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SSP

Hasznalati utasitas a Biofortuna SSPGo™ HLA No Template Control
Kit-hez BF-40-02
(Templat nélkiili kontrollkészlet)

1. verzio

2011. jalius
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A Biofortuna SSPGo No Template Control (NTC) Kit (Templdt nélkili kontroll- [NTC] készlet) a
PCR-amplikon-szennyez6dés kimutatdsdhoz tartalmaz kiegészit6 tesztet, amely az NTC-t nem tartalmazé Biofortuna
SSPGo készletekkel valé haszndlatra szolgal.

A PCR olyan érzékeny technika, amely esetében koénnyen bekovetkezhet korabbi PCR-vizsgalatokbdl szarmazd
DNS-amplikonokkal valé szennyez6dés. A szennyez6dés fals pozitiv amplifikdciot eredményezhet a tovabbi
PCR-vizsgalatok soran, amely helytelen genotipizaldshoz vezethet. A PCR-amplikonokkal valé szennyez6dés érintheti
a reagenseket és a mintakat csakigy, mint a laboratériumi eszkdzoket (példaul a pipettakat). Ezért a reagenseket és
a berendezéseket/eszk6zbket rendszeresen ellendrizni kell, hogy nem szennyez&dtek-e. Az NTC teszt a vizsgalt
mintdhoz hasznalt DNS-higitd potencialis PCR- vagy DNS-szennyez6désének kimutatasara szolgal.

Minden egyes SSPGo No Template kontrollkészlet magaban foglal 12 db, egyenként 8 PCR-reakcidcellabdl allé csikot.
A celldk fagyasztva szdritott PCR-puffert, polimerazt és a HLA-DRA génre specifikus primereket tartalmaznak, és
187 bp amplikont adnak a human genomikus vagy amplifikdlt DNS-b6l. Minden Biofortuna készlet
DRA-amplikonokat alkalmaz bels6 kontrollként, ezért a Biofortuna SSPGo készletekb6l szarmazé barmely
szennyez6dés a DRA gén ko-amplifikaciéjat eredményezi, amelyet az NTC teszt primerei kimutatnak.

e 12 db, egyenként 8 PCR-reakciécellat tartalmazd csik, melyek mindegyike 10 ul elére kimért, fagyasztva
szaritott primert, polimerazt, dNTP-t* és puffert tartalmaz. A nyolc reakcidcellat tartalmazo csik kialakitdsa

az aldbbi.
Reakcidcella | Festék Hasznalat
1. Templat nélkili kontroll: 1. minta
2. Lila | Templat nélkiili kontroll: 2. minta
3. Lila | Templat nélkiili kontroll: 3. minta
4, Lila | Templat nélkili kontroll: 4. minta
5. Lila | Templat nélkili kontroll: 5. minta
6. Lila | Templat nélkiili kontroll: 6. minta
7. Lila | Templat nélkiili kontroll: 7. minta
8. Lila | Templat nélkiili kontroll: 8. minta

12x8 db PCR-kupak

1x hasznalati utasitas

1x analitikai bizonylat

Az anyagbiztonsagi adatlapok (MSDS) a Biofortuna weboldalarél toltheték le: www.biofortuna.com.
Amennyiben nem tudja let6lteni a weboldalrél a dokumentumokat, kérjik, 1épjen érintkezésbe a helyi
forgalmazodval.

* A CleanAmp™ dNTP-k licence a Biofortuna SSPGo termékekben vald hasznalatra a Trilink Biotechnologies Inc.-t6l
szarmazik.
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o MegfelelS pipettazdk és steril hegyek, pl. P10 pipettazoé 10 pl-es szlir6hegyekkel

e DNS-izolacids készlet/berendezés

e  UV-spektrofotométer

e  Steril, molekularis tisztasagu viz

e 96 cellds, flitheté fedéllel rendelkez6 termocycler. A Biofortuna készletekhez hasznalatos PCR-talcakat és
-csOveket érvényesitették a jelenleg forgalomban lévé legtobb termocyclerrel valé hasznélatra, ideértve az MJ
Research PTC-100, PTC-200, a Hybaid MBS és a Techne TC-512 termocyclereket. Az ezektél eltéré tipusu
termocyclereket a felhasznalonak kell érvényesitenie.

e Gél-elektroforézis reagensek (agardz; 0,5x TBE; 1000 bp DNS-molekulasuly-marker; 10 mg/ml etidium-bromid)

o  Gél-elektroforézishez sziikséges berendezések, eszkdzok (géltartalyok, aramellatas, géldokumentacids rendszer
UV-transzilluminatorral)

o Avizsgdlatokat kizardlag megfelel6en képzett szakszemélyzet végezheti.

