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Biofortuna SSPGo No Template Control (NTC) Kiti, timlesik NTC icermeyen Biofortuna SSPGo kitleriyle birlikte
kullanilmak Gzere tasarlanmis, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) amplikon kontaminasyonuna yonelik tamamlayici
testler igerir.

PCR, o6nceki bir PCR'den gelen DNA amplikonu ile kontaminasyona duyarli, hassas bir tekniktir. Kontaminasyon,
sonraki PCR'lerde yanlis pozitif amplifikasyona yol acgabilir, bu da hatali genotiplemeye neden olabilir. PCR amplikonu
reaktifler ve numunelerin yani sira pipetler gibi laboratuvar donanimlarini kontamine edebilir. Reaktifler ve
donanim, kontaminasyon isaretleri agisindan dizenli olarak izlenmelidir. NTC testi, bir test numunesi icin kullanilan
DNA dilGientinde bulunan potansiyel PCR veya DNA kontaminasyonunu tespit etmek icin kullanilir.

Her SSPGo No Template Control kiti, dondurularak kurutulmus PCR tamponu, polimeraz ve HLA-DRA genine 6zgi
primerler iceren 8 PCR reaksiyonlu 12 seritten olusur ve insan genomik DNA'sindan veya amplifiye edilmis DNA'dan
187bp amplikon dretir. Tim Biofortuna kitlerinde dahili kontrol olarak DRA amplikonundan yararlanildigi igin,
Biofortuna SSPGo kitlerinin kullanimindan kaynaklanan her tirli kontaminasyon DRA geni ko-amplifikasyonu
icerecek ve NTC test primerleri tarafindan tespit edilecektir.

e Her biri 6nceden dagitilmis ve dondurularak kurutulmus 10ul primer, polimeraz, dNTP'ler* ve tampon iceren
8 PCR reaksiyonlu 12 serit. Sekiz reaksiyon seridi formati asagida gosterilmistir.

Reaksiyon | Boya Kullanim
1 Sablonsuz Kontrol: Numune 1
2 Mor | Sablonsuz Kontrol: Numune 2
3 Mor | Sablonsuz Kontrol: Numune 3
4 Mor | Sablonsuz Kontrol: Numune 4
5 Mor | Sablonsuz Kontrol: Numune 5
6 Mor | Sablonsuz Kontrol: Numune 6
7 Mor | Sablonsuz Kontrol: Numune 7
8 Mor | Sablonsuz Kontrol: Numune 8

12x8 PCR kapagi

1x kullanim talimatlari

1x Analiz Sertifikasi

MSDS www.biofortuna.com adresindeki Biofortuna web sitesinden indirilebilir. Web sitesinden
indiremiyorsaniz litfen yerel dagitimcinizla iletisim kurun.

*CleanAmp™ dNTP'ler, Biofortuna SSPGo drinlerinde kullanim igin Trilink Biotechnologies Inc ruhsatina sahiptir.
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e Uygun pipetleyiciler ve steril uglar, 6rn. 10ul'lik filtre uglarina sahip P10 pipetleyici.

e DNA izolasyon kiti/donanimi.

e UV spektrofotometresi.

o Steril molekiler kalitede su.

o Isitilmis kapakh 96 kuyulu termal déngli. Biofortuna kitlerde kullanilan PCR plakalari ve tiipleri, MJ Research
PTC-100, PTC-200, Hybaid MBS ve Techne TC-512 termal donguleri dahil olmak (zere, piyasadaki termal
dongiilerin biyidk bir kismi ile kullanilmak Gzere valide edilmistir. Farkli modeller kullanici tarafindan tekrar
validasyon yapilmasini gerektirebilir.

e Jel elektroforez reaktifleri (agaroz, 0.5x TBE, 1000bp DNA molekiiler agirlik markéri, 10mg/ml Etidyum Bromdir).

e Jel elektroforez donanimi (jel depolari, gli¢ beslemesi, UV transilliminatorli jel doklimantasyon sistemi).

e Testler yalnizca uygun egitimi almis personel tarafindan yapiimahdir.

