en cada
ejecucion, Se recomienda un control positivo con genotipo o fenotipo conocido, que debera
suministrar el laboratorio. La interpretacion de los controles positivos y negativos se hace de la
manera siguiente:

Tabla 9: Criterios de validez del procesado

Controi- o7« w ; v+ | Resultado’.-* ~"way ¥ ‘Interpretacion. = vl =
El procesado es valido si
: Fenotipo previsto ¢! control negativo
Muestra de control positivo también es valido.
(PCS) Fenotipo no esperado

Muestra de fenotipo
conocido {suministrada
por ¢f labaratorio)

Mensaje de advertencia de | El procesado no es valido
HEB, CV, AP o control y todos los ensayos
interno ({PC) deben repetirse.

Resultado de IC

= 30 resultados de LS en el | El procesédo es valido si

informe de fenotipo fa PCS también es valida.
. < 30 resultados de LS |
Control negativo (NC) informe de fenoti;o ®1 | &t procesado no es valido

el ensayo debe
Mensaje de advertencia de ‘rfepetirse.y

HB o CV

Notas:

a) Sialcalificar un controf positivo usted obtiene de manera constante un resultado de IC,
sustituya el control positivo. :

b)  Siel nimero de SNP que muestran llamadas LS en el control negativo es el que se ha
especificado anteriormente, el aspecto de las llamadas no LS en los SNP restantes no
indica contaminacion, segin lo determinado en estudios internos llevados a cabo en
BioArray durante el desarrollo del andlisis.

Se espera un mensaje de advertencia de IPC no valido con la muestra de control negativo. El
procesado debe considerarse valido st se cumplen las condiciones de la tabla 8.

Si el frasco de control negativo se contamina, lame al servicio de atencion al cliente de
BioArray.

Otras sondas apareceran en los resultados p 2 n BASIS en la funcion de exportacion
del botén "Informacién del analisis” de la"ventana Genbtipo. Algunas de estas sondas son

Fecha de revision: §2-2015
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complementarias y algunas no se usan en el analisis en esta version del programa informatico.
Los resultados de la funcidn de exportacién no deberan usarse al determinar fa validez de 1a
ejecucion o la muestra. La validez del procesado o de la muestra solo deberd basarse en los
datos que aparecen en el informe de resumen de asignacion que aparece en BASIS.

Validez de la muestra
Para determinar si el resultado de fa muestra es valido, la interpretacién es de la siguiente
manera.

Tabla 10: Criterios de validez de la muestr

~Mensaje de-advertencia ¢ . - Resultado - - b Interpretacion.
Controles positivos internos

no validos (IPC1} o {(IPC2)

o {IPC) La variante se proporciona como “NTD".

HB £ genotipo se proporciona como "NTD” La muestra debe
CcvV para todas las mulaciones. repetirse.

AP

Si no aparece ninguno de los mensajes de error anteriores, los resultados del
ensayo son vélidos.

B. Analisis de los resultados

El kit RHD BeadChip es un ensayo cualitativo. El sistema de informacion de BioArray
Solutions (BASIS) calcula los datos de intensidad de la sefial de la matriz de BeadChip por
cada oligonucledtido que detecta marcadores especificos para identificar variantes
asociadas.

Todos los calculos se realizan mediante el programa informalico de analisis RHD de
BioArray Solutions, en el sistema de informacién de BioArray Solutions (BASIS).

informe del genotipo
La siguiente lista {tabla 11} muestra los posibles resultados que pueden aparecer en el
informe del genotipo:

Tabla 11: Posibles resultados que aparecerdn en el informe del genotipo

- “Resultado . 1. - - . Significade -
_AA L Homocigodtica para A
AB Heterocigética
BB i Homocigética para B
Ax 1 Llamada indeterminada en B
xB Llamada indeterminadaen A |
~ XX Liamada indeterminadaen Ay B
LS Seflalbajaen Ay B
Ls* Sefial baja debido a la eliminacion de!
gen o debido a regidn hibrida, es
decir, RHD-RHCE-RHD

N.° ref. 190-10302-E£5 Rev, [ Fecha de revisién: 12-2015
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Notas sobre el informe del genotipo

La llamada “AB’ para psiD (In3-19 37 bp) no es un indicador de heterocigosidad. Las
llamadas BB en F223V (667 T>G) y Y269X (807 T>G) indican RHDpsi homocigbtico y AB
en F223V (667 T>G) e Y269X (807 T>G) indica RHDpsi heterocigdtico. '

Informe de asignacion de tipificaciones

La pagina de asignacion de tipificacion indica asignaciones de variante/alelo, enumeradas
por chip y muestra. La siguiente lista {tabla 12) muestra los posibles resultados que pueden
aparecer en el informe de asignacion de tipificaciones.

Tabla 12: Posibles resultados que aparecerdn en el informe de asignacién de variantes

Resultado Significado
Variante X Homaocigotico o heterocigético para la
___variante X
Variante X/variante Y | Heterocigético para las variantes X e Y.
ic _Llamada indeterminada (consulte las
notas a continuacidn).
NTD No se ha determinado ninguna
tipificacion.

Notas sobre el informe de asignacioén de variantes

a) En casc de un resultado de IC la vista “Mostrar detalles” proporciona dos o mas
variantes posibles con la puntuacién de confianza de la asignacién obtenida por el
algoritmo de andlisis bayesiano. El usuario puede elegir una de las variantes
praporcionadas de acuerdo con cualquier informacién adicional (por ejemplo, grupo
étnico} que esté disponible para esa muestra.

b) Las variantes se muestran segin fa abreviatura convencional y la nomenclatura de la ISBT.