o Areagenseket a jo laboratdriumi gyakorlatnak megfelel6en kell kezelni.

e Kllbnitse el a pre- és a poszt-PCR munkaterileteket! Ne vigye vissza a poszt-PCR anyagokat a pre-PCR
munkateriletre!

o Bioldgiai veszélyre vonatkozo figyelmeztetések: kezeljen minden vérterméket fertzésveszélyesként!

e Bioldgiai veszélyre vonatkozd figyelmeztetések: az etidium-bromid potencialis karcinogén anyag. Hasznalata
soran mindig viseljen véddékeszty(it, laboratériumi kdpenyt és véddszemiiveget!

e Bioldgiai veszélyre vonatkozo figyelmeztetések: gondossaggal jarjon el az UV-forrasok kezelése soran — mindig
viseljen védGkeszty(it, laboratériumi kopenyt és védGszemiiveget! Soha ne nézzen kozvetlenil UV-fényforrasbal

e Az anyagbiztonsagi adatlapok a www.biofortuna.com weboldalrdl tolthetdk le.

A Biofortuna SSPGo készletek 4-30 Celsius-fokos hémérsékleten tarolanddk. Miutdn a PCR-edényeket kivette a
foliatasakbdl, a reagenseket 3 oran beliil a mintaval rehidrdlni kell. A lejarati id6pontot lasd a csomagoldson! Ne
haszndlja fel a termékeket a csomagolason feltlintetett id6ponton tul!

Ne hasznalja fel a terméket, ha a féliatasak szakadt vagy lyukas!
Ugyeljen arra, hogy a PCR-edények a DNS hozzdaddsa utdn szorosan le legyenek zarva, mivel a nem megfelel&en

lezart edényekbdl a PCR-amplifikdcid soran parolgds léphet fel. Forditson kiilénos figyelmet az edény széleinek,
sarkainak lezdrasara!
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Megjegyzés:
A szennyez6dést gyakran a PCR-pipettak okozzak, ezért tandcsos ismerten szennyez6désmentes pipettat haszndlni a
minta PCR-reakciocellaba vald betoltéséhez, ideértve az NTC tesztet is.

1. Nyissa fel a féliatasakot és megfelel6en cimkézze fel a csikot; egy csik egy-nyolc minta vizsgalatdhoz hasznalhatd.
Felnyitast kovetéen a PCR-reakcidcellakat 3 éran beliil fel kell hasznalni.

2. Minden egyes genotipizalt DNS-minta esetében adjon 10 [l vizet vagy higitot az NTC-csik egy reakciocelldjabal

3. Amennyiben pozitiv kontrollra van szikség, hasznaljon 10 pl-t a 10 ng/pl human genomikus DNS-béI! Ez 187 bp
méret( pozitiv tesztamplikont eredményez.

4. A mellékelt kupakokkal zarja le a reakcidcelldkat, majd az alabbiaknak megfelel6en allitsa be a szokdsos SSPGo
PCR-paramétereket!

UJRASZUSZPENDALASRA VONATKOZO MEGJEGYZES: ligyeljen arra, hogy a PCR-keverékeket a télca féliatasakbdl vald
kivétele utan 3 drdn belll Ujraszuszpendalja a mintakkal!

PCR-TALCA/-CSIK MAGASSAGARA VONATKOZO MEGJEGYZES: javasoljuk, hogy a talcdk és a csikok magassaga
egyenl6 legyen, amennyiben ugyanabba a PCR-késziilékbe helyezi 6ket. Ha a magassag kiilonb6z6, a talca vagy a csik
nem megfeleléen érintkezik a PCR-készlilék flitott fedelével, ami gyenge vagy sikertelen PCR-amplifikaciét okozhat.

PCR-paraméterek

Az aldbbi PCR-paramétereket kell hasznalni. Gondoskodjon arrdl, hogy a ramp- (felfiitési/hlitési) sebesség legalabb
1 Celsius-fok legyen masodpercenként, és kapcsolja be a fedélfiitési funkcidt! A teljes haszndlati utasitasért lasd a
termocycler gydrtéjanak felhasznaléi kézikonyvét! A termocyclereket az American Society of Histocompatibility and
Immunogenetics ([Amerikai Hisztokompatibilitdsi és Immungenetikai Tdrsasdg], ASHI) vagy a European Federation of
Immunogenetics ([Eurépai Immungenetikusok Tdrsasdgal), EFI) akkreditacids szabalyainak megfelel6en kell kalibralni.

