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Pentru diagnosticare in vitro

UTILIZARE PREVAZUTA
Kiturile Olerup SSP® de tipizare HLA sunt kituri de diagnosticare calitativa in vitro pentru
tipizarea ADN a alelelor HLA din Clasa | si din Clasa Il. Produsele sunt utilizate de catre
specialisti calificati in medii medicale, in scopul determinarii fenotipului HLA. Materialul
sursa testat este ADN-ul.

REZUMAT $I EXPLICATII

In trecut, antigenii leucocitari umani (HLA) erau determinati prin testul de
limfocitotoxicitate. Cu toate acestea, din cauza frecventei erorilor si a lipsei de rezolutie
la nivelul alelelor, acest test a fost inlocuit cu sisteme de tipizare ADN bazate pe reactia
in lant a polimerazei (PCR). In majoritatea tehnicilor de tip PCR, procesul PCR este
utilizat doar ca o etapa de amplificare a ADN-ului matritd necesar Si este necesara o
etapa de post-amplificare, pentru diferentierea alelelor. Tn schimb, in metodologia PCR-
SSP (sequence-specific primer — primer specific secventei — SSP), diferentierea intre
diferitele alele are loc in timpul procesului PCR. Acest lucru reduce si simplifica etapa
post-amplificare la o simpla etapa de detectare a electroforezei in gel. Rezultatele
testului SSP sunt fie pozitive, fie negative, ceea ce elimina necesitatea unei interpretari
complicate a rezultatelor. In plus, rezolutia de tipizare prin metoda PCR-SSP este mai
mare decéat in cazul altor sisteme de tipizare bazate pe PCR, deoarece fiecare pereche
de primeri defineste doud motive de secvente localizate in cis, adica pe acelasi
cromozom. in plus, luand in considerare natura sintetica a reactivilor SSP, stabilitatea a
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PRINCIPIUL PROCEDURII

Metodologia PCR-SSP are la baza principiul conform caruia primerii oligonucleotidici cu
complementaritate perfecta sau aproape perfecta, fara nepotriviri la capatul 3' sunt mai
eficienti in reactia PCR decat primerii necorespunzatori de la ADN polimeraza
termostabila fara corectare. Perechile de primeri sunt concepute pentru a se potrivi cu
alele unice sau cu grupuri de alele, in functie de gradul de rezolutie necesar pentru
tipizare. In cazul conditiilor PCR strict controlate, perechile de primeri complementare
sau aproape complementare permit amplificarea, adica un rezultat pozitiv, in timp ce
perechile de primeri necomplementare nu permit amplificarea, adica un rezultat negativ.

In urma procesului PCR, fragmentele de ADN amplificate sunt separate in functie de
dimensiune, de exemplu, prin electroforeza in gel de agaroza, vizualizata prin colorare
cu bromura de etidiu si expunere la lumina ultravioleta, documentata prin fotografiere si
interpretata. Interpretarea rezultatelor PCR-SSP se bazeaza pe prezenta sau absenta
produsului (produselor) PCR specific(e). Dimensiunile relative ale produsului
(produselor) PCR specifice pot fi de ajutor la interpretarea rezultatelor. Metodologia
PCR-SSP pentru HLA a fost descrisa initial de O. Olerup in 1991 si 199212

Cum procesul PCR poate fi afectat negativ de diversi factori (de exemplu, de erori de
pipetare, de o concentratie prea mica a ADN-ului, de calitatea slaba a ADN-ului, de
prezenta inhibitorilor PCR sau lipsa de precizie termociclorului), in fiecare reactie PCR
este inclusa o pereche de primeri de control intern pozitiv2. Perechea de primeri de
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control intern pozitiv corespunde partilor conservate ale genei hormonului uman de
crestere, care este prezenta in toate probele de ADN uman. In prezenta unui produs
PCR specific al unei (unor) alele HLA, produsul de pe banda de control intern pozitiv

poate fi slab vizibil sau poate lipsi. Ampliconii generati de perechile specifice de primeri
HLA sunt mai scurti decat ampliconii perechilor de primeri cu control intern pozitiv, dar
mai lungi decét cei ai primerilor neincorporati (consultati sectiunea Valori preconizate).

REACTIVI

Identificare

Kiturile de tipizare Olerup SSP® contin primeri uscati, pre-optimizati, specifici
secventelor pentru amplificarea prin PCR a alelelor HLA si a genei hormonului uman
de crestere, amestec principal pentru PCR care include polimeraza Taq (,Master
mix”) si folii adezive PCR.

A.

Solutiile de primeri sunt pre-alicotate si uscate in godeuri de 0,2 ml amplasate in tavi
PCR taiate, cu pereti subtiri. Fiecare godeu al tavii contine o solutie de primer uscata,
constand dintr-un amestec specific de primeri, de exemplu, primeri specifici alelelor
si grupurilor de alele HLA, precum si o pereche de primeri de control intern pozitiv
care corespund secventelor non-alelice si sunt gata pentru adaugarea probei de
ADN, a Master mixului si a H20.

Primerii sunt conceputi pentru o amplificare PCR optima atunci cand se utilizeaza
Master mixului si programul recomandat de termociclare a ADN-ului (consultati
sectiunea Programarea termociclorului).

Tabelele de specificitate a lotului si de interpretare sau Foaia de lucru pentru alelele
HLA specifice, amplificate de fiecare amestec de primeri, pot fi descarcate de pe
pagina web www.caredx.com.

B. Avertismente si masuri de precautie

1. Pentru diagnosticare In Vitro.

2. Acest produs nu trebuie sa fie utilizat ca baza unica pentru luarea unei decizii
clinice.

3. Avertisment privind riscurile biologice: Toate produsele din sange trebuie
tratate ca potential infectioase. Niciuna dintre metodele de testare cunoscute
nu poate oferi garantia ca produsele derivate din sdnge uman nu vor transmite
agenti infectiosi.

4. Avertisment privind riscurile biologice: Bromura de etidiu utilizata pentru
colorarea ADN-ului la electroforeza in gel de agaroza este cancerigena.
Purtati echipament individual de protectie corespunzator atunci cand
manipulati produsul.

5. Atentie: Folositi mijloace de protectie oculara cu filtre de blocare UV si nu priviti
direct catre sursa de lumina UV atunci cand vizualizati sau fotografiati gelurile.

6. Pipetele si alte echipamente utilizate la manipulari post-PCR, nu trebuie
utilizate la manipulari pre-PCR.

7. Pentru informatii detaliate, consultati Fisa cu date de securitate
(www.caredx.com).
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C. Instructiuni de utilizare
Consultati Indicatiile de utilizare.

D. Instructiuni de depozitare
Depozitati componentele kitului la intuneric si la temperaturile indicate pe
etichetele ambalajului.
A se utiliza inainte de data de expirare imprimata pe etichetele ambalajului.

E: Purificarea sau tratamentul necesar pentru utilizare
Consultati Indicatiile de utilizare.

F. Semne de instabilitate

1. Nu utilizati tavi pentru primer ale caror godeuri prezinta crapaturi sau
deteriorari pe marginile superioare, deoarece acest lucru poate cauza
evaporare in timpul amplificarii PCR. Nu utilizati benzi de capace PCR care
prezinta crapaturi, deoarece acest lucru poate duce la aparitia evaporarii in
timpul amplificarii PCR.

