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Para utilizacdo em diagndstico in vitro

UTILIZACAO

Os Kits Olerup SSP® HLA paraTipagem s&o kits de diagnéstico in vitro qualitativos para
tipagem de ADN de alelos HLA Classe | e HLA Classe Il. Os produtos séo utilizados
por profissionais médicos experientes com o objetivo de determinar o fenétipo HLA. O
material de origem testado € ADN.

RESUMO E EXPLICACAO

Os Antigénios leucocitarios humanos (HLA) eram anteriormente determinados por
linfocitotoxicidade. Contudo, devido a taxa de erro e ao nivel de resolucédo de alelos
insuficiente, este teste foi substituido pela técnica de reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) com base em técnicas de tipagem de ADN. Na maioria das técnicas com base
na PCR, o processo de PCR é utilizado apenas na etapa de replicacdo do ADN-alvo
necessario, sendo necessaria ainda uma etapa de pos-replicacéo para fazer a distincédo
entre os diferentes alelos. Pelo contrario, na metodologia PCR-SSP (sequence-specific
primer - primer especifico de sequéncia — SSP), a distincdo entre os diferentes alelos
acontece durante o processo de PCR. Tal reduz e simplifica a etapa de pos-replicacéo
a uma simples etapa de deteccéo por electroforese em gel. Os resultados do teste SSP
podem ser positivos ou negativos, ndo havendo necessidade para interpretacoes
complicadas de resultados. Além disso, a resolucao da tipagem do PCR-SSP é superior
a das técnicas de tipagem com base na PCR, uma vez que cada par de primers define
duas sequéncias com motivos localizadas em cis, ou seja, N0 mesmo cromossoma.
Para terminar, devido a natureza sintética dos reagentes SSP a estabilidade melhorou
e a variacao entre lotes foi reduzida.

PRINCIPIO DE PROCEDIMENTO

A metodologia PCR-SSP baseia-se no principio de que os primers oligonucleotideos
com ligagdo completa e quase completa sem extremidades 3' n&o ligadas, sdo mais
eficazes para utlizacdo na reacdo PCR, do que primers ndo ligados, por ADN
polimerases termo-estaveis sem a reparacédo dos defeitos. Os pares de primers sao
concebidos para se ligarem a alelos simples ou grupo(s) de alelos, dependendo do grau
de resolucao de tipagem necessario. Com condi¢des de PCR estritamente controladas,
0os pares de primers com ligacdo completa ou quase completa sdo favoraveis a
amplificacdo, ou seja, um resultado positivo; pelo contrario, pares de primers néo ligados
nao permitem a amplificacdo, ou seja, um resultado negativo.

Depois do processo de PCR, os fragmentos de ADN amplificados sao separados por
tamanho, por exemplo, através da técnica de eletroforese em gel de agarose,
visualizados pela marcacdo com brometo de etidio e exposicdo a luz ultravioleta,
documentados por fotografias e interpretados. A interpretacao de resultados PCR-SSP
baseia-se na presencga ou auséncia de produto(s) especifico(s) de PCR. Os tamanhos
relativos dos produtos especificos de PCR podem ser Uteis para a interpretacdo dos
resultados. A metodologia PCR-SSP para HLA foi originalmente descrita por O. Olerup
em 1991 e 199212,
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Uma vez que o processo de PCR pode ser negativamente afetado por varios fatores
(por exemplo, erros de pipetagem, concentracdo reduzida de ADN, ADN de ma
gualidade, presenca de inibidores PCR, impreciséo do termociclador) existe um par de
primers de controlo interno incluido em todas as reacdes de PCR?. O par de primers
de controlo positivo interno corresponde a regides conservadas do gene da hormona
de crescimento humano, presente em todas as amostras de ADN humano. Na
presenca de um produto PCR especifico de um ou mais alelos HLA, o produto da
banda de controlo positivo interno pode ser fraco ou ausente. Os produtos de
amplificacdo gerados por pares de primers especificos HLA sdo mais pequenos do
gue os produtos de amplificacdo do par de primers de controlo positivo interno, mas
maiores do que os dos primers nao incorporados (ver Valores esperados).

REAGENTES

A. lIdentificacéo
Os kits Olerup SSP® para tipagem contém primers especificos de sequéncia pré-
optimizados e secos para a amplificacdo por PCR de alelos HLA e do gene da
hormona de crescimento humano, Mistura de PCR sem Taq polimerase ("Mistura
Principal”) e folhas adesivas PCR.

As solucdes de primer sdo previamente repartidas em aliquotas secas em poc¢os de
0,2 ml de placas de parede fina para PCR. Cada poc¢o contém uma solucdo primer
seca gue consiste num primer de mistura especifica, por exemplo, alelos e primers
especificos do grupo HLA, bem como um par de primers de controlo positivo
correspondente a sequéncias nao-alélicas, e estdo prontas para a adicdo de
amostras de ADN, Mistura de PCR e H20.

Os primers sdo concebidos para uma amplificacdo ideal por PCR, ao utilizar a
Mistura de PCR e o programa recomendado para executar os ciclos de DNA (ver
Programar o Termociclador).

As tabelas de Especificidade e Interpretacéo ou a Ficha de trabalho especificas do

lote, para alelos HLA especificos amplificados por cada mistura de primer podem
ser obtidas no website www.caredx.com.
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Adverténcias e precaucdes
1.
2.

Para utilizacdo em diagnaostico in vitro.

Este produto ndo deve ser utilizado como o tnico fundamento de uma decisdo
clinica.

Adverténcia de risco bioldgico: todos os produtos sanguineos devem ser
tratados como potencialmente infeciosos. Nenhum método de teste conhecido
pode oferecer a garantia de que os produtos obtidos a partir do sangue
humano néo transmitirdo agentes infeciosos.

Adverténcia de risco bioldgico: o brometo de etidio utilizado para a marcacao
do ADN na electroforese em gel de agarose trata-se de uma substancia
cancerigena. Como tal, deve ser manuseado utilizando equipamento de
protecdo adequado.

Atencdo: utilize protecdo ocular contra a luz UV, ndo devendo olhar
diretamente para esta luz para observar ou fotografar os géis.

As pipetas e outros equipamentos utilizados para manipulacdes p6s-PCR néo
devem ser utilizados para manipulacdes pré-PCR.

Consulte a Ficha de dados de seguranca (www.caredx.com) para mais
informacdes.

Instrucdes de utilizagéo

Ver Instrugdes de utilizacao.

D. Instrucbes de armazenamento
Armazene os componentes do kit no escuro e a temperatura indicada nos rétulos
das embalagens.
Utilize o kit antes da data de validade impressa no rétulo da embalagem.

E: Depuracdo ou tratamento necessarios para a utilizagao
Ver Instrucdes de utilizacao.

