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BIOFORTUNA"

— SSPGo

Navod k pouiiti pro soupravy Biofortuna SSPGo™ HLA Typing Kits
Verze ze 4. cerven 2011.

Biofortuna HLA SSPGo Kits jsou kvalitativni soupravy zaloZzené na analyze DNA pro stanoveni HLA alel bud pomoci
soupravy s ,vysokym rozliSenim®, nebo pomoci soupravy pro skupinové specifickou amplifikaci alel se ,stfednim
rozlisenim®. Bézna definice stfedni Urovné rozliseni je takova, Ze vétsina vysledk( je pfi ném jasné uréena na Urovni
dvou dislic; napf. DQB1*02, DQB1*05 atd. Vysoké rozliseni je obecné definovano tak, Ze je vétSina alel uréena na
urovni ¢tyr Cislic, jako napf. DQB1*02:01, DQB1*05:01 atd. Tento produkt je uréen pro diagnostické ucely in vitro
a pouzivat ho mohou pouze vyskoleni pracovnici.

Molekuly HLA hraji klicovou roli v imunitni odpovédi a rozpoznavani vlastnich a cizich molekul, a v disledku toho je
genotypizace HLA a urceni HLA shody povinné pred vétSinou provadénych transplantaci. Antigeny HLA omezuji
specificitu T-buikami pfenasené imunitni odpovédi a genotypizace HLA je pfinosnym vyhleddvacim nastrojem
mnoha imunitnich poruch nebo imunitnich odpovédi na patogeny, vakcinaci nebo medikamentdzni Iécbu.
Genotypizaci HLA Ize také pouZit k potvrzeni diagndézy onemocnéni, u kterych alely HLA vyznamnym zpUsobem
souviseji se stavem onemocnéni.

Vétsina genli HLA je vysoce polymorfnich a pro presné stanoveni antigend HLA se obecné vyZaduje DNA
genotypizace. Genotypizace pomoci PCR reakce vyuZivajici primery specifické pro sekvenci (SSP - Sequence-Specific
Primers)' je rychld metoda genotypizace HLA vhodna zejména v situacich, kdy je poZadovéna stfedni Grover
rozliseni. U souprav Biofortuna SSP jsou vSechny reakce provadény v suchém stavu, véetné polymerazy, takze jediné,
co musi uZivatel pred PCR udélat, je pfidat DNA.

Vénujeme maximalni Usili tomu, aby byly soupravy aktualizovany v souladu s IMGT HLA. Aktualizace souprav jsou
k dispozici na webové strance www.biofortuna.com.

PCR SSP je zaloZena na principu, Ze k amplifikaci dojde pouze u primerd, které se budou zcela shodovat s 3’ koncem
cilové sekvence. Neshodné primery neposkytnou pozitivni produkt amplifikace.” Par primer( interni kontroly, ktery
amplifikuje konzervovanou oblast housekeeping genu, je obsazen v kazdé PCR reakcni smési; par primerl interni
kontroly je indikatorem integrity PCR reakce. Genotypizace SSP obecné vyuziva nékolikanasobnych reakci, které pfi
spoleéné analyze indikuji genotyp. Vizualizace produktl amplifikace Ize dosdhnout pomoci elektroforézy na
agardzovém gelu, ktera separuje fragmenty DNA podle velikosti.
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e 10-40x polypropylenové PCR panely nebo prouzky, které obsahuji 1-96 PCR jamek (podle typu soupravy), kazda
jamka obsahuje 10 pl predem nadavkovanych lyofilizovanych primerd, polymerazy, dNTP* a pufru. Testy nebo
prouzky jsou baleny jednotlivé ve félii.

e 1xnavod k pouziti.

e Interpretaéni tabulky, MSDS (bezpecnostni listy) a Sarzovy certifikat vydany vyrobcem (Certificate of Analysis)
Ize ziskat na webové strance spoleCnosti Biofortuna www.biofortuna.com. Pokud nemate moZnost tyto
dokumenty stdhnout z webové stranky, kontaktujte prosim lokalniho distributora.