2. Granulele din godeuri trebuie sa fie de culoare rosie. Decolorarea in galben a
granulelor poate indica degradarea.

3. Master mixul trebuie sa fie de culoare rosie pana la violet. Decolorarea in
galben, pana la portocaliu poate indica degradarea.
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CERIN]’E PRIVIND INSTRUMENTUL
A. Instrumentul
Este necesara utilizarea unui termociclor cu urmatoarele specificatii minime:

» capac incalzit la o temperatura de 104 °C, pentru a face posibila
functionarea fara ulei

* bloc de proba (aluminiu, argint sau argint placat cu aur) care poate fi
utilizat fie cu o placa PCR cu 96 de godeuri, fie cu tuburi de reactie de 0,2
ml, cu pereti subtiri

+ Kiturile Olerup SSP sunt validate pentru urmatoarele termocicloare.
Viteze de incalzire/racire recomandate:
- GeneAmp 9700: Termociclorul GeneAmp 9700 setat pe modul 9600.
Acesta corespunde unei viteze de incalzire a probei de 1,6 °C/s si unei
viteze de racire de 0,8° C/s.
- ProFlex 1 bloc x 96 de godeuri: Termociclorul ProFlex PCR cu o viteza
de incalzire/racire a blocului de 3,0 °C/s (3,0 °C/s la fiecare treapta). O
viteza de incalzire/racire a blocului de 3,0 °C/s corespunde unei viteze
de incalzire a probei a de 1,52 °C/s si unei viteze de racire a probei de 1,36
°Cls.
- ProFlex 2 blocuri x 96 de godeuri: Termociclorul ProFlex PCR cu o viteza
de incalzire/racire a blocului de 3,0 °C/s (3,0 °C/s pentru fiecare treapta).
O viteza de incalzire/racire a blocului de 3,0 °C/s corespunde unei viteze
de incalzire a probei a de 1,9 °C/s si unei viteze de racire a probei de 1,6
°Cls.
Observatie: Vitezele de incalzire/racire mai mari decét cele descrise
mai sus pot influenta rezultatele tipizarii. De asemenea, va rugam
retineti ca efectul asupra tipizarii poate fi diferit intre diferite
termocicloare nevalidate, in functie de setari.

» interval de temperatura intre 4,0 °C si 99,9 °C

* precizie a temperaturii de = 0,25 °C in intervalul 35-99,9 °C

+ uniformitate a temperaturii blocului de probe de < 0,75 °C in intervalul 55-
95 °C

+ calibrare a temperaturii in conformitate cu un standard de referinta (de
exemplu, NIST)

Programati termociclorul utilizand parametrii de termociclare PCR din sectiunea B
de mai jos.

Pentru informatii specifice termociclorului, consultati manualul de utilizare al
producatorului. Termocicloarele trebuie calibrate Tn conformitate cu normele de
acreditare ASHI (Societatea Americana pentru Histocompatibilitate si
Imunogenetica) sau EFI (Federatia Europeana de Imunogenetica).

Programati termociclorul inainte de a incepe sa aplicati Indicatiile de utilizare
descrise mai jos.
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B. Parametri de termociclare PCR

1. 1ciclu 94 °C 2 min denaturare
2. 10cicluri 94 °C 10 sec. denaturare
65 °C 60 de sec. atasare primer si extensie
3. 20 de cicluri 94 °C 10 sec. denaturare
61 °C 50 de sec.atasare primer
72 °C 30 de sec.extensie
4. Incheiere-mentinere RT daca dureaza mai putin de 8 ore
4°C daca dureaza mai mult de 8 ore

Volumul total de reactie din fiecare godeu, 10 pl.

Aceiasi parametri de termociclare PCR sunt utilizati pentru toate kiturile Olerup SSP®.

Kituri de tipizare HLA 1582-LBL v02 Olerup SSP® cu polimeraza Taq Destinat utilizarii pentru diagnosticarea in vitro

Revizuit Tn septembrie 2023 c € Pagina 6 din 31
0197



& CareDx
Instructiuni de utilizare
Kituri de tipizare HLA Olerup SSP® cu polimeraza Taq

COLECTAREA Si PREGATIREA PROBELOR

Pentru tipizarile SSP este necesara extragere unei probe foarte pure de ADN. Probele
de ADN care urmeaza sa fie utilizate pentru tipizarea HLA de tip PCR-SSP trebuie sa
fie introduse din nou in suspensia de dH20. Raportul Azeo/2s0 trebuie sa fie de 1,6 — 2,0
la spectrofotometria in UV, pentru o vizualizare optima a benzii in timpul electroforezei.

Recomandam extractia automata a ADN-ului cu ajutorul sistemului de extragere a
ADN-ului din sange QIAGEN EZ1 DSP. Ca materie prima va fi utilizat sangele din
ACD (Acid-citrat-dextroza).

In mod alternativ, ADN-ul poate fi extras prin orice metoda preferatd care are ca
rezultat ADN-ul pur. Atunci cand se utilizeaza metode alternative, concentratia ADN-
ului trebuie ajustata la 30 ng/ul. Nu utilizati s&nge care contine heparina la aceste
metode.

Concentratia recomandata pentru ADN daca se foloseste:
ADN extras cu sistemul EZ1, 15 ng/yl.
ADN extras prin alte metode, 30 ng/pl.

Concentratiile care depasesc 50 ng/ul vor creste riscul de amplificari nespecifice si
benzi suplimentare slabe, in special la tipizarile SSP de inalta rezolutie pentru HLA
din Clasa |. Daca este necesar, diluati ADN-ul extras in dH20.

Probele de ADN nu trebuie introduse din nou in solutii care contin agenti chelatori,
cum ar fi EDTA, cu o concentratie mai mare de 0,5 mM.

Probele de ADN pot fi utilizate imediat dupa extractie sau pot fi depozitate la +4 °C timp
de pana la 2 saptamani, fara efecte negative asupra rezultatelor. Probele ADN pot fi
stocate la
- 20 °C sau la o temperatura mai mica timp de 9 luni. Puritatea si concentratia probelor
de ADN extras care au fost depozitate pentru o perioada indelungata trebuie testate
pentru a confirma calitatea acceptabila Tnainte de tipizarea HLA.

Probele de ADN trebuie expediate la o temperatura de + 4 °C sau mai mica pentru a-
si pastra integritatea in timpul transportului.
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PROCEDURA
A. Materiale furnizate

1.
2.

3.

Tavi pentru primer Olerup SSP®.

Master mix (volum adecvat pentru tavile kitului). Acelasi Master mix este
folosit pentru toate kiturile Olerup SSP® .

Folii adezive de etansare PCR (numar suficient pentru tavile kitului).

B. Materiale necesare, dar care nu sunt furnizate

1.
2.
3.

©ooNOOA

13.

14.

15.

16.
17.
18.

Kit/echipament de izolare a ADN-ului

Spectrofotometru UV

Dispozitive de pipetare. Va recomandam sa utilizati un dozator electronic cu
un singur canal care poate distribui 10 pl de parti alicote pentru adaugarea
solutiei alcatuite din ADN-Master mix-dH20 in godeurile tavii.

Varfuri de pipeta de unica folosinta

Tuburi de polipropilena

Mixer vortex

Microcentrifuga

Suport pentru tava PCR

Termociclor cu capac incalzit pentru PCR cu structura cu 96 de godeuri,
gradient de temperatura pe intregul bloc de incalzire de < 0,75 °C si
tava/dispozitiv de fixare pentru godeuri de reactie de 0,2 ml, cu pereti subtiri

. Cuptor cu microunde sau incalzitor pentru incalzirea solutiilor de agaroza
11.
12.