Mensajes de advertencia ' :

En algunos casos, si se determina que los datos del ensayo que se analizan estan fuera de
los limites esperados del andlisis, aparecera un mensaje de advertencia de dos o tres
letras en lugar de una asignacion de tipificacién. También puede aparecer un mensaje de
advertencia para las muestras, junto con las asignaciones efectuadas por el algoritmo de
analisis bayesiano. Los mensajes de advertencia se muestran en la siguiente tabla (13):

N.° ref, 180-10302-ES Rev. D Fecha de revision: 12-2015
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Tabla 13: Mensajes de advertencia que pueden aparecer en los informes
de asignacion de genot;pos o variantes

Advertencia |- Significado’, |-+ %o aiiay Explicacion: @7 0

: Llamada de Indlca que las tntenSIdades de la sefial de un marcador hicieron
Ax genotipo que fa muestra cayera en una "zona gris”, por lo que el
indeterminade | genotipo esta parcialmente resuelto.

. Llamada de Indica que las intensidades de la sefial de un marcador hicieron
xB genotipo que la muestra cayera en una “zona gris”, por io que el
indeterminado | genotipo esta parcialmente resuelto.

Indica que el ruido o ia incertidumbre para un marcador
determinado estan sobre un umbral preestablecido, especifico
Llamada de del lote, para proporcionar un genotipo de alta confianza.

XX genotipo Varios marcadores con mensajes de advertencia xx pueden
indeterminado | estar acompafiados de NTD en la columna de variante ‘
fenctipica. Consulte la seccién "NTD" de esta tabla para
mitigacion.

Indica que la intensidad de la sefial de ambas sondas de un
marcador determinado es inferior a un valor de corte de
intensidad preestablecido y especifico del lote, debido al disefio
LS . Sefal baja © & razones como una concentracidn baja. Los mensajes de
advertencia LS pueden ir acompafiados de NTD en la columna
de variante fenctipica. Consulte la seccién “NTD" de esta tabla
para mitigacion.

indica una ambigledad entre dos o més asignaciones posibles
de variante fenotipica con puntuaciones de confianza
comparabies. Las posibles acciones de mitigacién de este error
son ias siguientes;

E! enlace Revisar detalles proporciona a los usuarios la opcién
para seleccionar manualmente la variante mas probable
hasada en su poblacion de ensayo.

En los casos en los que una llamada iC estd acompafiada de
uno o mas genotipos LSHodAx/xB, siga los pasos para repetir el
analisis, tal y como se explica en la seccién "NTD" de esta
tabla.

indica que el patrén del marcador medido es diferente de los
patrones que el programa informatico wRHD de BioArray
puede detectar en mas de un nimero preestablecido de
posiciones de marcadores. Los marcadores que muestran los
genotipos L8/HodAx/xB contribuyen a una flamada AP. La
variante fenctipica se muestra como “NTD”.

Liamada
indeterminada

AP Patron anémalo

« Siuna llamada AP esta acompanada de varias iamadas
LS/xx/Ax/xB, lo mas probable es que el error esig
relacionado con el rendimiento y debera repetirse tal y
como se explica en Ia seccidn “NTD” de esta tabla.

« FEn caso contrario, {a muestra analizada podria contener un

N.? ref, 190-10302-ES Rev. D Fecha de revisién: 12-2015
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Advertencia

Significado

Explicacién

alelo no detsctable por el kit BeadChip.

HB

Fondo elevado

Indica que la intensidad de fondo es superior a una intensidad
de corte preestablecida y especifica del lote para el BeadChip
individual. La variante fenotipica se muestra como "NTD".
Consutte la seccion “NTD" de esta tabla para mitigacion.

cv

Coeficiente de
variacion

“Indica que, para una muestra determinada, el porcentaje de

marcadores para los que se detectan una 0 ambas sondas con
CV > 30 % es superior a un limite preestablecido de puntos
porcentuales. Las lamadas de las variantes fenotipicas se
muestran como “NTD".

Consulte la seccion “NTD" de esta tabla para mitigacion,

Control positive

Las intensidades inferiores al valor de corte corespondientes a

IPC1, IPC2 intemmno no las sondas de contro! positivo intemo indican una eficiencia
o IPCno . total baja de la PCR,
- valido 1,20
valido ambos
Consulte la seccidn “NTD” de esta tabla para mitigacion.
indica que no se ha determinado la tipificacién debido a:
iy unerror de HB o CV, como se ha explicado anteriormente,
iy un mensaje de advertencia AP, como se ha explicado
anteriormente, y
iii) un fallo total de la muestra, indicado por intensidades bajas
de uno o ambos controles de PCR internos en el grupo.
Las posibles acciones de mitigacion de este error son las
siguientas:
« Asegurese de que la concentracion de ADN seade 10 a
No se ha 80 ng/ul, especiaimente si se detectan intensidades bajas,
NTD detgmlnado como en i), mas amiba.
_hinguna » Repita el ensayo desde el paso Procesamiento post-PCR,
tipificacion. tratamiento con amplicones (XIV) del procesamiento del

ensayo con el producto de la PCR conservado a -20 °C.
Preste una atencion especial a la manipulacion de los
reactivos, las 1&cnicas de pipeteo y la posible
contaminacion.

« Sipersiste el mensaje de advertencia, repita el ensayo a
partir de la ampiificacion de la PCR {paso XlI), usando el
ADN conservado a -20 °C. Asegurese de que la
concentracidn de ADN se encuentre entre 10 y -80 ng/p!.