*CleanAmp™ dNTP podléhaji licenci spolecnosti Trilink Biotechnologies Inc se svolenim k pouzZiti v produktech
Biofortuna SSPGo.

* Vhodné pipety a sterilni Spi¢ky, napf. pipeta P10 s 10ul filtracnimi Spickami.

* Souprava / vybaveni pro izolaci DNA.

e UV spektrofotometr.

e Polypropylenové zkumavky.

e Sterilni voda pro molekuldrné-biologické aplikace.

e Uzaveéry nebo félie pro uzavieni PCR. (Uzavéry prouzkll jsou dodavany v soupravach se stripy zkumavek)

e 96 jamkovy termocykler s vyhfivanym vikem. Desticky a zkumavky PCR pouzité v soupravach spole¢nosti
Biofortuna byly validovany pro poufZiti s vétSinou termocyklerd na trhu, véetné termocyklerd 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 000bp DNA ladder (velikostni marker), roztok
ethidiumbromidu 10 mg/ml].

* Vybaveni pro gelovou elektroforézu (elektroforetické vany a ramecky s gelem, sitovy zdroj, gelovy
dokumentadni systém s UV translumindtorem).

e Pro diagnostické ucely in vitro.

e Test mUZe provadét pouze nalezité vyskoleny pracovnik.

e Vsechny vysledky typizace musi ovéfit kvalifikovany pracovnik, a pokud jsou vysledky pouzity pro klinické
rozhodovani, musi byt potvrzeny pomoci jinych metod typizace.

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

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

e Varovani tykajici se biologického rizika: Se vSemi produkty krevniho plvodu zachazejte jako s potencialné
infekénimi.

e Varovani tykajici se biologického rizika: Ethidiumbromid je potencidlni karcinogen. Pfi jeho pouZiti vidy
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 Bezpecnostni listy jsou k dispozici na webové strance www.biofortuna.com.

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

Soupravy, jejichZ obal je posSkozeny, nepouzivejte.
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Zajistéte, aby byly PCR jamky po nadavkovani DNA ddkladné utésnény, nebot béhem PCR amplifikace by mohlo dojit
k odparovani. Zvlastni pozornost vénujte okrajim a rohim.

Pozadavky na vzorky DNA

Vsechny reakce testu se optimalné pouzivaji s 50—-100 ng DNA, ale rehydrataci kazdé reakce je nezbytné provést
pfesné s 10 pl kapaliny. Test Ize tedy provést tak, Ze se pouzije 10 upl DNA o koncentraci
5-10 ng/ul nebo lze nejdfive nadavkovat objem vody, ktery umozni nadavkovat DNA o vyssi koncentraci, napf. se
nadavkuje 9 pl vody a poté se prida 1 ul DNA o koncentraci 50-100 ng/ul. Jelikoz heparin maze inhibovat PCR reakci,
nedoporucuje se provadét extrakci DNA z heparinizovanych vzork( krve. Hodnota ODyep/250 Vzorku DNA se musi
nachdzet v rozmezi 1,6-2 naméreném UV spektrofotometrii.

Pokyny pro postup pired PCR

i.  Vyjméte panel nebo prouzek SSPGo z uzavieného obalu.

ii. Poznameneijte si Cislo Sarze, Cislo produktu a verzi metody.

iii. Prvni reakce kazdého testovaného lokusu ma vidy cervenou barvu v porovndni se zbytkem soupravy.

iv. Nékteré PCR panely obsahuji v posledni jamce integrovanou fialové zbarvenou ,kontrolu bez templatu” -
negativni kontrolu.