Agaroza pentru electroforeza, de exemplu, FMC Seakem LE

0,5 x tampon TBE; 1 x tampon TBE are 89 mM Tris-borat, 2 mM EDTA
disodic, pH 8,0

Sticla cu picurator pentru bromura de etidiu Nr. produs 103.301-10 sau sticla cu
picurator pentru GelRed Nr. produs 103.302-05

Dispozitiv de pipetare pentru incarcare cu gel. Pentru incarcarea cu gel va
recomandam pipeta cu 8 canale, cu volum reglabil de 5-25 pnl

Marker de dimensiune ADN pentru a acoperi intervalul de 50 - 1.000 bp, de

exemplu, scara cu 100 de perechi de baze, Nr. produs pentru markerul de dimensiune ADN
103.202-100 sau marker de dimensiune ADN pentru cantitati reduse de gel, Nr. produs
103.203-100

Aparat de electroforeza/sursa de alimentare
Transiluminator cu UV
Sistem de documentare a fotografiilor sau a imaginilor

C. Procedura pas cu pas
Consultati Indicatiile de utilizare.

Kituri de tipizare HLA 1582-LBL v02 Olerup SSP® cu polimeraza Taq Destinat utilizérii pentru diagnosticarea in vitro

Revizuit Tn septembrie 2023 c € Pagina 8 din 31

0197



:é CareDx

Instructiuni de utilizare
Kituri de tipizare HLA Olerup SSP® cu polimeraza Taq

INDICATII DE UTILIZARE
A. Pregatirea probelor

1.

2.

3.

Purificati ADN-ul genomic din proba leucocitara prin metoda aleasa.
Consultati sectiunea de mai sus, intitulatéd Colectarea si pregatirea probelor.
Pentru informatii specifice privind pregéatirea si depozitarea probelor,
consultati sectiunea de mai sus, intitulata Colectarea si pregatirea probelor.
Efectuati amplificarea PCR a probei de ADN purificat folosind o tava de
tipizare Olerup SSP® sau depozitati proba de ADN péna cand este gata
pentru tipizare.

B. Pregatirea reactivului/echipamentului

1.

Programati un termociclor pentru a rula programul PCR Olerup SSP®,
Consultati sectiunea Cerinte privind instrumentele — Parametri de
termociclare PCR de mai sus.

Preparati gelul de electroforeza; consultati sectiunea C — Pregatirea
electroforezei in gel de mai jos.

C. Pregatirea electroforezei in gel
Pentru sistemul cu gel Olerup SSP® 96 (Nr. produs 103.101-01)
1. Configurare

e Aduceti la acelasi nivel camera de turnare pentru 1 gel (Nr. produs 103.101-31)
sau camera de turnare pentru 3 geluri (Nr. produsului 103.101-33) utilizand nivela
cu bula de aer si cele trei picioare reglabile pe inaltime.

o Asezati tava (tavile) pentru gel in camera de turnare.

2. 2% (m/ v) Prepararea gelului de agaroza

Utilizati agaroza de inaltéd calitate pentru electroforeza, care sa permita

identificarea a 50 - 2.000 de fragmente de perechi de baze de ADN.

e La 5 mlde solutie tampon TBE (Tris-borat-EDTA) de 10x se adauga 150
ml de apa distilata si 2 g de agaroza intr-o sticla de 500 ml.

o Dizolvati agaroza prin fierbere intr-un cuptor cu microunde pana cand se
obtine o solutie omogena de 100 ml.

o Lasati solutia de gel dizolvat sa se raceasca la 60 °C, de exemplu, intr-o
camera termica.

o Inainte de turnare, colorati gelul cu bromura de etidiu (10 mg/ml), 5 ul la
100 ml solutie de gel. Pentru o usurinta maxima in manipulare, utilizati
sticlele noastre cu picurator pentru bromura de etidiu (Nr. produs. 103.301-
10). Observatie: Bromura de etidiu este cancerigena. Purtati
echipament individual de protectie corespunzator atunci céand
manipulati produsul.

e Turnati 100 ml de solutie de gel in tava pentru gel asezata in camera de
turnare. Introduceti 6 piepteni pentru gel (Nr. produs 103.101-21) Tn fantele
tavii pentru gel.

e Lasati gelul sa se intareasca timp de 15 minute.

e Turnati 750 ml de solutie tampon TBE de 0,5 x in rezervorul pentru gel.
Scufundati tava pentru gel in cutia pentru gel si scoateti cu atentie, prin
ridicare, cei 6 piepteni pentru gel.
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Respectati instructiunile de utilizare furnizate de producator atunci cand utilizati
sisteme alternative pentru electroforeza. Pentru a putea fi utilizate cu kiturile de
tipizare HLA Olerup SSP®, aceste sisteme trebuie sa permita identificarea produsele
PCR care variaza, ca dimensiune, intre 50 si 1.100 de perechi de baze.

D. Procedura pe etape
1. Scoateti de la temperatura de depozitare indicata: numarul corespunzator de
probe de ADN, tava (tavile) pentru primer si cantitatea necesara de Master
mix pentru proba (probele) de ADN selectata(e)/tava (tavile) pentru primer.
Dezghetati la temperatura camerei (intre 20 si 25 °C).

Acelasi Master mix este folosit pentru toate kiturile Olerup SSP®,

2. Amestecati proba (probele) de ADN pentru scurt timp, intr-un mixer vortex.
3. Asezati tava (tavile) pentru primer intr-un suport pentru tavi PCR.
4. Kituri de joasa si de inalta rezolutie

e Amestecati Master mixul in mixerul vortex inainte de a colecta parti alicote.

e Utilizadnd o pipeta manuala cu un singur canal, adaugati Master mixul la
temperatura camerei si dH20 intr-un tub de 0,5 ml sau de 1,5 ml.
(Consultati tabelul 1 de mai jos pentru cantitatile adecvate.)

e Acoperiti tubul cu un capac si amestecati in mixerul vortex timp de 5
secunde. Introduceti tubul intr-o microcentrifuga cu impulsuri si rotiti-I,
pentru ca tot lichidul de pe lateralele tubului sa coboare.

e Utiliz&nd o pipeta manuala cu un singur canal, adaugati 8 pl din solutia
alcatuita din Master mix si dH20 si 2 pl de dH20 Tn godeul de control
negativ, adica godeul cu perechile de primeri cu control negativ, din tava
pentru primer.

e Utilizadnd o pipeta manuala cu un singur canal, adaugati proba de ADN la
temperatura camerei in solutia de Master mix — dH20 ramasa. (Consultati
tabelul 1 de mai jos pentru cantitatile adecvate.)

o Acoperiti tubul cu un capac si amestecati in mixerul vortex timp de 5
secunde. Introduceti tubul intr-o microcentrifuga cu impulsuri si rotiti-I,
pentru ca tot lichidul de pe lateralele tubului sa coboare.

e Utilizdnd un dozator electronic cu un singur canal, distribuiti in parti alicote
10 pl din amestecul reactiv al probei in fiecare godeu, cu exceptia godeului
de control negativ de pe tava pentru primer.
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Tabelul 1: Volumele componentelor necesare pentru fiecare test si pentru un numar diferit de
godeuri, atunci cand se utilizeaza Master mixul.