« Siel mensaje de advertencia continta, llame al servicio
técnico o al representante de immucor para obtener ayuda.

N.® ref. 190-10302-ES Rev. O
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RHD de immucor: Ensavo Molecular BeadChip

iX. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

1. Esta version para VD del kit RHD BeadChip no esta disponible para utilizacion comercial
en IEstados Unidos.

i
2. En'ei caso de una muestra determinada, las mutaciones concretas imprevistas en la sonda
o eén la regién de unién del cebador pueden repercutir en la exactitud del resultado
correspondiente a dicha muestra.

3. La frecuencia relativa de los alelos se basa en un modelo que refleja la poblacién de
Estados Unidos y tal vez no se aplique a grupos de subpoblaciones especificas. En
consecuencia, los usuarios desearan tener en cuenta la subpablacion especifica a partir de
la cual se obtuvo la muestra al analizar la pauta del genclipo presentada por el programa
infc;)rmético para dicha muestra,

4, No!todas las variantes de RHD se idenlifican mediante el kit RHD BeadChip. Las tablas 2 v
3 del apartado li, mas arriba, muestran los alelos D detectados por el kit RHD BeadChip.
Los alelos negativos D no detectados estan en fa tabla 14. Los alelos D parciales no
detectados estan en la tabla 15. Los alelos D débiles no detectados estan en fa tabla 16.

N.° ref. 190-10?02—ES Rev. D ‘ Fecha de revisitn: 12-2015
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Tabla 14: Alelos negativos RHD no
detectados por el ensayo RHD

)
RHD de Immucor; Ensayo Molecular BeadChigay
Rl

Tabla 15: Alelos D parciales no detectados por el

BeadChip ensayo RHD BeadChip
Nombre de!” - i e ‘Nombreo , e y Detslia dal nambre
alele 5 Detaite dei nombre del alelo . % ¢ ix Comin Nombre de! atalc . dal alslo -
[ RHD'HNG2 | RRD'GE(1.0)D o Riiroz RHD" 10614
RUD*GIN.03 RAD'CE(2-9D - :gg‘g;lm
RHD'0IN.D5 | RHDCE(4-71D | 07 RHD*328C
RHD-0N.09 | RHD"1211,643C,646C.0980 RH:AD (Tart) MLLRAL
RHD'GIN,30 | RHD"270A DVikde tipo 2 RHD*D\inzz RHD*307C.329C
RHD'OTNAT | RHO-32508iA y RHD6026G, 6670
RHD-0INA2 | RAD 345delT RHDD débif 4.2.2 7447 1025C
RHDWON.13 RHD*487daiACAG RHG10.00 R
RAD0INJA__| RMD'554A DAUQ RHD*DAUD RHD* 11367
RHD'GIN.15 | RHD'6357 RHD*10.06 :
RHD*01N.16 RHD"711delC DAUS RHD*DAUS RHD'99BA. 11367
RHD0IN.17 | RHD'652d8lA,653G DAUT RHD*10.07 RHD'B35A,958A,
RAD0IN1® | RHO" 9338 RHD-DAUT 11387
RHD'0IN.20 | RHD'BATT DFW AL RHD"487C
RHD-01N.2 RHD"S00G b
RHD01N,22 | RHD 12034 OHO RHD-OHO RHD* 704G
RHD'DIN.23 | RHO'3A3061C — RHD31 "
RHD*01N.24 RHDBIVSZ 1G»A Débil parcial 21 RHD"D détil parclat 24 RHO*938Y
RHD0IN.25 | RHD'WEZ-1g>a RHD"22 N
RHO'01N.26 | RHD'SB+ 1g>a CHR RHD*DHR RHD'686A
RHC'0IN.27 | RHDa06ins,IVE6 RHD" 23
s BMH . D*
RHO'01N.26 RHD*970del3, 976dei16 2:3 DOMH RHD"161C
24 "
DNAK RHOBNAK RHD*1070A
RHD"26 N
DNU REDBNU RHD*1057A
RHD 2T .
BOE RHODDE RHD* 1204
RHD28 N
DFL AHBOFL RHD*434G
DYU (DQC) Doy RHD'700T
RHD*30 .
D70 RHDDTO RHD*6676,674T
RHD*M N
Dvii RHO*DVLY RHD*d2I584-686
RHD32 .
pvLZ R DVL2 RHD*def705-707
DWIDWLLE) | RhOSS RHD*1073C
DM (DeMy R ks RHD*854A
RHO'35 -
OMA RUDDMA RHD'621G
RAD*35 N
Do RIDDLO RHD*851F

N.% ref. 180-10302-ES Rev. D
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RHD de immucor; Ensayo Molecular BeadChip

Tabla 16: Alelos D débiles no detectados por el ensayo RHD BeadChip.