F. Indicacdes de instabilidade

1. Nao utilize placas de primers cujos pocos tenham fendas ou estejam
danificados , pois tal pode causar evaporacdo durante a amplificacdo por
PCR. N&o utilize tampas strips com fendas, pois tal pode causar evaporagao
durante a amplificagéo por PCR.
2. Os precipitados nos pocos devem ser de cor vermelha. Caso estes se
apresentem de cor amarela, tal pode ser um sinal de degradacao.
3. A Mistura de PCR deve ter uma cor entre o vermelho e o roxo. Caso esta se
apresente de cor amarela alaranjada, tal pode ser um sinal de degradacéo.
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REQUISITOS DO EQUIPAMENTO

A. Equipamento
Deve ser utilizado um termociclador que preencha os seguintes requisitos
minimos:

tampa aquecida com uma temperatura de 104° C para uma

termociclagem isenta de dleo

bloco de amostras (aluminio, prata ou prata dourada) para utilizar com

placas de 96 pocos para PCR ou com tubos de reacgéo de parede fina de

0,2 ml

Os kits Olerup SSP sé&o validados nos seguintes cicladores.

Taxas de inclinacdo recomendadas:

- GeneAmp 9700: Ciclador GeneAmp 9700 definido para o modo 9600. Isto
corresponde a uma taxa de inclinagdo de amostra de 1,6°C/s para cima
e 0,8°C/s para baixo.

- ProFlex 1xbloco de 96 pocgos: Ciclador ProFlex PCR com uma taxa de
inclinacdo de bloco de 3,0°C/s (cada passo 3,0°C/s). Uma taxa de
inclinacéo de bloqueio de 3,0°C/s corresponde a uma taxa de inclinagao
de amostra de 1,52°C/s para cima e 1,36°C/s para baixo.

- ProFlex 2xbloco de 96 pocgos: Ciclador ProFlex PCR com uma taxa de
inclinacdo de bloco de 3,0°C/s (cada passo 3,0°C/s). Uma taxa de
inclinacdo de blogueio de 3,0°C/s corresponde a uma taxa de inclinagao
de amostra de 1,9°C/s para cima e 1,6°C/s para baixo.

Nota: Taxas de inclinacdo superiores as descritas acima poderao ter

um efeito sobre os resultados da tipagem. Observe também que o

efeito sobre a tipagem pode diferir entre diferentes cicladores néo

validados, dependendo das configuragdes.

variacdo da temperatura entre 4,0°C e 99,9°C

preciséo de temperatura de +0,25°C entre 35°C e 99,9°C

uniformidade de temperatura do bloco de amostras de <0,75°C entre 55°C

e 95°C

calibracdo de temperatura em relacdo a padrbes de referéncia (por

exemplo, NIST)

Programa de termociclador que utilize os parametros para os ciclos PCR descritos
na seccao B abaixo.

Para mais informacdes sobre o termociclador consulte o manual de utilizador do
fabricante. Os termocicladores devem ser calibrados de acordo com as normas
de acreditacdo da ASHI (American Society of Histocompatibility and
Immunogenetics) ou da EFI (European Federation of Immunogenetics).

O termociclador deve ser programado antes de proceder as instrucdes de
utilizacao descritas abaixo.
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Kits Olerup SSP® para tipagem HLA sem Taq polimerase

B. Parametros dos ciclos da PCR

1. 1ciclo 94°C
2. 10 ciclos 94°C
65°C
3. 20ciclos 94°C
61°C
72°C

4. Fim -
conservar TA
4°C

2 min

10 seg.
60 seg.
10 seg.
50 seg.
30 seg.

desnaturacao
desnaturacao
hibridacao e extenséo
desnaturacao
hibridacao

extensao

se menos de 8 horas
se mais de 8 horas

Volume de reacéo total em cada poco, 10 pl.

|Os mesmos parametros para os ciclos da PCR séo utilizados em todos os kits Olerup|
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COLHEITA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Para a tipagem SSP ser& necessario utilizar ADN puro extraido. Amostras de ADN a
utilizar para tipagem de PCR-SSP HLA devem ser novamente suspensas em dH:20.
O racio Azsor2s0 deve ser de 1,6 a 2,0 por espetrofotometria UV para visualizagdo da
banda ideal durante a eletroforese.

Recomenda-se a extracdo automatica do ADN com o QIAGEN EZ1 DSP DNA Blood
System. O sangue com o anticoagulante ACD deve ser utilizado como material
primario.

Como alternativa, o ADN pode ser extraido por meio de um outro método de colheita
de ADN puro. Ao utilizar métodos alternativos, a concentracdo de ADN deve ser
ajustada para 30 ng/ul. Nado use sangue heparinizado com estes métodos.

Concentracao de ADN recomendada utilizando:
Extracdo de ADN por EZ1, 15 ng/ul.
Extracdo de ADN por outros métodos, 30 ng/pl.

Todas as concentragbes que excedam os 50 ng/ul irdo aumentar o risco de
amplificacdes ndo especificas e bandas fracas, principalmente para tipagens por SSP
de HLA Classe | de alta resolucdo. Se necesséario, dilua o ADN extraido em dH20.

As amostras de ADN n&o devem ser novamente suspensas em solucdes
contendo agentes quelantes, tais como EDTA, em concentracdes superiores a 0,5
mM.

Para que nao tenham quaisquer efeitos adversos sobre os resultados, as amostras de
ADN devem ser utilizadas imediatamente apés a extracdo ou armazenadas a +4°C
durante um periodo maximo de 2 semanas. As amostras de ADN pode ser
armazenadas a uma temperatura de -20°C ou inferior durante um periodo de 9 meses.
A pureza e a concentracdo das amostras de ADN extraido que tenham sido
armazenadas durante longos periodos, devem ser testadas antes de serem utilizadas
para a tipagem HLA.

O envio das amostras de ADN deve ser feito a uma temperatura de +4°C ou inferior,
para preservar a integridade das mesmas durante o transporte.

Kits 0420-LBL v05 Olerup SSP® para tipagem HLA sem Tagq polimerase Para utilizagdo em diagndstico in vitro

Revisto a setembro de 2023 c € Péagina 7 de 30
0197



é CareDx

Instrucdes de utilizacéo
Kits Olerup SSP® para tipagem HLA sem Taq polimerase

PROCEDIMENTO
A. Materiais fornecidos

1.
2.

3.

Placas de primers Olerup SSP®.

Mistura Principal sem Taq polimerase (volume apropriado para as placas do
kit). A mesma Mistura de PCR é utilizada em todos os kits Olerup SSP® .
Folhas adesivas PCR (numero apropriado para as placas do kit).

B. Materiais necessarios, mas nao fornecidos

1.
2.
3.

©xo~No Ok

13.

14.

15.

16.
17.
18.
19.

Kit/Equipamento para o isolamento do ADN

Espetrofotdmetro UV

Dispositivos de pipetagem. Recomenda-se um dispensador electrénico de
um canal capaz de fazer a distribuicdo de aliquotas de 10 pl para adicionar
a mistura ADN-Mistura de PCR-20 aos pocos das placas.

Pontas de pipeta descartaveis

Tubos de polipropileno

Agitador vortex

Microcentrifuga

Suporte da placa para PCR

Termociclador com tampa aquecida para PCR com formato de 96 pocos, um
gradiente de temperatura para o bloco de aquecimento < 0,75°C, e uma
placa/retentor para poc¢os de reacéo de parede fina de 0,2 mi

. Micro-ondas ou placa de aquecimento para aquecer as solugdes de agarose
11.
12.

