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Biofortuna SSPGo No Template Control (NTC) Kit obsahuje doplikové testy na kontaminaci PCR amplikonem, které
jsou urceny k pouZiti v kombinaci se soupravami Biofortuna SSPGo, jejichZ soucasti neni NTC.

PCR je citliva technika, ktera je nachylna ke kontaminaci DNA amplikonem z pfedchozi PCR. Kontaminace mUze vést
k falesné pozitivni amplifikaci v nasledujicich PCR, a tudiz k nespravné genotypizaci. PCR amplikon muze
kontaminovat reagencie a vzorky, ale i laboratorni vybaveni, napfiklad pipety. Znamky kontaminace reagencii
a vybaveni je nutné pravidelné monitorovat. NTC test se pouziva k detekci potencidlni kontaminace PCR nebo DNA
pfitomné v roztoku na fedéni DNA pouzivaném pfi testovani vzorku.

Kazda souprava SSPGo No Template Control se sklada z 12 prouzk(l po osmi PCR reakcich obsahujicich lyofilizovany
PCR pufr, polymerazu a primery specifické pro HLA-DRA gen a vysledkem reakce je amplikon o velikosti 187 pb
z lidské genomové DNA nebo amplifikovana DNA. VSechny soupravy Biofortuna pouZivaji jako interni kontrolu DRA
amplikon, a proto pti jakékoli kontaminaci zplsobené pouZitim souprav Biofortuna SSPGo dojde k soubéiné
amplifikaci DRA genu, ktery bude detekovan primery NTC testu.

e 12 prouzkl po 8 PCR reakcich. Kazda reakce obsahuje 10 ul predem nadavkovanych lyofilizovanych primer(,
polymerazu, dNTP* a pufr. RozvrZeni prouzku na 8 reakci je uvedeno nize.

Reakce | Barvivo Pouziti
1 Kontrola bez templatu: vzorek 1
2 Fialové | Kontrola bez templatu: vzorek 2
3 Fialové | Kontrola bez templatu: vzorek 3
4 Fialové | Kontrola bez templatu: vzorek 4
5 Fialové | Kontrola bez templatu: vzorek 5
6 Fialové | Kontrola bez templatu: vzorek 6
7 Fialové | Kontrola bez templatu: vzorek 7
8 Fialové | Kontrola bez templatu: vzorek 8

12 x 8 PCR uzaveérl

1x navod k pouziti

1x SarzZovy certifikat vydany vyrobcem (COA - Certificate of Analysis)

Bezpecnostni list (MSDS) Ize ziskat na webové strance spolecnosti Biofortuna www.biofortuna.com. Pokud
nemate moznost tento dokument stahnout z webové stranky, kontaktujte prosim lokalniho distributora.

*CleanAmp™ dNTP podléhaji licenci spolec¢nosti Trilink Biotechnologies Inc se svolenim k pouZiti v produktech
Biofortuna SSPGo.
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o Vhodné pipety a sterilni Spi¢ky, napf. pipeta P10 s 10ul filtracnimi Spickami.

e Souprava / vybaveni pro izolaci DNA.

e UV spektrofotometr.

e Sterilni voda pro molekularné-biologické aplikace.

e 96jamkovy termocykler s vyhfivanym vikem. Desticky a zkumavky PCR pouZité v soupravach spolecnosti
Biofortuna byly validovany pro poufZiti s vétSinou termocykler(i na trhu, véetné termocykleri MJ Research
PTC-100, PTC-200, Hybaid MBS a Techne TC-512. Jiné modely mohou vyZadovat dalsi validaci uzivatelem.

e Reagencie pro gelovou elektroforézu (agardza, 0,5x TBE pufr, 1 000pb DNA marker molekulové hmotnosti,
roztok ethidiumbromidu 10 mg/ml).

e Vybaveni pro gelovou elektroforézu (gelovd aparatura, sitovy zdroj, gelovy dokumentadni systém
s UV transluminatorem).

o Test mUZe provadét pouze nalezité vyskoleny pracovnik.

e Se vsemireagenciemi zachazejte v souladu se zasadami Spravné laboratorni praxe.

e Oblasti k provadéni postupu pred a po PCR musi byt stdle oddélené. Material pouzivany po PCR nevnasejte zpét
do oblasti pro postup pfed PCR.