N.? ref. 190-10302-ES Rev. D

. Fenotlpo - 0 "t <4 -Nombro dol atolo ', ;e k.= | 4 Detulle del nombre-dad alslo *
Tipo 2.1 RHD*01W.2.1 RHD'D débil da tipo 2.1 RHD*3017,1154C
Tipo 8 RHD'01W.6 RHD*D débil da tipo 8 RHD*Z9A
Tipo T RHD*01W.7 RHD*D débil de tipo 7 RHD* 10164
Tioo & RHD"0W.8 RHD*D débil do tipo 8 RHD'9194
Tipo 9 RHD*01W.9 RHD'D débil de tipo & RHD*880C
Tipo 10 RHD"01W, 10 RHD*D dibil de tipe 10 RHD*1177C
Tipo 12 RHD'01W, 32 RHD*D débli do tipo 12 RHO8304
Tipo 13 RHD01W. 13 RHDD déhil de tipa 13 RHO826C
Tipo 16 RHD*01W. 16 RHD'D débli de tipo 16 RHD"658C
Tipa 18" RHD"01W.18 RHD*D débil ds tipo 18 RHD19T
Tipe 19 RHD*01W.19 RHD"D débil de tipo 18 RHDG11C
Tipo 20 RHD*01W .20 RHD'D débil de tipo 20 RHD*1250C
Tipo 22 RHD"01W.22 RHD'0 débil de tipa 32 RHD*1224C
Tipo 23 AHD*01W.23 RHD*D débll de tipo 23 RHD'6MT
Tipo 24 RHD*01W.2§ RHU'D débli de tipo 24 RHD*1013C
Tipo 25 RHD*01W.25 RHD*D débil ds tipo 25 RHD*341A
Tipo 26 RHD*01W.26 RHDD d4bil do tipo 26 RHD"26A
Tipe &7 RHO*01W.27 RHD'D débil de {ipo 27 RHD*B51T
Tipo 28 RHO*01W.28 RHDD débil do tipo 28 RHD*1152C
Tipo 30 RHD*01W.30 RHD*D dibil de tipo 30 RHD* 101184, 10187
Tipo 31 RHD*01W.31 RHD"D déhil do tipe 31 RHD* 17T
Tipo 32 RHD'01W.32 RHD'D débil de tipo 32 RHD1121T
Tipo 33 RHD"01W.23 RHD’D débl de tipo 33 RHD"520A
Tipo 35 RHD*01W 35 RHD"D débfl de tipo 15 RHD"280A
Tipo 36 RHD"01W .36 RHD*D dibil de tipa 38 RHD"842G
Tipo 37 RHD*01W.37 RHD*D débH de tipo 17 RHO*399T
Tipo 38 RHO"01W.38 RHD*D débH de tipo 38 RHD"B33A
Tipo 39 RHD*01W.39 RHD'D débil do tipe 39 RHD* 10154
Tipo 42 RHD'01W.42 RHD*D débkH do tipo 42 RHD"1226T
Tipo 43 RHO"01W .43 RHD*D débii da tipo 43 RHD*605C
Tipo 44 RHD"01W.44 RHD'D débil de tipo 44 RHD' 728G

| Tipo 45 RHD*01W.45 RHD* D débit da po 45 RHD*1195A

Tipo 48 RHD*01W.46 RHD'D débil de tipo 46 RHO1221A
Tipo 48 RHD"01W 48 RHD"D débli da tipo 43 RHD* 1827
Tipo 48 RHD*01W.49 RHD*D débil de po 49 RKD*770T
Tipo 50 RHD*'01W.50 RHD*D débil de tipe 50 RHDT27A
Tipo 52 RHD"01%W.52 RHD*D débli Gl_ﬂﬂ 52 RHD*92C
Tipo 53 RRD01W.53 RHD*D débil da tipo 53 RHD'T40G
Tipo 54 RHD*01W.54 RHD'D débll de tipo 54 RHD*385T
Tipo 55 RHD*01V¢.55 RHD"D débil de tipo 55 RHD 895G
Tipo 56 RHO*01W.56 RHD"D débil do tipo 56 RHD'G5A
Tipa 57 RHD*01W,.57 RHD*D dabll da tipa 57 RHD'G40T
Tipa 56 RHD*01W,58 RHD'D débll de tipo 58 RHD*1006C
Tipo 59 RHD*01W.59 RHD*D débl da tipo 59 RHD"1148C
Tipo 60 RHD*'01W.60 RHD'0 débil de tipo 60 Delecitn RHD" 1219-1224
Tipo 81 RHD*01W.61 RHD*D débll de tipo 61 RHD* 287
Tipo 82 RHD"01W.62 RHD"D débil de tips 62 RHO'681A
Tipo 63 RHD*01W.83 RHD*D débil de tipo €3 RHD*758A
Tipo 64 RHD*01W.54 RHD*D déhil de tipo 64 RHD"881T
Tlpe 65 RHD*01W.65 RHD"D dibit de tipo 65 RHOBEA
Tlpo 66 RHD*01W .66 RHD*D débli de tipe 66 RHD'B16A
Tmpo 87 RHD*01W.67 RHD*D débl) de tipo 67 RHD*722T
Tipo 68 RHD*01W.68 RHD"D débil do tipo 62 RHD"165C, 12136
Tipe 68 RHD*01W.£9 RHD'D ddbil de tipo 65 RHOS53A
Tipo 70 RHD*01W.70 RHD*D débil de tipo T0 RHD*1012G

_Tipo 71 RHD*01W,71 RHD*D débll do tipe 71 RHD*29C
Tipo 72 RHD"01W.72 RHD*D débll da tipo 72 RHD"1212A
Tipa 73 RHD* 01W.73 RHD'D débii de tipe 73 RHD*1241T
Dol RHO*01EL.02 RHD'DEL2 RHD*3A
Del RHD*01EL,03 RHD'DELY RHO'53C
Del RHO‘CEL4 RHD*147delA
Del RHD*205 RHD"DELS RHD*IVS1+41G> A
Del o O gdbil RHD*206 RHD"DELS RHD*251C
Pagina 32
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Del o 13 débit RHD*207 RHD*DELT RHD*4 13A

Delo D negativa | RHD*209 RHD'DELY RHD*IVS3+2T>A
Bel RHD*DELIC . RHD*1222C

Oal RHD211 RAD'DELTY RHD“1282insT
Dl RHO*DEL12 . RHD*438C

Del 0 D negaliva | RHD*DEL1D RHD*785delA

5. El kit RHD no puede diferenciar entre las formas homocigética o heterocigética de alelos.

6. El kit RHD no puede detectar alelos hibridos en una combinacién heterocigotica con otros
alelos, cuando el alelo hibrido no tiene ningan otro marcador caracteristico fuera de la
ragion hibrida.