Tum reaktifleri lyi Laboratuvar Uygulamasi uyarinca isleyin.

PCR 6ncesi ve sonrasi alanlari birbirinden ayri tutun. PCR sonrasi malzemeleri PCR 6ncesi alana geri getirmeyin.

Biyolojik Tehlike Uyarisi: Tim kan Grlinlerini potansiyel enfeksiy6z olarak isleyin.

Biyolojik Tehlike Uyarisi: Etidyum Bromiir potansiyel bir karsinojendir. Bu maddeyi kullanirsaniz, daima eldiven,

laboratuvar 6nliGgl ve koruyucu gozlik kullanin.

e Biyolojik Tehlike Uyarisi: UV kaynaklari kullanirken dikkatli olun, daima eldiven, laboratuvar 6nligi ve koruyucu
gozliik kullanin. Asla UV 1sik kaynagina dogrudan bakmayin.

e Malzeme Guvenlik Bilgi Formlarina www.biofortuna.com adresinden ulasabilirsiniz.

Biofortuna SSPGo kitleri 4-30 °C'de saklanabilir. PCR kaplari folyo torbalardan cikarildiktan sonra, reaktifler 3 saat
icinde numune ile rehidrasyona tabi tutulmalidir. Son kullanma tarihi icin ambalaja bakin. Ambalajda basil tarih
gectikten sonra Grilinleri kullanmayin.

Folyo torba yirtilmis ya da delinmisse kitleri kullanmayin.

PCR amplifikasyonu sirasinda buharlasmaya neden olabileceginden, DNA ekledikten sonra PCR kaplarinin sikica
kapatildigindan emin olun. Kenarlara ve koselere 6zellikle dikkat edin.
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Not:
PCR pipetleri siklikla kontaminasyona yol acabilen bir kaynak olup bu NTC testi de dahil olmak lzere, PCR
reaksiyonlarina numune yiklemek i¢in kontaminasyon icermedigi bilinen bir pipet kullaniimasi tavsiye edilir.

1. Folyo torbayi agin ve uygun sekilde etiketleyin; bir serit bir ila sekiz numuneyi test etmek igin kullanilabilir. PCR
reaksiyonlari acildiktan sonra 3 saat icinde kullaniimalidir.

2. Genotiplenen her DNA numunesi i¢in, NTC seridinin reaksiyonlarindan birine su veya kullanilan dilientten 10pl
ekleyin.

3. Pozitif bir kontrol gerekirse, 10ul miktarinda 10ng/l insan genomik DNA'si kullanin. Bu, 187bp'lik bir pozitif test
amplikonu verecektir.

4. Reaksiyonlara tedarik edilen kapaklari takin ve asagida gosterilen standart SSPGo PCR parametreleriyle isleme
devam edin.

YENIDEN SUSPANSIYON NOTU: Tepsinin folyo posetten cikarilmasini izleyen 3 saat icinde PCR karisimlarinin
numunelerle yeniden siispansiyon haline getirilmesini saglayin.

PCR PLAKASI/SERIDI YUKSEKLIK PROFILI NOTU: Plakalarin ve seritlerin yiikseklik profilinin, ayni PCR makinesine
yerlestirildiklerinde esdeger olmasi tavsiye edilir. Farkh yiikseklik profilleri PCR makinelerinin isitilan kapagiyla yeterli
temas saglanmamasina neden olabilir. Bu da, yetersiz ya da basarisiz PCR amplifikasyonuna yol agabilir.

PCR Parametreleri

Asagidaki PCR parametreleri kullanilmalidir. Yikselme hizlarinin saniyede en az 1 °C olmasini saglayin ve isitilan
kapagi etkinlestirin. Tim kullanim talimatlarini gormek icin, litfen termal dongi Ureticisinin kullanim kilavuzuna
bakin. Termal dongiiler, American Society of Histocompatibility and Immunogenetic (ASHI) veya European
Federation of Immunogenetics (EFI) akreditasyon kurallari uyarinca kalibre edilmelidir.