e Varovani tykajici se biologického rizika: Se vSemi krevnimi derivaty zachazejte jako s potencialné infekénimi.

e Varovani tykajici se biologického rizika: Ethidiumbromid je potencidlni karcinogen. Pti jeho pouziti vzdy
pouzivejte ochranné rukavice, laboratorni plast a ochranné bryle.

e Varovani tykajici se biologického rizika: Pfi pouzivani zdrojli UV zafeni postupujte opatrné - vidy pouZivejte
ochranné rukavice, laboratorni plast a ochranné bryle. Nikdy se nedivejte pfimo do zdroje UV zéreni.

e Bezpeclnostni listy jsou k dispozici na webové strance www.biofortuna.com.

Soupravy Biofortuna SSPGo skladujte pti teploté 4-30 °C. Jakmile jsou PCR jamky vyjmuty z félie, reagencie
rehydratujte pomoci vzorku do 3 hodin. Datum expirace je uvedeno na obalu. Po uvedeném datu produkt
nepouzivejte.

Soupravy, jejichZ obal je poSkozeny, nepouzivejte.

Zajistéte, aby byly PCR jamky po nadavkovani DNA dikladné utésnény, nebot béhem PCR amplifikace by mohlo dojit
k odparovani. Zvlastni pozornost vénujte okrajim a rohim.
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Poznamka:
Castym zdrojem kontaminace jsou PCR pipety. K pipetovani vzorkd do PCR reakci, véetné NTC testu, se doporuduje
pouzivat pipetu, u niz mate jistotu, Ze nebyla kontaminovana.

1. Otevrete féliovy obal a PCR reakce nalezité oznacte; pomoci jednoho prouzku lze otestovat 1 az 8 vzorkl. Po
otevreni pouzijte PCR reakce do 3 hodin.

2. Pro kazdy vzorek DNA urceny ke genotypizaci pridejte do jedné reakce NTC prouzku 10 ul vody nebo fediciho
roztoku.

3. Je-li vyzadovana pozitivni kontrola, pouzijte 10 ul lidské genomové DNA o koncentraci 10 ng/ul. Vysledkem bude
pozitivni test na 187pb amplikon.

4. Prikryjte reakce dodanymi uzavéry a prejdéte k obvyklym parametrdm SSPGo PCR podle niZe uvedenych pokynd.

POZNAMKA TYKAJICI SE RESUSPENZE: Zajistéte, aby smési pro PCR reakci byly resuspendovany pomoci vzorké do
3 hodin od vyjmuti panelu z félie.

POZNAMKA TYKAJICI SE VYSKY PROFILU DESTICEK / PROUZKU PCR: Doporuuje se, aby vyska profilu desticek
a prouzkl byla shodnd, pokud jsou vloZeny ve stejném pfistroji pro PCR reakci. Rozdil vysky profilll mize mit za
nasledek nedostatecny kontakt s vyhfivanym vikem pfistroje pro PCR reakci. MUZe tak dojit k nedostatecné
amplifikaci PCR nebo k jejimu selhani.

Parametry PCR

PouZivejte nasledujici parametry PCR reakce. Ujistéte se, Ze rychlost ndbéhu je nejméné 1 °C za sekundu, a zapnéte
vyhfev vika. Kompletni navod k pouziti je uveden v uZivatelské priru¢ce od vyrobce termocykleru. Termocyklery
kalibrujte podle akreditacnich pravidel vydanych organizaci American Society of Histocompatibility and
Immunogenetic (ASHI) nebo European Federation of Immunogenetics (EFI).

Denaturace pfi teploté 94 °C po dobu 5 minut

Ve v ° 4_
Denaturace pfi teploté 96 °C po dobu 15 sekund
Anelace pfi teploté 66 °C po dobu 50 sekund 10 cykld
Extenze pfi teploté 72 °C po dobu 30 sekund |

ve " ° <+
Denaturace pfi teploté 96 °C po dobu 15 sekund
Anelace pfi teploté 64 °C po dobu 50 sekund 20 cykla
Extenze pfi teploté 72 °C po dobu 30 sekund |