7. La intensidad inespecifica de la sefial relacionada con las sondas en la region de excnes
hibridos puede causar la imposibilidad de identificar omision de exén en muestras hibridas
o delecion de RHD. ' '

8. Eikit RHD no incorpora marcadores en ia region del exén 8 y del exdn 10. Por tanto, no se
detectaran los alelos que tienen marcadores caracteristicos Gnicamente en el exon 8 (p. e},
DAU-0) o en el exdn 10.

9. En los casos en los que dos llamadas de variantes fenotipicas no se pueden resolver
porque el ensayo carece del marcador que permite la discriminacion, el sistema mostrara el
resultado como “variante X" o “variante Y", p. €j., DAU-5 o DV de tipo 1 (véase ia tabla 2).

10. En el caso especial en que 667 T>G (F223V) es un genotipo BB, el marcador 676 G>C
(A226P) puede tener solo genotipos LS. En consecuencia, el programa informatico wRHD
tal vez no pueda distinguir entre DV de tipo 6 y DBS-0.

11. En los casos en los que aparecen mensajes de error XX’ en marcadores criticos para una
llamada de variante, ello puede tener como consecuencia que esa variante se tipifique
como Possible D u otra variante.

N.? ref. 190-10302-ES Rav. O Fecha de revisida: 12-2015

5, APN:DNPM#ANMAT

e
RN

LY £
Pagina 168 de 174




RHD de Immucor: Ensayo Molecular BeadChip

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE RENDIMIENTO

Cuatro centros europeos independientes de andlisis clinicos evaluaron el kit RHD
BeadChip. Se analizaron un total de 492 muesltras con el kit RHD BeadChip y otros
métodos de referencia, incluidos la serologfa u otros ensayos moleculares (SSP). Es
importante tener en cuenta que las muestras se seleccionaron especificamente para
alcanzar una cobertura méaxima de las variantes objetivo del analisis RHD BeadChip. £l kit
RHD BeadChip presenta las caracteristicas del rendimiento siguientes:

Tabla 17: Caracteristicas del rendimiento general del kit RHD BeadChip.

Método de referencia *=’* -+ | Porcentaje de concordancia*, %,
Secuenciacién 95 % (135/142)

Serologia 98,3 % (121/123)**

SSP 94,6 % (212/224) ***

Solo se utilizan muestras validas para el calculo del porcentaje de concordancia.

2 muestras discordantes fueron positivas para el gen RHD, pero negativas para el
antigeno debldo a una mutacién no detectada por el kit RHD BeadChip.

Tanto el método SSP como el kit RHD BeadChip presentarcn una tasa de error del
2,6 % en las llamadas a las variantes adecuadas.

e

e

Tabla 18: Sensibilidad y especificidad de la deteccidn de positivo D, D parcial, D débil y negativo's D por el

kit RHD BeadChip.

'f.l Y

EV R LT
Referem::vaJ Veoon K

P055|ble D™ |14 Variante -/

! ¥ARHD i+| Possible D+ 72 8%
BeadCth v< | Variante .. 0 408

SenSIbmdad de Possible D = 100 %, especificidad = 90 %

§ El método de referencia tipificé como DNB (2 muestras), D débil tipo 2 (3 muestras),

DAU-4 (1 muestra) y D negativa (2 muestras) ocho muestras lipificadas possible D
por el kit RHD BeadChip.

Lof ¢ Referenéia % j‘-
¥, Ofrds -G L
. Jlamadas - -1&' D débil’

L pmn | [ Orastiy -

© RHD . :
Gl llamadas® - 213 18
.,BeadChlp ‘YD debil. - 0 266

Sensub:l:dad de D débil = 98,5 %, especificidad = 100 %

§  El método de referencia tipificé como D débil de tipo 29 una muestra tipificada DAR
por el kit RHD BeadChip.

N.° réf, 190-10302-ES Rev. D Fecha de revisidn: 12-2015
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RHD de Immucor; Ensayo Molecular Beadeﬁj‘h

T . w— -
- " Referencia

; “Owas .. .| .. .
THamadas ‘' | D parcial
" oan . | Ofras
BonnD . |lamadas 363 38
WP [ D parcial 0 116

Sensibilidad de D parcial = 93,5 %, especificidad = 100 %

§ El método de referencia tipificé como DVII, DAU-4 y D-débil de tipo 29 tres muestras
tipificadas como DV de tipo 2 (o DBS1), possible D/DAU1 y DV de tipo 2 (DBS1) por
el kit RHD BeadChip, respectivamente.

Referencia
Otras L
llamadas * | D negativa
, " Otras

ée*::(?hi . | lamadas 454 28

P I'D negativa 1 24
Sensibilidad de negativa D = 92,6 %; especificidad = 96,1 %

§ El método de referencia dio un resultado negativo D a dos muestras lipiﬁcadés como

possible O por el kit RHD BeadChip.

BeadChip.