Agarose de grau de eletroforese, por exemplo, FMC Seakem LE

Tampéao TBEO,5 x; Tampéao TBE 1x - 89 mM Tris-borato, 2 mM EDTA
dissaédico, pH 8,0

Frasco conta-gotas de brometo de etidio Produto N.° 103.301-10 ou frasco conta-
gotas de GelRed Produto N.° 103.302-05

Dispositivo de pipetagem para distribuir o gel. Recomenda-se a utilizagéo
de uma pipeta de 8 canais para a distribuicdo do gel, com volume ajustavel
de 5-25 pl

Marcador de ADN para determinar o tamanho de fragmentos entre 50 — 1 000

bp, por exemplo, escada padronizada em 100 pares de base, Marcador de ADN Produto
N.© 103.202-100 ou Marcador de ADN para ensaios com gel 103.203-100

Aparelho de eletroforese/fonte de alimentacéo

Transiluminador UV

Sistema de documentacao de imagem ou fotografico

Roche Taqg ADN polimerase, GMP Grade. [Catalogo # 03 734 927 001
(1000 U) ou # 03 734 935 001 (5000 U)].

C. Procedimento passo a passo
Ver Instrucdes de utilizacao.
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INSTRUCOES DE UTILIZACAO
A. Preparagdo da amostra

1.

Purifique o ADN gendmico a partir da amostra de leucdcitos utilizando o
método de eleicdo, consulte a seccao Colheita e preparacdo de amostras
acima.

Para mais informacdes sobre a preparagédo e o armazenamento de amostras,
consulte a seccdo Colheita e preparacédo de amostras acima.

Efetue a amplificagéo por PCR na amostra de ADN purificada utilizando uma
placa de tipagem Olerup SSP® ou armazene a amostra de ADN até tudo
estar preparado para a tipagem.

B. Preparacdo do Reagente/Equipamento

1.

2.
3.

Programe um termociclador para executar o programa de PCR Olerup
SSP®, consulte a seccdo Requisitos do Equipamento acima.

Tenha Taq polimerase disponivel (5 unidades/pul), loja em -20°C.
Prepare o gel de electroforese, consulte a seccédo C — Preparacéo da
electroforese em gel abaixo.

C. Preparacao da electroforese em gel
Para o sistema de gel 96 Olerup SSP® (Produto N.° 103.101-01)
1. Configurar

¢ Nivele a cAmara de moldagem para 1 gel (Produto N.° 103.101-31) ou para 3
gé€is (Produto N.° 103.101-33) utilizando a bolha niveladora e as trés pernas
ajustaveis em altura.

e Colocar a(s) placa(s) de gel na camara de moldagem.

2. Preparacédo do gel de agarose a 2% (w/v)

Utilize uma agarose de electroforese de elevada qualidade, para a resolucao

de fragmentos de ADN de 50 - 2000 pares de base.

e Adicione 150 ml de &gua destilada e 2 g de agarose num frasco de vidro
de 500 ml a 5 ml de tampéao TBE 10 x (Tris-borato EDTA).

e Dissolva a agarose, fervendo-a num micro-ondas até que se forme uma
solucdo homogénea de 100 ml.

e Deixe que a solucéo de gel dissolvida arrefeca a 60°C, por exemplo, num
receptaculo de aquecimento.

e Marque o gel, antes da moldagem, com brometo de etidio (10 mg/ml), 5
ul por 100 ml de solugcao de gel. Para uma manipulacdo mais facilitada,
utilize os frascos conta-gotas de brometo de etidio (Produto N.° 103.301-10).
Nota: O brometo de etidio € uma substancia cancerigena. Como tal,
deve ser manuseado utilizando equipamento de protecdo adequado.

e Verta 100 ml de solucdo de gel na placa de gel na camara de moldagem.
Coloque 6 pentes de gel (Produto No. 103.101-21) nas aberturas da placa de
gel.

e Deixe assentar durante 15 minutos.

e Verta 750 ml de tampéo TBE 0,5 x na caixa de gel. Submerja a placa de
gel na caixa de gel e, cuidadosamente, retire 0os 6 pentes de gel,
levantando-os.
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Siga as instru¢des do fabricante aquando da utilizacéo de sistemas de electroforese
alternativos. Para poderem ser utilizados com os Kits Olerup SSP® para Tipagem
HLA, estes sistemas devem estar preparados para a resolucdo de produtos de PCR
com tamanho entre 50 e 1100 pares de base.

Procedimento passo a passo

1. Remova da(s) temperatura(s) de armazenamento indicada(s): 0 nimero
adequado de amostras de ADN, a(s) placa(s) de primers e o volume de
Mistura Principal e Taqg polimerase (5 unidades/ul) necessarios para as
amostras de ADN/placa(s) de primers seleccionada(s). Descongele a
temperatura ambiente (20 a 25°C)

A mesma Mistura de PCR é utilizada em todos os kits Olerup SSP®.

2. Misture a(s) amostra(s) de ADN utilizando o agitador vortex.
3. Coloque a(s) placa(s) de primers no suporte da placa para PCR.
4. Kits de baixa e alta resolucéao

Leve a Mistura de PCR ao agitador vortex antes da extracdo de aliquotas.
Utilizando uma pipeta manual de um canal, adicione, a temperatura
ambiente, Mistura Taq polimerase (5 unidades/ul) e dH20 em tubo de 0,5
ml ou 1,5 ml. (Consulte a tabela 1 abaixo para saber as quantidades
adequadas.)

Tape o tubo e leve ao agitador vortex durante 5 segundos. Coloque o tubo
numa micro-centrifuga para que todo o liquido se solte das paredes do
tubo.

Utilizando uma pipeta manual de um canal, adicione 8 pl da mistura de
Mistura de PCR, dH20 e 2 ul dH20 no pocgo de controlo negativo, ou seja,
0 poc¢o com os pares de primers de controlo negativo da placa de primers.
Utilizando uma pipeta manual de um canal, adicione a amostra de ADN a
temperatura ambiente a restante mistura de Mistura de PCR e dH-2O0.
(Consulte a tabela 1 abaixo para saber as quantidades adequadas.)

Tape o tubo e leve ao agitador vortex durante 5 segundos. Coloque o tubo
numa micro-centrifuga para que todo o liquido se solte das paredes do
tubo.

Utilizando um dispensador electronico de um canal coloque uma aliquota
de 10 pl da mistura de reagcéo da amostra em cada um dos pogos, exceto
no poco do controlo negativo da placa de primers.
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Kits Olerup SSP® para tipagem HLA sem Taq polimerase

Instrucdes de utilizagéo

Tabela 1: Volumes dos componentes necessarios por teste para diferentes niumeros de pogos

ao utilizar Mistura Principal sem Taq polimerase.