UDRZUJTE PRI TEPLOTE 15 °C

Gelova elektroforéza

Tyto pokyny jsou platné pro horizontalni elektroforézu na agarézovém gelu: Pfipravte 2% agardzovy gel v 0,5x TBE
pufru. Jakmile je gel zchlazen pfiblizné na 60 °C, pfidejte ethidiumbromid, aby jeho koneénd koncentrace byla
0,5 pug/ml. Nalijte gel a vloZzte hfebeny pro vytvoreni mikrotitraénich jamek (napf. 12 x 8 jamek s 9mm mezerami).
Po ztuhnuti vyjméte hiebeny a ponorte gel do roztoku 0,5x TBE pufru. Pfeneste minimalné 5 ul a maximalné 10 pl
z kazdé reakce na panelu nebo prouzku do pfislusné jamky v gelu a poznamenejte si pozici kazdé reakce. Pro urceni
velikosti mGzZe byt uZitecny 100pb ladder (velikostni marker). Gelovou elektroforézu provadéjte po dobu 20 minut
rychlosti 10 V/cm.

Podrobnosti tykajici se specifického vybaveni jsou uvedeny v navodu k pouZiti od vyrobce elektroforetického
systému. Gel zobrazte pomoci UV dokumentacniho systému pro gel s UV transluminatorem.
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Zaznamenejte vysledky za pouZiti zaznamového listu pro vzorky na strané 6 tohoto navodu k poufziti. Doslo-li ke
kontaminaci SSPGo PCR nebo kontaminaci DNA, bude zjistén amplikon o velikosti 187 pb. Znamkou kontaminace PCR
mohou byt také Smouhy nebo pruhy rliznych velikosti, ale dimery primer( a dalsi nasobky primer( mensi nez 100 pb
jsou artefakty a méli byste je ignorovat. Pozitivni vysledek u vzorku fediciho roztoku indikuje, Ze genotypizace
pfislusného vzorku je neplatna a méla by se zopakovat za pouZiti jiného vzorku DNA s jinymi reagenciemi.

Testovani metodou: NTC test PCR amplikonu ze soupravy Biofortuna byl proveden za pouziti nefedéného amplikonu
a poté amplikonu zfedéného v rozmezi 1x10" a7 1x10". Amplikon byl detekovén v fedénich az do 1x10", véetné.

NTC test byl proveden za pouZiti genomové DNA o koncentraci 100 ng/ul a poté za pouZiti fedéni v rozmezi 1x10* a7
1x10". DNA byla detekovana v fedénich a# do 1x10°.

1) Bunce M et al Tissue Antigens. 1995 Nov;46(5):355-67.
2) Saiki RK et al. Nature. 1986 Nov 13-19;324(6093):163-6.
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Pfed pouZitim se doporucuje tento zdznamovy list pro vzorky okopirovat, nebot NTC souprava obsahuje testy pro
96 vzorkt (12 prouzkd po 8 testech).

Popis vzorku 1:

Popis vzorku 2:

Popis vzorku 3:

Popis vzorku 4:

Popis vzorku 5:

Popis vzorku 6:

Popis vzorku 7:

Popis vzorku 8:

Zaznamovy list pro NTC vzorky

Reakce | Barvivo ID vzorku Datum testu Vysledek
e
2 Fialové
3 Fialové
4 Fialové
5 Fialové
6 Fialové
7 Fialové
8 Fialové
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Pocet testl

Viz ndvod k pouziti

Misto vyroby

Diagnostické prostredky in vitro

Y RG]

Datum expirace

30% .
4c /ﬂf Teplota skladovani
Cislo 3arze
REF

Katalogové Cislo

Biofortuna Ltd

1 Hawkshead Road

Croft Business Park
Bromborough, CH62 3RJ, UK
T:+44 (0) 151 334 0182

E: info@biofortuna.com

W: www.biofortuna.com

BIOFORTUNA"

SIMPLY DIAGNOSTICS

Francaise : Traductions disponibles
Deutsch: Ubersetzungen verfiigbar
Espafiol: Traducciones disponibles
Italiano: Traduzioni disponibili
Cesky: Preklady k dispozici
Dansk: Tilgengelige oversaettelser
EAANVIKA: AlaBEoIpeg peTadpAoELg
Magyar: Forditas rendelkezésre all
Norsk: Tilgjengelige oversettelser
Polski: Ttumaczenia dostepne
Portugués: Tradugdes disponiveis
Pyccknit: MepeBoabl AOCTYMNHbI
Slovensky: Preklady k dispozicii
Turkge: Ceviriler mevcut

Svenska: Oversittningar tillgingliga

www.biofortuna.com
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