De acuerdo con los resultados de la evaluacién del rendimiento, puede producirse una
sefial baja en uno o mas SNP, en la regién exén 7 o puede producirse una sefial baja en
uno o mas SNP, en la regién exsn 9, en {as siguientes variantes que son tipificadas como

Possible D u otra variante:
DNB

DIV de tipo 4
DiVb-2

D débil de tipo 2

D débil de tipo 41
Del RHD (1227G>A}

* & & &
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RHD de Immucor: Engayo Molecular BeadChip

Tabla 19: Recuentos de variantes detectadas en el estudio de evaluacién del rendimiento del kit

RHD BeadChip.

Variantes

N.° de muestras

DAR (hemicigoto u homocigoto)

21

DAR/Dilla-CE(4-7)-D

DAL (hemicigoto u homocigoto)

IDAL2 (hemicigoto u homaocigoto)

[DAU3 (hemicigoto u homaocigoto}

DAUS o DV de tipo 1 o DBS2 (hemicigoto u homocigoto)

DFR o DFR3 (hemicigoto u homocigoio)

DFR2 (hemicigoto u homocigoto)

Dilia (hemicigoto u homocigoto) o DIHa/DHla-CE{4-7)-D ,

Dilla-CE{4-7)-D (hemicigoto u homocigoto)

Dille (hemicigoto u homocigoto)

DIV de tipo 4 {hemicigoto u homocigoto)

DIVa de lipo 2 (hemicigolc u homocigoto} o DIVa de tipo 2/DIHa-CE({4-7)-D

DNB (hemicigota u hamocigoto)

DV de tipo 2 0 DBS1 (hemiclgoto u homocigoto)

DVI {(hemicigoto u homocigote)

ossible D {hemicigoto u homocigoto)

ossible D/DAU3

ossible D/DAUS o DV de tipo 1 0 DBS2

ossible D/DIVa de tipo 2

ossible D/DNB

ossibte B/DOL o DOL2

[possible D/RHD psi

ossible D/D débil de tipo 4.0 0 4.3

[Eliminacion de RHD

Delecién de RHD (posible rG)

RHD psi/DALM o DV de tipo 5

RHD psi/Dllla-CE(4-7)-0

RHD psi/DOL 0 DOL2 .

RHD psi/DV de tipo 9

RHD-CE(3-9}-0 (hemicigoto v homocigoto) 31
D débil de tipo 1 (hemicigoto u hemocigoto) 98
D débil de tipo 11 (hemicigoto u homaocigoto) 16
D débil de'tipo 15 (hemicigoto u homocigota) 7

D débil de tipo 2 (hemicigote u homocigoto) 52
D débil de tipo 2/D débil de tipo 3 3
D débil de tipo 3 (hemicigoto u homocigoto) 20
D débil de tipo 4.0 0 4.3 (hemicigoto u homocigoto) 21
D débil de tipo 4.0 0 4.3/Dlla o DItla-CE(4-7)-D 1

D débil de tipo 4,1 (hemicigoto u homocigoto) 6
D débit de tipo 5 (hemicigoto u homocigoto) 15

N rel. 190-10302-ES Rav. D
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RHD de Immucor; Ensayo Molecular BeadChid

Tabla 20: Alelos que se declara que son detectados por el kit RRD BeadChip, pero no encontrados en el
juego de muestras del estudio de evaluacién del funcionamiento.

2

M
144

1227A (Del), RHD-CE(3-7)-D, RHO-CE{4-7)-D, 48A (W16X), 807G {Y269X), D débil dotipp 14040051 D
débii de tipo 17, D débil de tipo 47, D débll de tipo 29, D débil de tipo 34, D débil de tipo 41, Dllib, DIl de
tipo 4, DIl de tipo 6 o DI de tipo 7, Dill de tipo 7, DiVa, DIV de tipo 3, DIV de tipo 5 a DIVb, Divb, DBSO,
DV de tipo 4, DV de lipo 6, DV de tipo 8, DAR-E, DOL3, DBT1, DBT2, DCS1 0 DFV, DCS2, DFR4, DHMi
IVS3+1G>A {Del), DUC2 RHCE(1-3)-D(4-10), ceHAR

Reaproducibilidad

Para los estudios de precisién, se suministraron muestras con codificacién ciega (n = 6) a
4 centros independientes de andlisis clinicos. En cada centro, gl mismo usuario examingd
3 veces las muestras, en tres dias distintos (variabilidad intraandlisis). Todos los centros
obluvieron resultados con una concordancia del 100 % con las tipificaciones de referencia,
todos los difas. La reproducibilidad multilote también se hizo internamente en un grupo
enmascarado de 15 muestras, con una concordancia del 100 % con las tipificaciones de
referancia. ‘

Ensayos para las sustancias de interferencia
Se observé que las siguientes sustancias no interfieren con el kit RHD BeadChip.

Microorganismos: Se examinaron los microorganismos siguientes a 106 UFC por ml
de sangre

Bacillus subtilis, Corynebacterium diphtheria y jeikeium, Escherichia cofi,
Propionibacterium acnes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonelia enterica,
Staphyiococcus epidermidis, haemolyticus y aureus, Streptococcus pneumonia y mitis,
Aspergillus niger, Candida afbicans. Se analizaron también concentraciones citopaticas
del virus de la gripe y no se observé ninguna interferencia.