Nr.de | Volumul de Volumul Volumul Nr.de | Volumul de Volumul Volumul
godeuri | Master mix (ul) probei de de dH20 godeuri | Master mix (ul) probei de de dH20
per test ADN (ul) (uh) per test ADN (ul) (uh)
2 12 8 20 25 87 58 145
3 15 10 25 26 90 60 150
4 18 12 30 27 93 62 155
5 21 14 35 28 96 64 160
6 24 16 40 29 99 66 165
7 27 18 45 30 102 68 170
8 30 20 50 31 105 70 175
9 33 22 55 32 108 72 180
10 36 24 60 36 126 84 210
11 39 26 65 40 138 92 230
12 42 28 70 44 150 100 250
13 45 30 75 48 162 108 270
14 48 32 80 52 174 116 290
15 51 34 85 56 186 124 310
16 54 36 90 60 198 132 330
17 60 40 100 64 210 140 350
18 63 42 105 68 228 152 380
19 66 44 110 72 240 160 400
20 69 46 115 76 252 168 420
21 72 48 120 80 264 176 440
22 75 50 125 84 276 184 460
23 78 52 130 88 288 192 480
24 81 54 135 92 300 200 500
96 312 208 520

Volumele recomandate enumerate mai sus includ volumul pentru compensarea
variatiilor de pipeta si pentru pierderile de lichid de pe peretii interiori ai tuburilor.

5. Kituri combinate A-B-DR, A-B-C, A-B-DR-DQ si DQA-DQB-DR
imbunatatite si HLA-C de inalta rezolutie pentru kitul de alele frecvente
e Amestecati Master mixul in vortex.

e Utilizdnd o pipeta manuala cu un singur canal, adaugati 520 ul de dH20 la
temperatura camerei in tubul de 1,5 ml furnizat, care contine 312 pl de
Master mix.

e Acoperiti tubul cu un capac si amestecati in mixerul vortex timp de 5
secunde. Introduceti tubul intr-o microcentrifuga cu impulsuri si rotiti-|,
pentru ca tot lichidul de pe lateralele tubului sa coboare.

e Utilizdnd o pipeta manuala cu un singur canal, adaugati 8 pl din solutia
alcatuita din Master mix si dH20, precum si 2 pl de dH20 n godeul de
control negativ Nr. 96, adica godeul cu perechile de primeri de control
negativ.

e Utilizdnd o pipeta manuala cu un singur canal, adaugati 206 ul din proba
de ADN la temperatura camerei in solutia de Master mix — dH20 ramasa.
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e Acoperiti tubul cu un capac si amestecati in mixerul vortex timp de 5
secunde. Introduceti tubul intr-o microcentrifuga cu impulsuri si rotiti-I,
pentru ca tot lichidul de pe lateralele tubului sa coboare.

e Utilizadnd un dozator electronic cu un singur canal, distribuiti in parti alicote
10 pl din amestecul reactiv al probei in fiecare godeu, cu exceptia godeului
de control negativ Nr. 96 al tavii pentru primer.

Important:
Asigurati-va ca aplicati proba peste primeri (uscati in partea de jos a fiecarui
godeu al tavii pentru primer), pentru a evita contaminarea incrucisata intre
godeuri. Atingeti peretele interior al godeului cu varful pipetei pentru ca proba sa
alunece pana la fundul godeului. Verificati daca toate probele au ajuns pe fundul
fiecarui godeu. In caz contrar, loviti usor tava de masa de lucru, astfel incat toate
probele sa se aseze pe fundul godeului inainte de a incepe procesul PCR.

6. Acoperiti tava (tavile) pentru primer cu folile adezive de etansare PCR
furnizate. Asigurati-va ca toate godeurile de reactie sunt complet acoperite,
pentru a preveni pierderea prin evaporare in timpul amplificarii PCR. Placa de
compresie Olerup SSP® (Nr. produs 103.505-06) poate fi asezata peste foliile
adezive de etansare PCR pentru a preveni evaporarea in timpul termociclarii.

7. Asezati tava (tavile) pentru primer in termociclor utilizand un adaptor adecvat
pentru tava si pentru tuburi. Nu lasati sa treaca mai mult de 5 minute intre
configurarea PCR si termociclare.

8. Introduceti numarul programului dvs. Olerup SSP®, Specificati un volum de
reactiei de 10 pl.

9. Porniti programul pentru PCR. Programul dureaza aproximativ 1 ora si 20 de
minute.

10. Scoateti tava (tavile) pentru primer din termociclor. Verificati tava PCR pentru
a va asigura ca in fiecare godeu PCR existd aproximativ acelasi volum de
lichid. Supuneti probele la electroforeza; consultati sectiunea E — Electroforeza
in gel, de mai jos. Interpretati rezultatele tipizarii utilizdnd tabelele de
interpretare specifice lotului si tabelele de specificitate sau foile de lucru.
Consultati sectiunea Valori preconizate de mai jos.
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Kituri de tipizare HLA Olerup SSP® cu polimeraza Taq

E. Electroforeza in gel
1. Dupa incheierea reactiei PCR, orientati tava pentru primer si cutia cu gel.
Ordinea godeurilor este de la stédnga la dreapta si de sus in jos.
2. Scoateti cu grija benzile de capace, fara sa varsati produsele PCR.
3. Incarcati produsele PCR in ordine, in gelul de agaroza 2 %. (Nu este necesar
sa adaugati solutia tampon de incarcare a gelului.) Pentru incarcarea cu gel se
recomanda utilizarea unei pipete cu 8 canale.

4, Tncércatj un marker de dimensiune ADN (scara cu 100 de perechi de baze, Nr. produs
pentru markerul de dimensiune ADN 103.202-100 sau Marker de dimensiune ADN pentru

cantitati reduse de gel are Nr. produs 103.203-100) intr-un singur godeu de pe fiecare
rand.

Acoperiti cutia pentru gel cu capacul.

Supuneti gelul la procesul de electroforeza in solutie tampon TBE de 0,5 x,
fara a recircula solutia tampon, pentru 15-20 de minute, la 8-10 V/cm.

7. Transferati tava cu gel la un transiluminator cu UV.

8. Fotografiati gelul cu sau fara tava pentru gel.

9. Marcati fotografia in conformitate cu regulile laboratorului.

oo

CONTROLUL CALITATII

Orientarile privind testarea HLA ASHI indica faptul ca un godeu de control negativ (de
contaminare) trebuie inclus in fiecare configurare PCR. (Standarde revizuite pentru
laboratoare acreditate, Societatea Americana pentru Histocompatibilitate si
Imunogenetica, aprobate de CMS: 16 februarie 2021). Un godeu de control negativ
este inclus in toate kiturile, cu exceptia kiturilor cu doza unica HLA-B*27 si cu un
singur godeu HLA-B*27.

Consultati sectiunea Interpretarea gelului de la pagina 14.

REZULTATE
Fisele de validare a liniei celulare specifice lotului si certificatul de analiza pot fi
accesate online, www.caredx.com.

LIMITARI ALE PROCEDURII

1. Procesul PCR-SSP necesita conditii de testare riguros controlate pentru a asigura
o amplificare diferentiatd Th mod corespunzétor. Respectati cu strictete procedura
descrisa in instructiunile de utilizare.

2. Proba de ADN extrasa reprezinta sablonul pentru procesul specific de amplificare
PCR. ADN-ul purificat trebuie sa aiba un raport Azeor2so cuprins intre 1,6 si 2,0
pentru o vizualizare optima a benzii la electroforeza.