N.°de | Volume da Volume da Volume de | Volume de N.° de Volume da Volume da Volume de | Volume de
pocos Mistura de amostra de dH;O (ul) Taq pogos Mistura de amostra de dH,O (ul) Taq
por PCR (ul) ADN (ul) polimerase por PCR (ul) ADN (ul) polimerase
teste (ul) teste (M)
2 12 8 19,7 0,3 25 87 58 142,7 2,3
3 15 10 24,6 0,4 26 90 60 147,6 2,4
4 18 12 29,5 0,5 27 93 62 152,5 2,5
5 21 14 34,4 0,6 28 96 64 157,4 2,6
6 24 16 39,4 0,6 29 99 66 162,4 2,6
7 27 18 44,2 0,8 30 102 68 167,3 2,7
8 30 20 49,2 0,8 31 105 70 172,2 2,8
9 33 22 54,1 0,9 32 108 72 177,1 2,9
10 36 24 59 1,0 36 126 84 206,6 3,4
11 39 26 63,9 1,1 40 138 92 226,3 3,7
12 42 28 68,9 1,1 44 150 100 246 4,0
13 45 30 73,8 1,2 48 162 108 265,7 4,3
14 48 32 78,7 1,3 52 174 116 285,4 4,6
15 51 34 83,6 14 56 186 124 305 5,0
16 54 36 88,6 14 60 198 132 324,7 5,3
17 60 40 98,4 1,6 64 210 140 344,4 5,6
18 63 42 103,3 1,7 68 228 152 373,9 6,1
19 66 44 108,2 1,8 72 240 160 393,6 6,4
20 69 46 113,2 1,8 76 252 168 413,3 6,7
21 72 48 118,1 19 80 264 176 433 7,0
22 75 50 123 2,0 84 276 184 452,6 7,4
23 78 52 127,9 2,1 88 288 192 472,3 7,7
24 81 54 132,8 2,2 92 300 200 492 8,0
96 312 208 511,7 8,3

Os volumes acima recomendados ja incluem volume para compensar as variagdes
de pipetas e as perdas de liquido nas paredes interiores dos tubos.

5. Combi kits A-B-DR, A-B-C, A-B-DR-DQ e DQA-DQB-DR Enhanced e o HLA-C

de altaresolucédo para kit de alelos frequentes

Kits 0420-LBL v05 Olerup SSP® para tipagem HLA sem Tagq polimerase
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Leve a Mistura de PCR ao agitador vortex.

Utilizando uma pipeta manual de um canal, adicione, a temperatura ambiente,
8,3 ul Taq polimerase (5 unidades//ul) e 511,7 pl dH20 no tubo de 1,5 mi
fornecido contendo 312 pl de Mistura Principal.

Tape o tubo e leve ao agitador vortex durante 5 segundos. Coloque o tubo
numa micro-centrifuga para que todo o liquido se solte das paredes do tubo.
Utilizando uma pipeta manual de um canal, adicione 8 pl da mistura de
Mistura Taqg polimerase —dH20 e 2 pl dH20 no pocgo de controlo negativo
N.° 96, isto é, 0 po¢o com os pares de primers de controlo negativo.
Utilizando uma pipeta manual de um canal, adicione 206 pl da amostra de
ADN a temperatura ambiente a restante mistura de Mistura Taq polimerase —
dH:20.

Tape o tubo e leve ao agitador vortex durante 5 segundos. Coloque o tubo
numa micro-centrifuga para que todo o liquido se solte das paredes do tubo.
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e Utilizando um dispensador electrénico de um canal coloque uma aliquota de
10 pl da mistura de reacao da amostra em cada um dos poc¢os, excerto no
poco do controlo negativo N.° 96 da placa de primers.

Importante:
Certifique-se de que aplica a amostra por cima dos primers (secos na base de
cada poco da placa de primers) para evitar a contaminacéo cruzada entre
pocos. Toque na parede interior do tubo com a ponta da pipeta para permitir que
a amostra deslize até a base do poco. Verifique que todas as amostras
escorreram para a base de cada poco. Se tal ndo suceder, bata suavemente
com a placa no topo da bancada, para que todas as amostras assentem na
base do tubo antes de iniciar a PCR.

5. Tape a(s) placa(s) de primers com as folhas adesivas PCR fornecidas.
Verifigue se todos 0s pocos de reagcdo estdo completamente cobertos para
prevenir a perda por evaporacao durante a amplificacdo por PCR. A almofada
de compresséo Olerup SSP®(Produto Nim. 103.505-06) pode colocar-se por cima
das folhas adesivas PCR para evitar a evaporacao durante o ciclo termal.

6. Coloque a(s) placa(s) de primers no termociclador com um adaptador para
placa de tubos adequado. N&o deixe que haja um intervalo superior a 5
minutos entre a configuracédo da PCR e o ciclo termal.

7. Introduza o seu nimero de programa Olerup SSP®. Especifique um volume
de reacédo de 10 pl.

8. Inicie o programa de PCR. O programa demora aproximadamente 1 hora e 20
minutos.

9. Retire a(s) placa(s) de primers do termociclador. Verifique a placa para PCR
para garantir gue o volume de fluido € aproximadamente 0 mesmo em cada
poco da PCR. Submeta as amostras a electroforese, consulte a seccéo E -
Gel de eletroforese abaixo. Interprete os resultados da tipagem utilizando as
tabelas de Especificidade e Interpretacdo ou a Ficha de trabalho
especificas do lote, consulte a sec¢édo Valores esperados abaixo.
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E. Eletroforese em gel
1. Depois de concluir a reacdo de PCR oriente a placa de primers e a caixa de
gel. A ordem dos pocos é da esquerda para a direita e de cima para baixo.
2. Retire cuidadosamente as tampas de tira sem salpicar os produtos de PCR.
3. Carregue os produtos de PCR em sequéncia ao gel de agarose a 2%. (N&o é
necessario adicionar nenhum tampao de distribuicdo de gel.) Recomenda-se a
utilizacdo de uma pipeta de 8 canais para a distribuicao do gel.

4. Carregue um marcador de ADN (escada padronizada em 100 pares de base,
Marcador de ADN Produto N.° 103.202-100 ou Marcador de ADN para ensaios com gel

103.203-100) num poco por linha.

5. Tape a caixa de gel com a respetiva tampa.

6. Submeta o gel a electroforese em Tampéao TBE 0,5 X, sem a recirculacéo do
tampdao, durante 15-20 minutos a 8-10 V/cm.

7. Transfira a placa de gel com o gel para um transiluminador UV.

8. Fotografe o gel com ou sem a placa de gel.

9. Marque a fotografia de acordo com as regras do laboratorio.

CONTROLO DE QUALIDADE

As normas de teste da ASHI indicam que um poco de controlo negativo (contaminagéo)
deve ser incluido em cada configuracdo PCR. (Revised Standards for Accredited
Laboratories, American Society for Histocompatibility and Immunogenetics, Final
Revised Standards Approved by CMS: February 16, 2021). Todos os kits incluem um
poco de controlo negativo, a excecéo da unidade HLA-B*27 e dos kits de poc¢o unico
HLA-B*27.

Consulte a seccédo Interpretacdo do gel na pagina 14.

RESULTADOS
Online, em www.caredx.com., poderé encontrar Folhas de validag¢édo da linha de célula e
o Certificado de andlise especificos do lote.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

1. O processo PCR-SSP necessita de condi¢Oes de teste altamente controladas que
visam garantir uma amplificag@o discriminatoria adequada. O procedimento descrito
em Instrucdes de utilizacdo devem ser estritamente respeitados.