V. Pomoci sterilniho vybaveni napipetujte 10 ul roztoku DNA do jednotlivych reakci v panelu nebo prouzku. Viz
poznamka v oddilu 8 - PoZzadavky na vzorky DNA. Pokud panel obsahuje integrovanou fialové zbarvenou
ykontrolu bez templatu”, napipetujte do néj 10 ul roztoku na tedéni vzorkll (bez DNA). Viz oddil 8 -
Poznamka pro kontrolu bez templatu.

vi.  Zajistéte, aby v kazdé reakci byla DNA pred teplotnim cyklem v kontaktu s reagenciemi v suchém stavu. Je
mozné, Zze bude nutné provést kratké odstredéni, aby bylo zajisténo, Ze veskery roztok DNA byl v kontaktu s
reagenciemi v suchém stavu.

vii. Utésnéte reakce kryci félii nebo uzadvéry pro PCR zkumavky. Fdlie co nejlépe utésnéte, abyste predesli
odparovani. Zvlastni pozornost vénujte okrajim a rohdm.
viii.  Vlozte panel nebo prouzky pfimo do termocykleru. Ujistéte se, Ze jamky jsou zcela vloZeny do bloku a viko je

zcela stlacdeno. V opacném pripadé muize dojit k individudlnimu selhani PCR reakce. U nékterych modell
pristroji pro PCR reakci miZe byt pro efektivni stlaceni produktu v bloku nutné pouzit kompresni podlozky
nebo bloky.

ix.  Spustte program pro PCR reakci (viz parametry PCR).

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

POZNAMKA PRO KONTROLU BEZ TEMPLATU: Nékteré soupravy obsahuji kontrolu bez templatu (NTC - No Template
Control) jako posledni reakci desticky. Tato reakce obsahuje fialové barvivo, aby ji bylo mozné rozeznat od ostatnich
reakci, a jeji pritomnost v soupravé je také uvedena v pfiloZzenych interpretacnich tabulkdch. NTC je navrZena pro
detekci kontaminace reakce PCR nebo genomové DNA v soupravach Biofortuna SSPGo, ktera muze byt pfitomna ve
vodé pouzivané k resuspenzi DNA. V pripadé kontaminace PCR reakce budou pozorovany amplikony rGznych
velikosti. Pokud bude kontaminovdana genomova DNA, bude pozorovan amplikon o velikosti 187 bp.

POZNAMKA TYKAJICI SE VYSKY PROFILU DESTICEK / PROUZKU PCR: Doporuduje se, aby vyska profilu desti¢ek
a prouzkd byla shodnd, pokud jsou vloZeny ve stejném pfistroji pro PCR reakci. Rozdil vysky profild mize mit za
nasledek nedostatec¢ny kontakt s vyhfivanym vikem pfistroje pro PCR reakci. MUzZe tak dojit k nedostatecné
amplifikaci PCR nebo k jejimu selhani.
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Parametry PCR reakce

PouzZivejte nasledujici parametry PCR reakce. Ujistéte se, Ze rychlost ndbéhu je nejméné 1 °C za sekundu, a zapnéte
vyhrev vika. Kompletni pokyny k poufZiti jsou uvedeny v uZivatelské pfiruc¢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

Denaturace pfi teploté 96 °C po dobu 15 sekund €]

Anelace pfi teploté 66 °C po dobu 50 sekund 10 cykll
Extenze pfi teploté 72 °C po dobu 30 sekund |

Denaturace pfi teploté 96 °C po dobu 15 sekund 4

Anelace pfi teploté 64 °C po dobu 50 sekund 20 cykld
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% agarézovy gel v 0,5x TBE
pufru. Jakmile je gel schlazen pfiblizné na 60 °C, pfidejte ethidiumbromid, aby jeho konecnd koncentrace byla
0,5 pug/ml. Nalijte gel a vlozte hfebeny pro vytvofeni mikrotitracnich jamek (napf. 12 x 8 jamek s 9mm mezerami). Po
ztuhnuti vyjméte hifebeny a ponofte gel do roztoku 0,5x TBE pufru. Pfeneste minimalné 5 pl 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 mlzZe byt uZitecny 100bp ladder (velikostni marker). Gelovou elektroforézu provadéjte po dobu 20 minut
rychlosti 10 V/cm.