3. Toate instrumentele, de exemplu, termociclorul si dispozitivele de pipetare, trebuie
sa fie calibrate in conformitate cu recomandarile producatorului.

4. Informatiile specifice lotului sunt prezentate in prospectul produsului: Informatii
specifice lotului si in Foaia de lucru specifica lotului.

5. Pe baza testelor efectuate, urmatoarele substante au fost evaluate prin trei (3)
metode de extractie la concentratiile enumerate si s-a constatat ca acestea nu
afecteaza rezultatele testelor.
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Metoda de Substanta de Concentratie de
extractie interferenta interferenta*
Sistem Bilirubina 200 mg/L
pentru Hemoglobina 200 g/L

extragerea | Trigliceride 30 g/L
ADN-ului | Proteina 110 g/L
din sdnge
EZ1 DSP
Kit pentru | Bilirubina 200 mg/L
extragerea | Hemoglobina 200 g/L
ADN-ului | Trigliceride 18,2 g/L
din sange | Proteina 77 - 96 g/L
QlAamp
DSP
Bilirubina 200 mg/L
Metoda o oglobing 200 g/L
Gentra o
PureGene Trigliceride 18,2 g/L
Proteina 119 - 146 g/L

6. Placile PCR sunt compatibile fizic cu majoritatea termocicloarelor de pe piata.
Consultati tabelul de mai jos pentru informatii privind compatibilitatea dintre
materialele din plastic si termociclor.

Observatie: Tabelul are exclusiv rol informativ. Pentru a vedea care sunt
termocicloarele validate, consultati sectiunea Cerinte privind instrumentele —
Instrument.

Tabel de compatibilitate

Termociclor

GeneAmp 9700

ProFlex cu 96 de godeuri

ProFlex 2 x 96 de godeuri

Veriti cu bloc cu 96 de godeuri a 0,2 ml
GeneAmp 2700, 2720, 9600
SureCycler 8800

RoboCycler

Gradient Cycler

Uno, Uno I

T1 Thermocycler
TGradient/TAdvanced

TRobot

TProfesional

MJ Mini

T100

iCycler, MyCycler

Kituri de tipizare HLA 1582-LBL v02 Olerup SSP® cu polimeraza Taq
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C1000, S1000

PTC-2(xx)

PTC-100 cu bloc de 96 de godeuri

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

VALORI PRECONIZATE
A. Analiza datelor
Examinati cu atentie fotografia gelului si identificati benzile pozitive.
1. O banda mai scurta, cu migrare mai rapida va fi vizibila pe o banda de gel
daca alela (alelele) HLA specifica(e) a(u) fost amplificata(e). Acest lucru indica
un rezultat pozitiv al testului.

a.
b.

Inregistrati prezenta si absenta produselor PCR specifice.

Atunci cand se interpreteaza rezultatele testului cu gel, este util sa se
monitorizeze lungimile relative ale produselor PCR specifice, asa cum
sunt ele mentionate in prospectele specifice lotului de produse. Mai multe
benzi au doua sau mai multe lungimi posibile de produse PCR specifice.
Aceste godeuri contin mai multe perechi de primeri care genereaza
produse PCR de diferite dimensiuni, in functie de alelele HLA ale ADN-
ului probei.

Potriviti modelul benzilor de gel cu produsele PCR specifice, conform
informatiilor din Tabelele de interpretare in functie de lot si din Tabelele
de specificitate pentru a realiza tipizarea HLA a ADN-ului probei.

2. Ar trebui ca pe toate benzile de gel, cu exceptia benzii de gel de control
negativ, sa fie vizibila o banda de control intern pozitiv, mai lunga si cu migratie
mai lenta, ca masura de control a amplificarii reusite. Este posibil ca banda de
control intern pozitiv sa fie mai putin vizibila sau sa lipseasca de pe benzile de
gel pozitive.

a.

Inregistrati prezenta si lungimile relative ale benzilor de control intern
pozitiv. Benzile de control de diferite dimensiuni sunt utile pentru
orientarea corecta a tipizarii, precum si pentru identificarea kitului.

b. Absenta benzii de control intern pozitiv fara produs PCR specific indica o
reactie PCR nereusita.
Kituri de tipizare HLA 1582-LBL v02 Olerup SSP® cu polimeraza Taq Destinat utilizérii pentru diagnosticarea in vitro
Revizuit Tn septembrie 2023 c € Pagina 15 din 31

0197



€ CareDx
Instructiuni de utilizare

Kituri de tipizare HLA Olerup SSP® cu polimeraza Taq

I. Daca alelele HLA pot fi determinate in prezenta reactiei (reactiilor)
PCR esuate, iar reactia (reactiile) PCR esuata (esuate) nu modifica
atribuirea alelei, atunci nu este nevoie ca testul sa fie repetat.
ii. Daca, totusi, reactia (reactile) PCR esuatad(e) ar putea modifica
atribuirea alelei HLA, atunci tipizarea trebuie sa fie repetata.
3. Prezenta unui produs PCR specific sau a unei benzi de control intern pozitive
in banda (benzile) de control negativ indica contaminarea cu produs(e) PCR
si anuleaza toate rezultatele testelor. Oligomerii de primer cu 40 pana la 60
de perechi de baze pot fi observati pe banda (benzile) de control negativ.
Acest lucru nu inseamna ca s-a produs contaminarea.

B. Interpretarea rezultatului testului cu gel

Reactie Reactie Reactie PCR
pozitiva negativa esuata
Godeu | | | |
Banda de
control intern ——
pozitiv

Banda specifica =—————

Banda pentru
primer

1. Un marker de dimensiune ADN (scard cu 100 de perechi de baze, Nr. produs
103.202-100 pentru Markerul de dimensiune ADN sau un marker de dimensiune ADN

pentru cantitati reduse de gel cu Nr. produs 103.203-100) trebuie introdus in cate un
godeu de pe fiecare rand al gelului sau in conformitate cu reglementarile
locale de acreditare a laboratoarelor.

2. Se pot obtine benzi mai lungi decat banda de control intern pozitiv, iar acestea
nu trebuie sa fie luate in considerare la interpretarea rezultatelor tipizarii.

3. Primerii neutilizati vor forma o banda difuza mai scurt, cu 50 de perechi de
baze.

4. Se pot observa artefacte de oligomer in primer. Acestea sunt mai lungi decat
banda pentru primer, dar mai scurte decat benzile specifice.

CARACTERISTICI SPECIFICE DE PERFORMANTA

Controlul calitatii pentru lotul de kituri
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Kituri de tipizare HLA Olerup SSP® cu polimeraza Taq

Fiecare solutie de primer este testata pe o gama de 48 de probe de ADN prelevate
din linii celulare bine definite ale IHWC. Consultati Fisa (fisele) de validare a liniei
celulare specifice lotului din prospectul produsului - informatii specifice lotului.

Studiul 1 privind compararea metodelor

Acesta a fost un studiu multicentric care a evaluat concordanta dintre kitul de
tipizare HLA de rezolutie scazuta Olerup SSP® DR si tava One Lambda Micro
SSP™ de tipizare HLA a ADN-ului, la trei laboratoare clinice din Statele Unite.

Rezultatele analizate ale tipizarii realizate cu kitul de tipizare HLA de rezolutie
scazuta Olerup SSP® DR si cu tava One Lambda Micro SSP™ de tipizare HLA a
ADN-ului au aratat o concordanta de 98,4% (123/125; 95 % CI: 94,3-99,8) atunci
cand doua rezultate Olerup ambigue sunt tratate ca discordante. Concordanta a
fost de 100 % (123/123; 95 % CI: 97,1 — 100) atunci cand rezultatele ambigue
Olerup nu au fost incluse in analiza, reflectand practica clinica normala.