2. A amostra de ADN extraido serve de modelo para o processo de amplificacdo
especifico por PCR. A relag&o Azeso2s0 do ADN purificado deve estar entre 1,6 e 2,0
para obter uma visualizacdo Optima da banda por eletroforese.

3. Todos os equipamentos, por exemplo, termociclador e dispositivos de pipetagem,
devem ser calibrados de acordo com as recomendacdes do fabricante.

4. Para informagdes especificas do lote, consulte o Folheto informativo: Informagdes
especificas do lote e a Ficha de trabalho especifica do lote.

5. Com base nos testes executados, as seguintes substancias foram avaliadas com trés
(3) métodos de extragdo a concentragdes sem qualquer impacto para o desempenho

do teste.
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Método Substancia
de . Concentracdao interferente*
~ interferente
extracao
EZ1 DSP | Bilirrubina 200mg/L
DNA Hemoglobina 200g/L
Blood Triglicérido 30g/L
System | Proteina 110g/L
Bilirrubina 200mg/L
QlAamp Hemoglobina 200g/L
DSP DNA ——
Blood Kit Triglicérido 18,2 g/L
Proteina 77 - 969/L
Bilirrubina 200mg/L
Gentra  "Hemoglobina 200g/L
P“reﬁege Triglicérido 18,2 g/L
metho Proteina 119 -1469g/L
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6. As placas para PCR sdo compativeis com a maior parte dos termocicladores
disponiveis no mercado. Verifique a compatibilidade plastica do termociclador
na tabela abaixo.

Nota: Esta tabela serve apenas como um guia. Para os cicladores validados,
consulte requisitos de instrumentos de secc¢ao - Instrumento.

Tabela de compatibilidade
Fabricante Termociclador
Biosistemas aplicados GeneAmp 9700
ProFlex 96-poco
ProFlex 2x96-poco
Veriti 0,2ml bloco de 96 pocos
GeneAmp 2700, 2720, 9600
Agilent (Stratagene) SureCycler 8800
RoboCycler
Gradient Cycler
Biometra Uno, Uno Il
T1 Thermocycler
TGradient/TAdvanced
TRobot
TProfessional
Bio-Rad MJ Mini
T100
iCycler, MyCycler
C1000, S1000

PTC-2(xx)

PTC-100 com bloco de 96 pocos
Eppendorf Mastercycler Gradient

Mastercycler EP Gradient, Pro, Nexus
MWG Primus 96

TheQ Lifecycler
Thermo Scientific Arktik
Techne Flexigene, TC-412, TC-4000

Genius, Touchgene, TC-512, TC-5000
TC-PLUS, Prime, PrimeG, Prime Elite
Thermo Scientific Hybaid PCR Express, Px2, PXE

MultiBlock System & MBS

Omnigene, Omn-E

Gene Technologies GS1, GS4, GSX

Takara TP 3000

7. O desempenho deste kit usando o Master Mix sem polimerase Taq so foi
validado com o Roche Taq DNA Polimerase, GMP Grade (Catalogo # 03 734
927 001 ou #03 734 935 001). O desempenho do ensaio usando quaisquer
outras enzimas € desconhecido e deve ser estabelecido e validado pelo

utilizador.
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VALORES ESPERADOS
A. Analise de Dados

Examine cuidadosamente a fotografia do gel e determine a trajetéria positiva.

1. Uma migragdo mais rapida, banda mais curta, sera observada numa trajetoria
de gel, caso alelos HLA especificos tenham sido amplificados. Tal indica um
resultado de teste positivo.

a. Registe a presenca e a auséncia de produtos de PCR especificos.

b. E til fazer a monitorizagdo dos comprimentos relativos dos produtos de
PCR especificos, tal como indicado no folheto informativo especifico do
lote, ao interpretar os resultados do gel. Varias trajetérias tém duas ou
mais possibilidades de comprimento de produtos de PCR especificos. Os
pocos contém varios pares de primers geradores de produtos de PCR
com diferentes tamanhos, dependendo dos alelos HLA do ADN da
amostra.

c. Faca corresponder o padréo de trajetorias de gel com produtos de PCR
especificos nas tabelas de Especificidade e Interpretacdo especificas do
lote, para obter a tipagem HLA do ADN da amostra.

2. Devera ser sempre visivel uma banda de controlo positivo interno, de
migracdo mais lenta e comprida, em todas as trajetérias de gel, exceto na
trajetéria de gel do controlo negativo, como um controlo com uma
amplificacdo bem sucedida. A banda de controlo positivo pode estar fraca ou
ausente na trajetérias de gel positivas.

a. Registe a presenca e 0os comprimentos relativos das bandas de controlo
positivo interno. As bandas de controlo de diferentes tamanhos vao ajudar
com a correta orientacdo da tipagem, bem como com a identificacdo do
kit.

b. A auséncia de banda de controlo positivo interno sem produto de PCR
especifico indica uma reacao de PCR falhada.

i. Se os alelos poderem ser determinados na presenca de reacfes de
PCR falhadas e estas mesmas reacdes néo alterarem a transferéncia
de alelos, o teste ndo tem de ser repetido.

i. No entanto, as reacdes de PCR falhadas podem alterar a
transferéncia de alelos HLA, a tipagem deve ser repetida.

3. A presenca de produtos de PCR especificos de uma banda de controlo
positivo interno em trajetérias de controlo negativo indicam contaminacéo
com produtos de PCR e invalidam todos os resultados do teste. Oligomeros
em primers com tamanho entre 40 - 60 pares de base podem ser observados
nas trajetdrias de controlo negativo. Tal ndo é sinonimo de contaminacgéao.
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B. Interpretacédo do gel

Reacao Reacao Reacao PCR
positiva negativa falhada

Pogo | | | |

Banda de
controlo positivo E—
interno

Banda
especifica

Banda de
primer

1. Um marcador de ADN (escada padronizada em 100 pares de base, Marcador de ADN
Produto N.° 103.202-100 ou Marcador de ADN para ensaios com gel 103.203-100) deve
integrar um poco por linha do gel ou de acordo com as diretrizes locais de
acreditacéo laboratorial.

2. As bandas maiores do que a banda de controlo positivo interno podem ocorrer
e estas ndo devem ser consideradas aquando da interpretacdo dos
resultados de tipagem.

3. Os primers nao utilizados irdo formar uma banda difusa menor que 50 pares
de base.

4. Artefactos de oligbmeros em primers podem ser observados. Estas séo
maiores que uma banda de primer, mas menores que bandas especificas.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

Lote de controlo de qualidade do kit

Cada solucéo de primer é testada em comparacao a um conjunto de 48 amostras de
ADN de linhas de célula bem caracterizadas do IHWC, consulte a(s) Folha(s) de
validacéo da linha da célula em Folheto informativo, Informacdes especificas do lote.