Denaturalas 94°C 5 perc

Denaturalas 96°C 15 masodperc 4
Kapcsolddas (annealing) 66°C 50 masodperc 10 ciklus
Meghosszabbitas 72°C 30 masodperc __|
Denaturalés 96°C 15 mésodperc ]
Kapcsolédas (annealing) 64°C 50 masodperc 20 ciklus
Meghosszabbitas 72°C 30 masodperc __|

TARTAS (,HOLD”) 15°C

Gél-elektroforézis

A kovetkezd utasitasok a horizontdlis agardz gél-elektroforézisre vonatkoznak: készitsen el 2% agardz gélt 0,5x TBE
pufferben! Amikor a gél leh(ilt kb. 60 Celsius-fokra, adjon hozza etidium-bromidot a 0,5 ug/ml-es végsé koncentraciod
elérése céljabol! Toltse ki a gélt, és helyezze be a mikrotiter fésiiket (pl. 12x8 cella 9 mm-es sortavolsaggal)! A gél
megszilarduldsa utdn vegye ki a féslket, és ontsén a gélre 0,5x TBE puffert, gy, hogy az befedje a gélt! A talcdkon
vagy a csikokon 1év6 reakcidcelldkbdl tegyen at minimum 5, maximum 10 pl-t a gélen |évé megfelel§ celldba;
jegyezze fel az egyes celldk poziciéjat! 100 bp létra hasznos lehet a méretmeghatdrozashoz. Futtassa a gélt 20 percig
10 V/cm feszliltség mellett!

A készulékre vonatkozd részletekért lasd az elektroforézis késziilék gyartdjanak hasznalati utasitasait! A gélek
megjelenitéséhez képalkotd berendezésként UV-transzilluminatoros UV-géldokumentdcids rendszert kell hasznalni.

C€ C€
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Az e haszndlati utasitdas 6. oldalan taldlhatd Mintaadat tablazat segitségével jegyezze fel az eredményeket!
Amennyiben SSPGo termékekbdl szarmazd PCR- vagy DNS-szennyez&dés all fenn, 187 bp méretl amplikon figyelhetd
meg. Ett6l eltéré méretli foltok vagy savok megjelenése szintén PCR-szennyez&désre utalhat, a 100 bp-nal kisebb
kiterjedés(i primer-dimer és egyéb primer extenzids képz6dményeket azonban figyelmen kivil kell hagyni. A
higitéminta esetében kapott pozitiv eredmény azt jelzi, hogy a minta esetében végzett genotipizalas érvénytelen, és
mas reagensek felhasznalasaval masik DNS-mintaval meg kell ismételni.

Tesztellen8rzés: egy Biofortuna készletbdl szarmazé PCR-amplikont el@szor higitatlan, majd 1x10" - 1x10" ardnyu
higitasokban vizsgaltunk az NTC teszttel. Az amplikon kimutathaté volt maximum 1x10™ aranyu higitasokban.

A gDNS-t elGszor 100 ng/pl-es higitasban, majd 1x10" - 1x10™ aranyu higitasokban vizsgaltuk az NTC teszttel. A DNS
kimutathaté volt maximum 1x10° aranyu higitasokban.

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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Ajanljuk, hogy ezt a mintaadatlapot felhaszndlas el6tt fénymasolja le, mivel a NTC készlet 96 minta
(tizenkét csik / nyolc vizsgalat) vizsgalatara elegendd.

1. minta leirdsa:

2. minta leirasa:

3. minta leirasa:

4. minta leirasa:

5. minta leirasa:

6. minta leirasa:

7. minta leirasa:

8. minta leirasa:

NTC mintaadat

Reakcidcella | Festék Mintaazonositd Vizsgalat ideje Eredmény
[
2 Lila
3 Lila
4 Lila
5 Lila
6 Lila
7 Lila
8 Lila
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Vizsgdlatok szama

Olvassa el a hasznalati utasitasokat!
Gyartas helye

In vitro diagnosztikum

Y RG]

Lejarat napja

30 ot
4c /ﬂf Tarolasi h6mérséklet
Tételszam
REF

Kataldgusszam

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
Ceské: Preklady k dispozici
Danske: Tilgengelige oversaettelser
‘EAAnvec: Sla0éotueg petadpaoelg
Magyar: Forditas rendelkezésre all
Norske: Oversettelser tilgjengelig
Polska: Dostepne ttumaczenia
Portugués: Tradugdes disponiveis
Poccuto: MepeBoabl AOCTYMNHbI
Slovenskému: Preklady k dispozicii

Turk: Ceviriler mevcut

Svenska: Oversittningar tillgingliga

www.biofortuna.com
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