Studiul 2 privind compararea metodelor

Acest studiu a fost conceput pentru a demonstra concordanta rezultatelor cu rezolutie
scazuta de tipizare a alelelor HLA (A, B, C, DQ), obtinute cu ajutorul kiturilor
experimentale de tipizare HLA Olerup SSP® si al kiturilor de referintd One Lambda
LABType SSO. Probele ACD de sange integral au fost colectate de la 95 de subiecti
din 3 clinici din Statele Unite. S-a efectuat extractia ADN-ului. ADN-ul purificat rezultat
a fost testat cu metodele de investigatie Olerup SSP® si cu metodele de referintda One
Lambda LabType SSO HLA.

Concordanta generala pentru alelele din clasa | a fost de 99,6% (278/279; 95 % CI:
98,0-100). Pentru clasa Il, concordanta alelelor a fost de 100% (94/94; 95 % CI:
96,2-100).

Tabelul 1
Concordanta generala dintre rezultatele Olerup
SSP® si OneLambda SSO pentru alelele din

clasele | si ll.
Total
Locus n/N concordanta %
HLA (95 % ClI)
Kituri de tipizare HLA 1582-LBL v02 Olerup SSP® cu polimeraza Taq Destinat utilizérii pentru diagnosticarea in vitro
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100
A 95/95 (96.2-100)
100
B 90/90 (96.0-100)
98,9
C 93/94 (94.2-100)
Loci
pentru 99,6
toate | 278279 | (98 0-100)
clasele
Loci
pentru 100
Clasa I 94194 (96.2-100)
(0Q)

Studiu privind caracterul reproductibil al rezultatului testului.

Acest studiu a comparat rezultatele tipizarii HLA realizate cu ajutorul Olerup SSP® de
trei laboratoare de testare HLA, folosind un grup de 10 probe ADN bine evidentiate,
ale caror rezultate privind concordanta sunt incluse in Banca ADN HLA UCLA pentru
Clasa HLA | (A, B si C), alelele obisnuite din Clasa Il (DRB1*, DRB3*/DRB4*/DRB5*,
si DQB1*) si alelele din Clasa Il, care sunt investigate mai rar (DQA1*, DPA1*, si

DPB1*).
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Tabelul 2: Rezumatul rezultatelor studiului privind caracterul reproductibil al
Kitului Olerup SSP®

Precizie de tipizare %
n/N
Tipul alelei HLA Interval Conf. 95 % (LL, UL)
Rezultat ambiguu Rezultat ambiguu tratat
tratat ca discordant ca nedeterminat gi
exclus din analiza
Rezolutie scézuta Clasa 98,3 100
I (59/60) (59/59)
(A si B combinate) 91,1; 100 93,9; 100
Rezolutie inaltad Clasa | 94,7 98,6
(A, B si C combinate) (142/150) (142/144)
89,8; 97,7 95,1; 99,8

Rezolutie scézuta Clasa 100 100
Il (DRB1* si (60/60) (60/60)
DRB3*/DRB4*/DRB5*) 94,0; 100 94,0; 100
Rezolutie inalta Clasa Il 98,3 100
— Alele comune (DRB1%*, (118/120) (118/118)
DRB3*/DRB4*/DRB5* si 94,1; 99,8 96,9; 100
DQB1*)
Rezolutie inalta Clasa Il 83,3 86,2
Alele investigate mai rar (75/90) (75/87)
(DQA1*, DPAT* si 74,0; 90,4 77,2; 92,7
DPB1*)

Acest studiu a utilizat un grup de zece (10) probe de ADN cu rezultate bine evidentiate
de tipizare HLA.

Gradul redus de concordanta observat la alelele de inalta rezolutie din Clasa Il, care
sunt investigate mai rar, reflecta incertitudinea mai mare, in ceea ce priveste
,rezultatele concordantei” dintre probele de ADN UCLA, avand in vedere informatiile
incomplete de secventiere disponibile pentru alelele DQA1*, DPA1* si DPB1*. Pentru
9 din cele 11 rezultate discordante observate in timpul studiului de reproductibilitate
(un apel DQAL * 0505 de Olerup SSP® vs. ,tipizarea in concordanta” DQA1*0501),
toate cele trei laboratoare de testare au ajuns la acelasi rezultat, ceea ce indica
fiabilitatea kitului Olerup DQAL*.
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DEPANAREA

Problema

Motivul

Masuri de luat

Fara amplificare (nici
amplificarea
fragmentelor de control
intern, nici amplificari
specifice).

Cantitate prea mica de
ADN.

Masurati concentratia
ADN-ului si verificati
daca este corecta
cantitatea adaugata.
Contaminarea ARN-ului
poate cauza o
supraestimare a
concentratiei ADN-ului,
n urma
spectrofotometriei.
Repetati cu atentie
extractia ADN-ului,
utilizand solutii proaspat
preparate.
Recomandam extractia
automata a ADN-ului cu
ajutorul sistemului de
extragere a ADN-ului din
sange QIAGEN EZ1
DSP.

ADN-ul contine inhibitori
PCR, de exemplu,
proteine, etanol (din pasii
de precipitare), matrice
ramase din produsele de
purificare a ADN-ului Tn
stare solida.

Masurati calitatea ADN-
ului. Recomandam
utilizarea unui raport
A260/A280 de 1,6-2,0
prin spectrofotometrie cu
UV.

Respectati cu strictete
protocolul de extragere a
ADN-ului.

Extrageti din nou ADN-ul.
Recomandam extractia
automata a ADN-ului cu
ajutorul sistemului de
extragere a ADN-ului din
sange QIAGEN EZ1
DSP.

ADN-ul a fost extras din
sange heparinizat.

Utilizati sdnge
neheparinizat sau
protocoale de extragere
a ADN din sange
heparinizat.

ADN-ul este dizolvat in
solutia tampon care
contine EDTA.

Repetati extragerea
ADN-ului si dizolvati
ADN-ul in dH20.
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Problema

Motivul

Masuri de luat

Continuare:

Fara amplificare (nici
amplificarea
fragmentelor de control
intern, nici amplificari
specifice).

Introducere accidentala a
unui inalbitor in test.

Verificati din nou zonele
in care este posibil sa fi
fost introdus inalbitor.

Kiturile nu sunt pastrate la
temperatura corecta.

Depozitati kiturile la -20
°C.

Termociclorul nu
functioneaza in mod
corect.

Calibrati termociclorul si
verificati programul PCR.
Un termociclor utilizat
pentru o tipizare PCR-
SSP de rutina trebuie
calibrat la fiecare 6-12
luni.

Contact necorespunzator
intre blocul de incalzire al
termociclorului si tava de
tipizare SSP.

Utilizati tava
corecta/dispozitivul de
fixare corect pentru
godeuri de reactie de 0,2
ml, cu pereti subtiri.
Consultati manualul
termociclorului.

Esec aleatoriu al

amplificarii (intreruperi).

Daca nu sunt bine inchise,
foliile de etansare
PCR/capacele pentru
tuburile PCR vor duce la
aparitia evaporarii si,
ulterior, la esecul
amplificarii.