Comparacio de métodos

Um estudo foi realizado para comparar os Kits de Tipagem HLA Olerup SSP® com e
sem Taq polimerase fornecida no PCR Master Mix. O objetivo do estudo foi
demonstrar que a adicdo manual néo afeta os resultados dos ensaios e que diferentes
lotes de Tag polimerase produzem os mesmos resultados. O estudo incluiu HLA-A, -
B (Classe I) e -DRB (Classe Il) digitacdo de baixa resolucao de 15 amostras de ADN
com genotipo HLA conhecido obtido da Colecdo Workshop Internacional de
Histocompatibilidade. As amostras foram preparadas e codificadas por pessoal
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diferente do que realiza os testes; o pessoal de teste foi vendado quanto aos tipos do
HLA das amostras. Cada amostra foi testada em paralelo com o Olerup SSP® HLA-
A-B-DR Combi Tray com PCR Master Mix sem Taq polimerizacao ("Teste") e o Olerup
SSP® HLA-A-B-DR Combi Tray com mix de mestrado pcr, incluindo Tag polimerase
("Controlo"), de acordo com as instrucdes de insergcdo de produtos de cada ensaio.
Todos os testes foram realizados no CareDx AB Laboratory em Estocolmo, Suécia,
usando um lote de kit e dois lotes Taq polimerase. Foi utilizada no estudo a Roche
Tag polimerase de ADN, Nivel GMP. Os testes em cada amostra consistiram de
tipagem de baixa resolugdo com o Olerup SSP® HLA-A-B-DR Combi Tray realizado
com: 1) Mistura de PCR incluindo Taq polimerase (ensaio autorizado pela FDA)
(ensaio de controlo), 2) Mistura de PCR mais Roche Taq polimerase de ADN, produto
Nivel GMP, 5 U/uL; Lote n.° 1 (Lote de teste n.° 1), e 3) Mistura de PCR mais Roche
Tag polimerase de ADN, produto Nivel GMP, 5 U /uL; Lote n.° 2 (Lote de teste n.° 2).
Apos PCR, a detecao foi realizada com eletroforese de gel. Os resultados séo
resumidos abaixo.

Concordancia
Resultados de % de
Resultados de tipagem | tipagem de classe Concgrdéncia
Comparacéo de classe | I (95% de
(# concordancia/total) # intervrjlo de
concordancia/total) confianca?)
HLA-A HLAB HLA-DRB ¢
Lote de 100%
— (o)
teste il / 15/15 15/15 15/15 (84,7 - 100,0%)
controlo
Lote de 100%
teste #1 / 15/15 15/15 15/15 (84,7 — 100,0%)
Consenso®
Lote de 100%
— 0
s *Zi/ 15/15 15/15 15/15 (84,7 - 100,0%)
controlo
Lote de 100%
teste #2 / 15/15 15/15 15/15 (84,7 — 100,0%)
Consenso
Lote de 100%
tese zt / 15/15 15/15 15/15 (84,7 —-100,0%)
Teste #2

a Método de Classificacao
b Resultado do Consenso da Colecdo da Oficina Internacional de
Histocompatibilidade
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RESOLUCAO DE PROBLEMAS

Problema

Motivo

Acao

Sem amplificagdo (nem
amplificacdo dos
fragmentos de controlo
interno, nem
amplificagbes
especificas).

Quantidade insuficiente de
ADN.

Meca a concentracéo de
ADN e veja se a
quantidade adicionada é
a correta.

A contaminagdo por RNA
pode causar um célculo
excessivo de
espetrofotometria da
concentracéo de ADN.
Repita cuidadosamente
a extracao do ADN
utilizando solucbes
preparadas de novo.
Recomenda-se a
extracdo automéatica do
ADN com o QIAGEN
EZ1 DSP DNA Blood
System.

O ADN contém inibidores
PCR, por exemplo,
proteinas, etanol (de
etapas de precipitacéo),
matrizes residuais da
purificacdo do ADN na fase
sélida.

Meca a qualidade do
ADN. Recomenda-se
uma relagcdo A260/A280
de 1,6 — 2,0 por
espetrofotometria UV.
Siga o protocolo de
extracdo de ADN do
fornecedor de forma
exata.

Volta a extrair o ADN.
Recomenda-se a
extracdo automatica do
ADN com o QIAGEN
EZ1 DSP DNA Blood
System.

O ADN foi extraido de
sangue heparinizado.

Utilize sangue néao
heparinizado ou siga os
protocolos de extracao
de ADN para sangue
heparinizado.

O ADN é dissolvido num
tampéao contendo EDTA.

Repita a extragéo do
ADN e dissolva o ADN
em dH20.
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Problema

Motivo

Acéao

Continuacao:

Sem amplificagdo (nem
amplificacdo dos
fragmentos de controlo
interno, nem
amplificagbes
especificas).

Introducéo acidental de
lixivia no teste.

Reexaminar as areas
onde a lixivia possa ter
sido introduzida.

Os kits nao foram
armazenados a
temperatura adequada.

Armazene os kits a uma
temperatura de -20°C.

O termociclador ndo esta a
funcionar de forma correta.

Faca a calibracéo do
termociclador e verifique
o programa de PCR.

Um termociclador
utilizado para a tipagem
PCR-SSP de rotina deve
ser calibrado a cada 6-12
meses.

Contacto inadequado entre
0 bloco de aquecimento do
termociclador e a placa de
tipagem SSP.

Utilize a placa/retentor
correto para 0s pogos de
reacao de parede fina de
0,2 ml, consulte o
manual do termociclador.

Falha aleatéria da
amplificacéo (perdas).

As folhas PCR/tampas de
tubos PCR que néo
estiverem corretamente
colocadas vao permitir a
evaporacao e originar uma
falha na amplificacéo.

Certifique-se de que
todas as folhas/tampas
PCR estao corretamente
colocadas. A almofada
de compresséao Olerup
ssp® SSP(Produto Nam.
103.505-06) pode colocar-
se por cima das folhas
adesivas PCR para
evitar a evaporacao
durante o ciclo termal.

Erros na distribuicdo do
gel.

Verifique que o numero
correto de pocos foi
carregado e que cada
poco contém,
aproximadamente, o
mesmo volume de
mistura de PCR.

Utilizacdo de pipetas néo
calibradas.

Faca a calibragcéo de
todas as pipetas com
frequéncia, de acordo
com as recomendacdes
do

fornecedor.

Erros de pipetagem.

Execute a pipetagem
cuidadosamente.
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Problema

Motivo

Acéao

Continuacao:
Falha aleatoria da
amplificacdo (perdas).

A Mistura de PCR e o0 ADN
da amostra ndo foram
corretamente misturados
antes da utilizagao.

Misture brevemente no
agitador vortex antes de
utilizar. Recomenda-se
gue leve ao agitador
vortex apos cada linha.

Foi adicionado volume
irregular da mistura ADN-
mistura principal aos
pOCoS.

Execute a pipetagem
cuidadosamente.

Fragmentos de controlo
interno fracos.

ADN impuro.

Meca a qualidade do
ADN. A relacéo
A260/A280 deve ser de
1,6 — 2,0 por
espectrofotometria UV.
A contaminacao por RNA
pode causar um célculo
excessivo de
espetrofotometria da
concentracédo de ADN.
O ADN degradado da
origem a manchas nas
trajetérias de gel.
Repita cuidadosamente
a extracao do ADN
utilizando solucbes
preparadas de novo.
Recomenda-se a
extracdo automatica do
ADN com o QIAGEN
EZ1 DSP DNA Blood
System.