94 °C'de 5 dakika denatiire edin

96 °C'de 15 saniye denatire edin  <—

66 °C'de 50 saniye sertlestirin 10 dongi
72 °C'de 30 saniye genisletin

96 °C'de 15 saniye denatiire edin 4

64 °C'de 50 saniye sertlestirin 20 dongii
72 °C'de 30 saniye genisletin ]

15 °C'de BEKLETIN

Jel Elektroforezi

Bu talimatlar yatay agaroz jel elektroforezi igin gegerlidir:  0.5x TBE tamponu iginde %2'lik agaroz jel hazirlayin. Jel
soguyarak yaklasik 60 °C'ye distiginde, 0.5 pug/ml'lik nihai konsantrasyona sahip olacak sekilde etidyum bromdir
ekleyin. Jeli eritin ve icine mikrotitre bicimlendirme taraklari sokun (6rn. 9 mm bosluklu 12x8 kuyu). Katilastiktan
sonra taraklari ¢ikarin ve jeli 0.5x TBE tamponu ile kaplayin. Her bir tepsi ya da serit reaksiyonundan en az 5 pl, en
fazla 10 pl'lik bir miktari, her reaksiyonun pozisyonuna dikkat ederek, jel izerindeki ilgili kuyuya aktarin. 100 bp'lik
bir merdiven, boyutun belirlenmesine yardimci olabilir. Jeli 20 dakika boyunca 10 V/cm'de calistirin.

Ozel donanim ayrintilari igin elektroforez sisteminizin (reticisinin kullanim talimatlarina bakin. Jeller, UV
transilliminatorla bir UV jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak gortintiilenmelidir.
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Bu Kullanim Talimatlarinin 6. sayfasinda bulunan numune kayit tablosunu kullanarak sonuglari kaydedin. SSPGo PCR
kontaminasyonu veya DNA kontaminasyonu varsa 187bp'lik bir amplikon goézlemlenecektir. Farkh boyutlardaki
herhangi bir smear veya bant da PCR kontaminasyonuna isaret edebilir, fakat 100bp'den kiicik primer-dimer ve
diger primer genisleme artifaktlari gbz ardi edilmelidir. Herhangi bir dilient numunesi igin pozitif bir sonug, numune
genotiplemesinin gecersiz oldugunu ve farkh reaktifler kullanilarak baska bir DNA numunesiyle tekrarlanmasi
gerektigini gosterir.

Tetkik testi: Seyreltiimemis amplikon ve ardindan 1x10" ile 1x10" arasi diliisyonlar tizerinde bir Biofortuna Kitinden
alinan PCR amplikonu kullanilarak NTC Testi yapilmistir. 1x10™ de dahil olmak iizere, bu degere kadar cikan
diliisyonlarda amplikon tespit edilmistir.

100ng/ul'deki gDNA (izerinde ve ardindan 1x10* ile 1x10"™ arasi diltisyonlar tizerinde NTC Testi yapiimistir. 1x10°
degerine kadar gikan dillisyonlarda DNA tespit edilmistir.

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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NTC Kiti 96 numune icin yeterli teste sahip oldugu icin (sekiz teste ait on iki serit), kullanimdan 6nce bu numune kayit
sayfasinin fotokopisinin ¢ekilmesi tavsiye edilir.

Numune 1 Tanimi.

Numune 2 Tanimi.

Numune 3 Tanimi.

Numune 4 Tanimi.

Numune 5 Tanimi.

Numune 6 Tanimi.

Numune 7 Tanimi.

Numune 8 Tanimi.

NTC Numune kaydi

Reaksiyon | Boya Numune ID'si Test tarihi Sonug
1 -
2 Mor
3 Mor
4 Mor
5 Mor
6 Mor
7 Mor
8 Mor
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