Asigurati-va ca foliile de
etansare PCR/toate
capacele sunt bine
inchise. Placa de
compresie Olerup SSP®
(Nr. produs 103.505-06)
poate fi asezata peste
folile adezive de
etansare PCR pentru a
preveni evaporarea in
timpul termociclarii.

Greseli la incarcarea cu
gel.

Verificati daca a fost
incarcat numarul corect
de godeuri si daca
fiecare godeu contine
aproximativ acelasi
volum de amestec PCR.

Utilizarea unor pipete
necalibrate.

Calibrati periodic toate
pipetele, conform
recomandarilor
furnizorului.

Erori de pipetare.

Pipetati cu mai multa
atentie.
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Problema

Motivul

Masuri de luat

Master mixul si proba de
ADN nu au fost bine
omogenizate Tnainte de
utilizare.

Amestecati scurt, intr-un
mixer vortex, ihainte de
utilizare. Va
recomandam sa puneti
fiecare rand in mixerul
vortex.

In godeurile s-au depus
volume inegale de ADN si
amestec principal.

Pipetati cu mai multa
atentie.

Fragmente de control
intern slabe.

ADN impur.

Masurati calitatea ADN-
ului. Raportul Azeo/280
trebuie sa fie de 1,6-2,0
la spectrofotometria cu
UV.

Contaminarea ARN-ului
poate cauza o
supraestimare a
concentratiei ADN-ului,
n urma
spectrofotometriei.
ADN-ul degradat
determina aparitia
petelor pe benzile de gel.
Repetati cu atentie
extractia ADN-ului,
utilizand solutii proaspat
preparate.
Recomandam extractia
automata a ADN-ului cu
ajutorul sistemului de
extragere a ADN-ului din
sange QIAGEN EZ1
DSP.

Cantitate prea mica de
ADN.

Masurati concentratia de
ADN si ajustati-o la 30
ng/ul sau la 15 ng/pl
pentru ADN-ul extras cu
sistemul pentru
extragerea ADN-ului din
sange QIAGEN EZ1
DSP.

Contaminarea ARN-ului
poate cauza o
supraestimare a
concentratiei ADN-ului,
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Kituri de tipizare HLA Olerup SSP® cu polimeraza Taq

Problema Motivul Masuri de luat
Continuare: in urma
Fragmente de control spectrofotometriei.
intern slabe. ADN-ul degradat

determina aparitia
petelor pe benzile de gel.
Repetati cu atentie
extractia ADN-ului,
utilizand solutii proaspat
preparate.

Va recomandam
extractia automata a
ADN-ului cu sistemul
pentru extragerea ADN-
ului din sange QIAGEN
EZ1 DSP.

Temperatura de atasare a
primerului este prea mare;
termociclorul nu este
calibrat.

Calibrati termociclorul si
verificati programul PCR.
Un termociclor utilizat
pentru o tipizare PCR-
SSP de rutina trebuie
calibrat la fiecare 6-12
luni.

Master mixul pentru PCR a
fost pastratla + 4 °C
pentru mai mult de 2
saptamani.

Depozitati in mod
corespunzator Master
mixul pentru PCR.

Amplificare nespecifica
(scari sau pete).

Utilizarea Tn exces a probei
de ADN.

Masurati concentratia de
ADN si ajustati-o la 30
ng/ul sau la 15 ng/ul
pentru ADN-ul extras cu
sistemul pentru
extragerea ADN-ului din
sange QIAGEN EZ1
DSP.

Unele solutii de primeri
tind sa genereze mai des
amplificare nespecifica;
consultati notele de
subsol din fiecare Tabel
de specificitate a lotului.

ADN impur.

Niciun fragment mai
mare decéat fragmentul
de control intern nu
trebuie luat in
considerare la
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Instructiuni de utilizare

Kituri de tipizare HLA Olerup SSP® cu polimeraza Taq

Problema

Motivul

Masuri de luat

interpretarea rezultatelor
obtinute.

Verificati calitatea ADN-
ului. Repetati extractia
ADN-ului.

Recomandam extractia
automata a ADN-ului cu
ajutorul sistemului de
extragere a ADN-ului din
sange QIAGEN EZ1
DSP.

Unele solutii de primeri
tind sa genereze mai des
amplificare nespecifica;
consultati notele de
subsol din fiecare Tabel
de specificitate a lotului.

Semnale de amplificare
tot mai slabe in timp.

Solutia cu bromura de
etidiu pentru colorarea
gelului de agaroza este
veche.

Pregatiti o solutie
proaspata cu bromura de
etidiu, pentru o mai buna
colorare a gelului de
agaroza si pentru
obtinerea unui semnal
mai bun. Efectele de
umbra cauzate de
primeri sunt usor de
detectat daca colorarea
gelului de agaroza este
normala.

Una dintre lampile cu
lumina UV este defecta.

Verificati echipamentul
cu lumina UV. Efectele
de umbra cauzate de
primeri sunt usor de
detectat daca lumina UV
este normala.

S-a folosit o cantitate prea
mica de proba de ADN.

Masurati concentratia de
ADN si ajustati-o la 30
ng/ul sau la 15 ng/ul
pentru ADN-ul extras cu
sistemul pentru
extragerea ADN-ului din
sange QIAGEN EZ1
DSP.

Temperatura de atasare a
primerului este prea mare;

Calibrati termociclorul si
verificati programul PCR.
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Instructiuni de utilizare

Kituri de tipizare HLA Olerup SSP® cu polimeraza Taq

Problema

Motivul

Masuri de luat

termociclorul nu este
calibrat.

Un termociclor utilizat

pentru o tipizare PCR-
SSP de rutina trebuie

calibrat la fiecare 6-12
luni.

Modele neobisnuite de
amplificare.

Se utilizeaza un tabel de
interpretare specific
lotului/o foaie de lucru
incorect(a).

Verificati numarul de lot
al produsului utilizat si
Tabelul de
interpretare/Foaia de
lucru utilizat(a).

Ordine incorecta la
incarcarea cu gel.

Verificati alinierea
amestecurilor si a
benzilor de gel.

Modelul de amplificare
contine un rezultat fals
pozitiv.

Vedeti mai jos.

Modelul de amplificare
contine un rezultat fals
negativ.

Vedeti mai jos.

Amplificari cu rezultat
fals pozitiv.

Kituri de tipizare HLA 1582-LBL v02 Olerup SSP® cu polimeraza Taq
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Contaminarea ADN-ului.

Utilizati manusi, varfuri
de pipeta cu bariere
(dopuiri filtrante) si
incaperi separate pentru
manipularile pre-PCR si
post-PCR.

Asigurati manipularea
corecta a tuturor
esantioanelor, in fiecare
etapa.

Verificati daca exista
urme de contaminare
utilizand kitul pentru
testare prin stergere
Olerup SSP®.

ADN impur.

Masurati calitatea ADN-
ului.

Respectati cu strictete
protocolul de extragere a
ADN-ului.

incercati alte sisteme de
extragere a ADN-ului.
Extrageti din nou ADN-ul.
Recomandam extractia
automata a ADN-ului cu
sistemul pentru
determinarea ADN-ului
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Instructiuni de utilizare

Kituri de tipizare HLA Olerup SSP® cu polimeraza Taq

Problema

Motivul

Masuri de luat

Continuare:
Amplificari cu rezultat
fals pozitiv.

din sange QIAGEN EZ1
DSP.

Utilizarea in exces a probei
de ADN.

Masurati concentratia de
ADN si ajustati-o la 30
ng/ul sau la 15 ng/ul
pentru ADN-ul extras cu
sistemul pentru
extragerea ADN-ului din
sange QIAGEN EZ1
DSP.