Quantidade insuficiente de
ADN.

Meca a concentragao de
ADN e ajuste para 30
ng/ul ou 15 ng/ul para
ADN extraido com o
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

A contaminagé&o por RNA
pode causar um célculo
excessivo de
espetrofotometria da
concentracédo de ADN.
O ADN degradado da
origem a manchas nas
trajetérias de gel.
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Problema

Motivo

Acéao

Continuacao:
Fragmentos de controlo
interno fracos.

Repita cuidadosamente
a extracao do ADN
utilizando solucbes
preparadas de novo.
Recomenda-se a
extragdo automatica do
ADN com o QIAGEN
EZ1 DSP DNA Blood
System.

A temperatura de

hibridacdo estad demasiado

alta, o termociclador ndo
esta calibrado.

Faca a calibragéo do
termociclador e verifique
o programa de PCR.

Um termociclador
utilizado para a tipagem
PCR-SSP de rotina deve
ser calibrado a cada 6-12
meses.

A Mistura de PCR foi
armazenada a uma
temperatura de +4°C
durante um periodo
superior a 2 semanas.

Armazenar corretamente
o Misturador Principal
PCR.

Amplificacdo néo
especifica (escadas e
manchas).

Utilizacdo excessiva da
amostra de ADN.

Meca a concentracdo de
ADN e ajuste para 30
ng/ul ou 15 ng/ul para
ADN extraido com o
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

Algumas solucdes de
primers tém uma maior
tendéncia para originar
amplificacbes nao
especificas, consulte as
notas de rodapé
presentes em cada uma
das tabelas
Especificidade
especificas do lote.

ADN impuro.

Todos os fragmentos
maiores que o fragmento
de controlo interno
devem ser ignorados
aquando da
interpretacéo dos
resultados obtidos.
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é CareDx

Instrucdes de utilizacéo

Kits Olerup SSP® para tipagem HLA sem Taq polimerase

Problema

Motivo

Acéao

Continuacao:
Amplificagao nao
especifica (escadas e
manchas).

Verifique a qualidade do
ADN. Volte a extrair o
ADN.

Recomenda-se a
extracdo automatica do
ADN com o QIAGEN
EZ1 DSP DNA Blood
System.

Algumas solucdes de
primers tém uma maior
tendéncia para originar
amplificagbes nao
especificas, consulte as
notas de rodapé
presentes em cada uma
das tabelas
Especificidade
especificas do lote.

Sinais de amplificacao
cada vez mais fracos

com o passar do tempo.

A solucédo de brometo de
etidio para marcacao do
gel de agarose € antiga.

Prepare uma nova
solucao de brometo de
etidio para conseguir
uma melhor marcacao
do gel de agarose e um
melhor sinal. As nuvens
de primer séo faceis de
identificar, se a
marcacao do gel de
agarose estiver normal.

Uma das lampadas de UV
nao funciona.

Verifique o equipamento
de iluminagdo UV. As
nuvens de primer sao
faceis de detetar se a
iluminagao UV estiver
normal.

Foi utilizada uma amostra
de ADN muito pequena.

Meca a concentragao de
ADN e ajuste para 30
ng/ul ou 15 ng/ul para
ADN extraido com o
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

A temperatura de
hibridacéo esta demasiado
alta, o termociclador néo
esta calibrado.

Faca a calibragéo do
termociclador e verifique
0 programa de PCR.
Um termociclador
utilizado para a tipagem
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é CareDx

Instrucdes de utilizagéo

Kits Olerup SSP® para tipagem HLA sem Taq polimerase

Problema

Motivo

Acéao

Continuacao:

Sinais de amplificacao
cada vez mais fracos
com o passar do tempo.

PCR-SSP de rotina deve
ser calibrado a cada 6-12
meses.

Padrdes de amplificacéo
estranhos.

Foi utilizada uma Tabela
de interpretagéo/Ficha de
trabalho especifica do lote
incorreta.

Verifique o niamero do
lote do produto utilizado
ea

Tabela de
interpretacao/Ficha de
trabalho.

Ordem incorreta na
distribuicéo do gel.

Verifique o alinhamento
das misturas e trajetérias
de gel.

contém um falso negativo.

O padréo de amplificacdo | Veja abaixo.
contém um falso positivo.
O padréo de amplificacdo | Veja abaixo.

Amplificacdes de falsos
positivos.

Contaminacao do ADN.

Utilize luvas, pontas de
pipeta com filtro
descartaveis e locais
separados para executar
as manipulacdes de pré-
PCR e p6s-PCR.
Assegure uma
manipulagéo precisa de
todas as amostras, em
todas as etapas.
Verifique se ha
contaminacdao utilizando
um kit Olerup SSP®.

ADN impuro.

Meca a qualidade do
ADN.

Siga o protocolo de
extracao de ADN do
fornecedor de forma
exata.

Tente outros sistemas de
extracao de ADN.
Volta a extrair o ADN.
Recomenda-se a
extracdo automatica do
ADN com o QIAGEN
EZ1 DSP DNA Blood
System.

|Problema

| Motivo

| Acdo
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é CareDx

Instrucdes de utilizacéo

Kits Olerup SSP® para tipagem HLA sem Taq polimerase

Continuagéo:
AmplificacOes de falsos
positivos.

Utilizacao excessiva da
amostra de ADN.

Meca a concentracéo de
ADN e ajuste para 30
ng/ul ou 15 ng/ul para
ADN extraido com o
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

Temperatura de hibridacao
demasiado baixa.

Faca a calibragéo do
termociclador e verifique
o programa de PCR. Um
termociclador utilizado
para a tipagem PCR-
SSP de rotina deve ser
calibrado a cada 6 - 12
meses.

Intervalo extenso entre a
configuracdo da PCR e o
ciclo termal.

Nao deve haver um
intervalo superior a 5
minutos antes do ciclo
termal.

Tempo de espera entre a
colocacao das placas de
tipagem e o inicio do ciclo.

Utilize um termociclador
pré-aquecido.

Utilizacdo de brometo de
etidio em excesso.

Utilize a quantidade
recomendada de
brometo de etidio.

Interpretacéo incorreta de
um artefacto como uma
banda especifica.

Verifique Tabela de
interpretagéo/Ficha de
trabalho e tabela de
Especificidade especifica
do lote para consultar o
tamanho correto da
banda e as notas de
rodapé.

O padréo de amplificacéo
contém um falso positivo.

Verifique se todas as
amplificacbes
especificas tém um
tamanho incorreto ou se
um artefacto (transporte,
dimero de primers) foi
erradamente interpretado
como uma amplificagéo.

Ordem incorreta na
distribuicéo do gel.

Verifique o alinhamento
das misturas e trajetorias
de gel.

AmplificagOes de falsos
negativos.
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é CareDx

Instrucdes de utilizacéo

Kits Olerup SSP® para tipagem HLA sem Taq polimerase

Problema

Motivo

Acéao

Continuacao:
AmplificagcOes de falsos
negativos.

o programa de PCR. Um
termociclador utilizado
para a tipagem PCR-
SSP de rotina deve ser
calibrado a cada 6-12
meses.