Sustancias exégenas: Amoxicilina (2,06E + 02 pmoll), sal potasica de penicilina G
(2,73 pyg/ml), hidroxiurea (3,50 ug/mt), paracetamol (1,32E pmolfl), ibuprofeno
(2,43 umol/l), acido acetilsalicilico (3,62E pmotft), naproxeno (2,17E pmotfl), clopidogre!
{Plavix) (3,00E pmol/l), warfarina {3,25E pmolfl}, loratadina (7,80E pmol/l), atorvastatina
(Lipitor) (5,48E + 2 umolf), fenilefrina HC! (4,91E pmoifl), nadolel (3,88E umolfl), acido
folico {vit. B) (1,50E + 1 pmolfl), dcido ascdrbico (vit. C) (3,42E pmol)

Sustancias endégenas: Valores patoldgicos de hemoglobina (hasta 500 g/}, bilirrubina
(hasta 67 mg/d!), triglicéridos (hasta 1000 mg/dl) y proteinas totales {hasta 90 g/l)
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Patentes

Todos los bienes y servicios se venden sujetos a las cldusutas de ventas de BioArray Solutions Lid. y estan
cubiertos por uno o mas de los siguientes: ndmeros de patente 6 797 524; 7 427 512; 7 335 153, 7 380 676;
EF131183981 (pendiente de patentes adicionales).

La campra de este producto otorga al comprador derechos sobre determinadas patentes de Roche, con el fin de
utilizarlas (inicamente para proporcionar servicios de diagnéstico in vitro para humanos. La compra no concede
ninguna patente general ni otra licencia de ningln tipo distintas de este derecho de use concreto.

Este producto y su empleo estan cubliertos por una o més de las patentes siguientes: EP 0 820 524, US

6 150 095, 6 307 039, 6 770 751 y 7 192 707, Jap 2006 248897 y patentes pendientes. El comprador solo racibe
una licencia para practicar los métodos y procesos cublertos por estas patentes cuando utilice este producto en
solo en aplicaciones de inmunohematologia molecular,

La ADN polimerasa Therme Sequenase” de esta producto esta protegida por la patente de los Estados Unidos
5 614 365 v las patentes extranjeras equivalentes propiedad de Harvard College y cedidas bajo licencia en
exclusiva ‘a GE Healthcare, y la patente de los Estados Unidos 5 885 813 y las patentes extranjeras equivalentes
propiedad de GE Healthcare. Solo para uso en investigacion (no se incluye fa investigacion in-vivo) o para uso
diagnéstico comerdial in-vitro, No debe utilizarse en aplicaciones terapéuticas o in-vivo, Otros uscs exigen
ficencias que pueden adquirirse de GE Healthcare Bio-Sciences Com.

Marcas registradas

BeadChip, AlS, BASIS y eMAP son marcas registradas de BioArray Solutions Ltd.

HotStarTag DNA Polymerase®, QlAcube, QlAamp y QIAGEN son marcas registradas de QIAGEN GmbH,
Hilden (Alemania).

Veriti y GeneAmp son marcas registradas de Life Technologies Corporation.
DNA AWAY es una marca registrada de Molecular BloProdusts, inc.
InSiide Qut es una marca regisirada de Boekel Scientific

MiniMouse |t es una marca registrada de Denville Scientific Inc.

MicroAmp es una marca registrada de Applied Biosystems Excel es una marca registrada de
Microsoft Corporation

Thermo Sequenase es una marca registrada de GE Healthcare UK Limited.

Los nornbres registrados, las marcas comerciales, et¢., utilizados en este documento, aungue no
aparezcan especificarnente con la marca correspondiente, no se consideran desprotegidos por ia ley.

@l Fabricante:

BioArray Solutions, Lid.

35 Technology Drive, Suite 100
Warren, NJd 07059 EE. UU.
Teléfono (+1) 908 226-8200
Fax (+1) 908 226-0800

BASCustomerServiceNJ@immucor.com
At fwww.im
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CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION
PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO DE USO IN VITRO

Expediente n® 1-47-3110-1713-1744

La Admin!istracién Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT) certifica que de acuerdo con lo soficitado por HEMOMEDICA S.R.L., se
de

autoriza la inscripcién en el Registro Nacional de Productores y Productos

|
Tecnologid Médica (RPPTM), de nuevos productos para diagndstico de uso in vitro con

los siguientes datos caracteristicos:

NOMBRE COMERCIAL: 1) PRECISE TYPE BEADCHIP TEST - HEA; 2) PRECISE TY

PE

BEADCHIP: KIT - HEA; 3) ARRAY IMAGIN SYSTEM (AIS) - AIS 400 C; 4) ARRAY
IMAGIN SYSTEM (AIS) = AIS 400 D; 5) HPA BEADCHIP™ KIT; 6) RHD BEADCHIP™

KIT; 7) RhCE BEADCHIP™ KIT.

INDICACION DE USO: ENSAYOS CUALITATIVOS DISENADOS PARA |LA

DETERMINACION -MOLECULAR DE DIFERENTES ANTIGENOS EN HEMATIES,
ASOCIADQS A VARIANTES FENOTIPICAS CLINICAMENTE SIGNIFICATIVAS.

FORMA DE PRESENTACION: 1) Envases por 96 determinaciones, conteniendo:
Mezcla péra PCR HEA 1.2 (2 x 900 p!), Clean-up Reagent (1 x 330 pi),'La bda
Exonuclease (1 x 330 pl), eMAP Elongation Mix (2 x 600 pl), HotStarTag DNA
Polymerasgz (1 x 155 pl), Control negativo (1 x‘1000 ul), 12 bandejas x 8 matrices de

P
BeadChip o 1 bandejas x 96 matrices de BeadChip; 2) Envases conteniendo:

201 ARD DE LA EXPUHFACION”

Secretaria de Ministerio de Salud y Desaryolio S9clai
Gobierno de Salud Presidencia de la|Nacion