Temperatura de atasare a
primerului este prea mica.

Calibrati termociclorul si
verificati programul PCR.
Un termociclor utilizat
pentru o tipizare PCR-
SSP de rutina trebuie
calibrat la fiecare 6-12
luni.

Intarziere semnificativa
intre configurarea PCR si
inceperea termociclarii.

Nu este permisa o
intarziere mai lunga de 5
minute Tnainte de
termociclare.

Interval prea mare de timp
intre asezarea tavilor de
tipizare in termociclor si
inceperea termociclarii.

Utilizati un termociclor
preincalzit.

A fost utilizata o cantitate
prea mare de bromura de
etidiu.

Utilizati cantitatea de
bromura de etidiu
recomandata.

Interpretarea incorecta a
unui artefact ca banda
specifica.

Verificati tabelul de
specificitate a
lotului/foaia de lucru cu
privire la dimensiunea
corecta a benzii si notele
de subsol.

Modelul de amplificare
contine un rezultat fals
pozitiv.

Verificati daca toate
amplificarile specifice au
marimea corecta sau
daca un artefact
(transfer, dimer de
primer) a fost interpretat
gresit ca amplificare.

Ordine incorecta la
incarcarea cu gel.

Verificati alinierea
amestecurilor si a
benzilor de gel.
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Instructiuni de utilizare

Kituri de tipizare HLA Olerup SSP® cu polimeraza Taq

Problema

Motivul

Masuri de luat

Amplificari fals negative.

Termociclorul nu este
calibrat corect.

Calibrati termociclorul si
verificati programul PCR.
Un termociclor utilizat
pentru o tipizare PCR-
SSP de rutina trebuie
calibrat la fiecare 6-12
luni.

Daca eroarea nu este
corectata prin
recalibrare, tipizati din
nou testul utilizand o
proba de referinta cu
aceeasi specificitate.
Daca se confirma
rezultatul negativ,
contactati departamentul
de asistenta pentru
clienti.

Ordine incorecta la
incarcarea cu gel.

Verificati alinierea
amestecurilor si a
benzilor de gel.

Probleme generale legate
de gel (geluri neclare
si/sau benzi patate).

Proba de ADN degradat.

Apare ca o pata pe
benzile de gel. Izolati
ADN-ul dintr-o proba
proaspata.

Numeroase striatii in
godeuri aleatorii.

Suspensii inegale de
ADN. Asigurati-va ca
ADN-ul probei este
dizolvat inainte de a
prelua partile alicote.
Amestecati in vortex
proba de ADN diluata.

Produsul PCR a iesit afara
din godeu.

Aliniati cu atentie
varfurile pipetei la
godeurile de gel si dozati
Ccu grija.

Este posibil ca tamponul
de electroforeza sa fie prea
cald.

Pregatiti un nou tampon
TBE.

Aplicati o tensiune mai
mica.

S-a utilizat o concentratie
incorecta a gelului de
agaroza.

Asigurati-va ca se
utilizeaza gelul de
agaroza recomandat, cu
concentratia de 2 %.

Agaroza nu s-a dizolvat
complet.

Fierbeti din nou agaroza,
pentru o perioada scurta
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Kituri de tipizare HLA Olerup SSP® cu polimeraza Taq

Problema

Motivul

Masuri de luat

de timp, pentru ca
aceasta sa se topeasca.

Concentratie incorecta de
TBE.

Utilizati concentratia
recomandata pentru
TBE, de 0,5 x.

Gelurile au fost turnate
prea devreme.

Gelurile nu pot fi utilizate
decat dupa 15 minute de
la turnare.

Gelurile sunt prea vechi.

Nu turnati gelurile cu
prea mult timp Tnainte.

Pieptenele pentru gel
utilizat are dintii prea mari.

Utilizati piepteni cu dinti
subtiri (4 x 1 mm).

Tava pentru gel nu este
transparenta la UV.

Scoateti gelul din tava
pentru gel inainte de
vizualizare.

Imaginea gelului este prea
luminoasa.

A fost utilizata o cantitate
prea mare de bromura
de etidiu.

Verificati setarile
camerei.

Imaginea gelului este prea
intunecata.

Utilizati cantitatea de
bromura de etidiu
recomandata.
Verificati setarile
camerei.

Probleme generale de
amplificare fals negativa
sau alte probleme
similare care tin de rulare

Setarea vitezei de
incalzire/racire este la o
valoare prea mare.

Kiturile Olerup SSP sunt
validate utilizand
termociclorul GeneAmp
9700 setat pe modul
9600 si ProFlex cu o
viteza de incalzire/racire
de 3 °C/s. Vitezele de
incalzire/racire mai mari
decét acestea pot
influenta rezultatele
tipizarii.
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MARCI COMERCIALE UTILIZATE IN ACEST DOCUMENT/LA ACEST PRODUS

Olerup SSP® este 0 marca inregistrata a CareDx AB.
Qiagen™ este o marca comerciald a QIAGEN.

GARANTIE

CareDx AB garanteaza produsele sale impotriva defectelor de material sau de
productie, in conditi normale de utilizare si aplicare. Garantia se acorda
cumparatorului initial. Singura obligatie a CareDx AB in temeiul acestei garantii este
de a Tnlocui, in mod gratuit, orice produs care nu respecta standardele de performanta
mentionate in fisa de specificatii a produsului.

Aceasta garantie se aplica numai produselor care au fost manipulate si depozitate in
conformitate cu recomandarile CareDx AB si nu se aplica produselor care au facut
obiectul modificarii, utilizarii incorecte sau utilizarii abuzive.

Toate reclamatiile depuse in temeiul acestei garantii trebuie sa fie inaintate catre
CareDx AB in scris si trebuie sa fie insotite de o copie a facturii de achizitie. Aceasta
garantie inlocuieste toate celelalte garantii, exprese sau implicite, inclusiv garantiile
de vandabilitate si de adecvare la un anumit scop. CareDx AB nu va fi raspunzatoare,
sub nicio forma, pentru daune incidentale sau indirecte.

Acest produs nu poate fi reformulat, reambalat sau revandut sub nicio forma, fara
acordul scris al CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Stockholm, Suedia.
Manipulati toate esantioanele ca si cum ar putea sa transmita boli. Toate activitatile
trebuie sa fie efectuate purtdnd manusi si mijloace adecvate de protectie.

GARANTIE

CareDx AB garanteaza c4 primerii din tavile de tipizare Olerup SSP® detin caracteristicile
mentionate in foaia de lucru, in Tabelele de specificitate a lotului si in Tabele de
interpretare din prospectul produsului.
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ADRESE:

Producator:

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

Fax: +46-8-717 88 18

E-mail: orders-se@caredx.com

Pagina web: www.caredx.com

Distribuit de:

CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Stockholm, Suedia
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

Reprezentant autorizat:

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

CHRN: CHRN-AR-20002058

Pentru informatii privind distribuitorii CareDx din intreaga lume, contactati CareDx AB.

1582-LBL v02 este tradus din documentul principal in limba engleza 0192-LBL v07 Olerup SSP® HLA
typing kits without Taq polymerase.

Schimbari in revizia 0192-LBL v07 fata de 0192-LBL vO06:
1. Adaugarea reprezentant autorizat elvetian.
2. Adaugarea GelRed la sectiunea B. Materiale necesare, dar care nu sunt furnizate.
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