Se o problema persistir
depois de voltar a
calibrar, volte a correr o
teste com uma amostra
de referéncia com a
mesma especificidade.
Se continuar negativo,
contacte a assisténcia ao
cliente.

Ordem incorreta na
distribuicdo do gel.

Verifique o alinhamento
das misturas e trajetérias
de gel.

Problemas gerais com o
gel (géis pouco nitidos
elou trajetoérias
manchadas).

Amostra de ADN
degradado.

Aparece como uma
mancha nas trajetorias
de gel. Isole o ADN de
uma amostra recente.

Grandes falhas em pocos
aleatorios.

Suspensoes irregulares
de ADN. Certifique-se
gue o ADN da amostra é
dissolvido antes da
extracdo de aliquotas.
Dilua a amostra de ADN
no agitador vortex.

O produto de PCR saiu do
poco.

Alinhe cuidadosamente
as pontas de pipeta com
0s pocos de gel e faca a
distribuicdo devagar.

O tampé&o da eletroforese
pode estar muito quente.

Prepare um novo tampéao
TBE.

Execute a uma voltagem
inferior.

Foi utilizada uma
percentagem incorreta do
gel de agarose.

Certifique-se de que
utiliza gel de agarose a
2% como é
recomendado.

Agarose nao totalmente
dissolvido.

Dissolva rapidamente a
agarose.

Concentragao de TBE
incorreta.

Utilize a concentragao
0,5 x TBE recomendada.
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é CareDx

Instrucdes de utilizacéo

Kits Olerup SSP® para tipagem HLA sem Taq polimerase

Problema

Motivo

Acéao

Continuacao:
Problemas gerais com o
gel (géis pouco nitidos
elou trajetorias
manchadas).

Géis moldados ha pouco
tempo.

Os géis so6 estdo prontos
para serem utilizados, 15
minutos depois da
moldagem.

Géis muito antigos.

N&o molde os géis com
muita antecedéncia.

O pente de gel utilizado
tem duas aberturas
grossas.

Utilize pentes finos (4 x 1
mm).

Placa de gel nao
transparente a UV.

Retire o gel da placa de
gel antes de ver.

A fotografia de gel esta
muito clara.

Utilizacdo de brometo de
etidio em excesso.
Verifique as definicbes
da camara.

A fotografia de gel esta
muito escura.

Utilize a quantidade
recomendada de
brometo de etidio.
Verifique as definicdes
da camara.

Problemas gerais com a
falsa amplificacéo
negativa ou problemas
de funcionamento
dependentes de tal
natureza

Configuragao da taxa de
inclinacdo muito alta.

Os kits Olerup SSP séo
validados usando o
ciclador GeneAmp 9700
definido para o modo
9600 e o ProFlex com
uma taxa de inclinacao
de 3°C/s. Taxas de
inclinacdo mais altas do
gue o equivalente podem
ter um efeito sobre os
resultados de tipagem.
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@ CareDx
Instrucdes de utilizacéo
Kits Olerup SSP® para tipagem HLA sem Taq polimerase

MARCAS COMERCIAIS UTILIZADAS NESTE DOCUMENTO/PRODUTO

Olerup SSP®é uma marca comercial registada da CareDx AB.
Qiagen™ é uma marca registada da QIAGEN.

AVISO AO COMPRADOR: O Olerup SSP®kitsde sem Taq Polimerase — Este
produto € otimizado para uso com a Roche Taqg Polimerase, Nivel GMP (Catélogo #
03 734 927 001 ou #03 734 935 001) no Processo de Reagcdo Em Cadeia de
Polimerase ("PCR") processo que pode ser coberto por patentes da Roche
Molecular Systems, Inc. e F. Hoffmann-La Roche Ltd. ("Roche). O laboratorio €
responsavel por entrar em contacto com a Roche Molecular Systems, Inc. para
determinar se é necessaria uma licenca com base nestas patentes.

GARANTIA

A garantia da CareDx AB para com os compradores originais dos seus produtos cobre
defeitos de materiais e mao-de-obra sob condicbes normais de utilizacdo e
funcionamento. Perante esta garantia, a Unica obrigacdo da CareDx AB é a de
substituir, sem custos, qualquer produto que ndo corresponda aos padrbes de
desempenho referidos na folha de especificacbes do produto.

Esta garantia € apenas aplicAvel a produtos que tenham sido manuseados e
armazenados de acordo com as recomendacdes da CareDx AB, néo se aplicando,
por isso, a efeitos resultantes de modificaces, utilizacdo incorreta ou utilizacao
abusiva.

Todas as reclamacdes feitas nos termos desta garantia devem ser dirigidas a CareDx
AB por escrito e devem fazer-se acompanhar de uma cépia do comprovativo de
compra. Esta garantia substitui quaisquer outras garantias expressas e/ou implicitas,
incluindo as garantias de comerciabilidade e de adequacdo a um determinado fim.
Em nenhuma circunstancia deve a CareDx AB ser responsavel por danos acidentais
ou indiretos.

Este produto ndo pode ser, de nenhuma forma, reformulado, reembalado ou
revendido sem a autorizacdo por escrito da CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51
Estocolmo, Suécia.

Todas as amostras devem ser tratadas como sendo capazes de transmitir doengas.
Todo o trabalho deve ser executado usando luvas e protecao apropriada.

GARANTIA

A CareDx AB garante que todos os primers nas placas de tipagem Olerup SSP®
correspondem as especificidades referidas na folha de trabalho, tabelas de
Especificidade e Interpretacéo especificas do lote do folheto informativo.
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@ CareDx
Instrucdes de utilizacéo
Kits Olerup SSP® para tipagem HLA sem Taq polimerase
MORADAS:

Fabricante:

CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Estocolmo, Suécia
Tel: +46-8-508 939 00

Fax: +46-8-717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Pagina web: www.caredx.com

Distribuido por:

CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Estocolmo, Suécia
Tel: +46-8-508 939 00

Fax: +46-8-717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Pagina web: www.caredx.com

CareDx Lab Solutions Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Tel: 1-877-653-7871

Fax: 610-344-7989

E-mail: orders-us@caredx.com

Pagina web: www.caredx.com

CareDx Pty Ltd., 20 Collie Street, Fremantle WA 6160, Australia.
Tel.: +61 8 9336 4212

E-mail: orders-aus@caredx.com

Pagina web: www.caredx.com

Mandatario:

Qarad Suisse S.A., World Trade Center, Avenue Gratta-Paille 2, 1018 Lausanne,
Suica.

CHRN: CHRN-AR-20002058

Para mais informacdes sobre os distribuidores CareDx a nivel mundial, contacte a
CareDx AB.

0420-LBL v05 foi traduzido a partir do original em inglés 0193-LBL v07 Olerup SSP® HLA typing kits
without Taq polymerase.

AlteracBes na revisdo 0193-LBL vO7 em comparagcdo com 0193-LBL vO6:
1. Adi¢@o mandatéario suico. .
2. Adicdo de GelRed a secao B. Materiais necessérios, mas nédo fornecidos.
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