%}v Delegaciones Tel. (+54-11) 4340-D800 - hitp//www.argentina.geb.ar/anmat - Repdblica Argentina
Sede Alsina Sede INAME Sede INAL Sede Prod. Médicos
Eslados Unidos 25, CABA Av. Belgrana 1480, CABA

Sede Central
Av. Caseros 2161, CABA

Av. de Mayc B62,CABA Alsina 665/671,CABA

Deleg. Posadas

Deleg. Paso de los Libres
Eva P

Deley. Mendoza Deleg. Cérdeba

Remedios de Escalada de Obispo Trejo 635, fula Nacionat 117, km.10, Roque Gonzélez 1137,

Sart Martin 1908, Mendoza Cérdoba, CO,TE.CAR., Paso delos Libres, Posadas, Piov. de
Prov. de Cordoba Prav. de Corrientes Misicnes

"Prov. de Mendoza

. Deleg. Shnta Fé

2455,
Ma Fé

Prov. de Santa Fé
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BeadCheck HEA Ref-pA y BeadCheck HEA Ref-pB; 3) No aplica; 4) No aplica; 5)
Envases [Lor 96 déterminaciones, conteniendo: Mezcla para PCR HPA eMAP (2 x 900
W), Cleaﬁ'—up Reagent (1 x 330 pl), Lambda Ei(dnuclease (1 x 330 pl}, eMAP
Elongjation Mix (2 x 600 pl), HotStarTag DNA Polymerase (1 x 155 pl), Control
negativo I(1 x 1000 pl), 12 bandejas x 8 matrices de BeadChip; 6) Ehvases por 48
determineLciones, conteniendo: Mezcla para PCR RHD eMAP {1 x 900 ui), HotStarTaq
DNA Polyherase (1 x 155 pl), Clean-up Réagent (1 x 330 ul)}, Lambda Exonuclease
(1 x 330 pl), eMAP Eiongation Mix (1 x 600 ul), Control negative (1 x 1000 pi), 6
bandejas' X 8‘ matrices de BeadChip; 7) Envases por 48 deter;min'aciones,
contenienjdo: Mezcla pafa PCR RHCE eMAP (1 x 900 pl), HotStarTag DNA Polymerase
(1x 155 |i:|), Clean-up Reagent {1 x 330 pl), Lambda Exonuclease (1 x330 ﬂl), éMAP
Elongation Mix (1 x 600 pl), Control negativo (1 x 1000 pl), 6 bandejas x 8 matrices
de BeadChlp '

PERIODO. DE VIDA UTIL Y CONDICION DE CONSERVACION: 1) y 2) VEINTICINCO
(25) meses desde la fecha dg elaboracion, conservado entre -20 y 80 °C; 3) No
aplicé; 4) No aplica; 5) DIECIOCHO (18) meses desde la fecha de elaboracion,
conservadio entre -20 y -80 ©°C; 6) y 7) NUEVE (9) meses desde la fecha de
elaboracién, conservado entre -20 y -80 °C.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: 1) a 4) IMMUCOR Medizinische Diagnostik
GmbH, quert-Bosch-StraBe 32. 63303 Dreieich. (ALEMANIA); 5) a 7) BIOARRAY

SOLUHOP\‘S LIMITED, 35 Technology Dr Ste 100. Warren, N3 07059. (USA).

i .
Sendicnes Tel. (+54-11) 4340-0800 - http;//www.argentina.gob.ar/anmal - Reptiblica Al
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O I l ' | Iot Secretaria de Ministerio de Salud ypesavrl!lo Soclal
'  Gobierno de Salud Presidencia de la Nacién

fgentina
Sede Central . Sede Alsina Sede INAME ' Sede INAL Sede Prod. Médicos
Av. de Mayo 803, CARA Alsing 565/671, CABA Av. Caseros 2161, CABA Estadas Unidos 25, CABA Av. Belgrano 1480, CABA
Deleg. Mendoza |, ‘ Deleg. Cérdoba Deleg. Pase de los Libres Deleg. Posadas Deleg. Santa Fé
F!tmcdlc"._: de Cscalada de Ghispa Trejo 635, fiuta Nacional 117, 30,10, Roque Gonzélez 1137, Bva Perfin 2456,
5ap Martin 1909, Mendoza, Cordoba, CO.TECAR., Paso delos Libres, Posadas, Prov. de nta Fé,
Prov de Mendoza | . Prov. de Cérdoba Prov. de Corrientes Misianes ’ Prov. de Santa Fé
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Ministerio de Salud y Desafro)

Secretaria de " ’
Presidencia de la)| N

Gobierno de Salud

Condicion de .Venta/Categorfa: venta a Laboratorios de andlisis clinicos,

PROFESIONAL EXCLUSIVO

Se extienbe el presente Certificado de Autorizaciéon e Inscripcién del PRODUCT

PARA DIAGNOSTICO USO IN VITRO PM-1049-58

‘ '
Expediente NO 1-47-3110-1713-17-4

Disposicién. NO

| i

!

| |

i

I

I

'i

!

1

i
Sedes y Delegaciones
Sede Central ; Sede Alsina Sede INAME
Av. de Mayo 569, CABA Alsina 665/671, CABA Av. Caseros 2161, CABA
Defeg. Mendoza Deley. Cordoba Deleg. Paso de los Libres
Remedios de Escaladade Obispe Trejo 635, Auta Nacional 117, km.19,
San Martin 1909, Mendoza | Cérdaba, CO.TE.GAR., Paso de los Libres,

Prov. de Mendoza Prov. de Cérdoba Prov. de Commientes

10 0CT 2018
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Estados Unidos 25, CABA

Roque Gonzaler 1137,
Posadas, Prov. de
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