Podrobnosti tykajici se specifického vybaveni jsou uvedeny v navodu k poufZiti od vyrobce elektroforetického
systému. Gel zobrazte pomoci UV dokumentacniho systému pro gel s UV transluminatorem.

Soupravy SSPGo byly navrzeny tak, aby bylo moZné stanovit vysledky manualné pomoci interpretacnich tabulek,
které jsou k dispozici na webové strance www.biofortuna.com. Pokud mate potiZze s pfistupem na webovou stranku,
kontaktujte prosim lokalniho distributora.

Pfipojte snimek gelu k odpovidajici interpretacni tabulce tak, aby souhlasilo ¢islo a verze soupravy. Vyhodnotte
zobrazeni gelu. Kazda reakce by méla obsahovat pozitivni kontrolni prouzek. Pouzivejte interpretaéni tabulky, nebot
u rdznych produktll SSPGo mlzZe mit rznou velikost. Prouzky internich kontrol se mohou objevit jako mnohem slabsi
neZ pfitomné prouzky specifické pro alely. Pokud je pfitomen prouzek specificky pro alelu, nikoli vsak prouzek
kontroly, je tfeba vysledek také povazovat za pozitivni. Prouzkim mensim neZ 70 bp nevénujte pozornost, nebot se
jednd o volné primery.

Urcete pozitivni reakce. Pozitivni reakce jsou indikovany pfitomnosti prouzkli ocekdvané velikosti, které jsou
uvedeny v interpretacnich tabulkdch. V dané reakci mlzZe byt vice neZ jedna velikost produktu - jednad se
o multiplexni reakce, které jsou uvedeny v interpretacnich tabulkach.

Pozitivni reakce porovnejte s interpreta¢nimi tabulkami. Pozitivni vysledek v reakci indikuje pfitomnost nejméné
jedné z alel uvedenych u této reakce v interpretacni tabulce. Dand alela mizZe byt amplifikovdana v nékolika
zkumavkach - pokud je alela ptitomna, mély by byt pozitivni vSechny relevantni reakce.
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Prouzek
kontroly
Smér
Prouzek ﬂ elektroforézy
specificky
pro alelu

Obr. 1 Priklady pozitivnich reakci indikovanych pritomnosti prouzkd specifickych pro alely a prouzkd kontrol
(reakce 1-3); negativnich reakci indikovanych pritomnosti prouzkl kontrol, ale nepfitomnosti prouzkd specifickych
pro alely (reakce 4-7) a selhani reakce indikované nepritomnosti jakéhokoli prouzku (reakce 8).

Ujistéte se, Ze verze soupravy odpovida verzi interpretacni tabulky.

Kvalita kazdé SarZe SSPGo je kontrolovdna pred uvolnénim produktu spolecnosti Biofortuna z vyroby. Vzorky
jednotlivych sarZi souprav jsou kontrolovany vzhledem k definovanému panelu se vzorky DNA lidského plvodu, aby
byla zajisténa spravna funkénost. Kazda reakce byla validovdna nejméné se 48 vzorky dobfe charakterizovanych
bunécnych linii DNA. Spole¢nost Biofortuna doporucuje, aby kaZzda laboratof provedla interni validaci novych
produktl pouZivanych k typizaci pred jejich pouzitim pro klinické vzorky. Typizaci pro diagnostické ucely mize
provadét pouze plné vyskoleny a kvalifikovany pracovnik a vysledky musi byt zkontrolovany jinym vyskolenym
pracovnikem.

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.

Pocet testu

Zastupce v zemich Evropského spolecenstvi
Prostudujte si ndvod k pouziti

Misto vyroby

Diagnosticky prosttedek in vitro

Datum expirace

4. 4% Teplota skladovani

Lot Cislo sarze
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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
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FranCaise: Traductions disponibles
Deutsch: Ubersetzungen verfiigbar
Espafiol: Traducciones disponibles
Italiano: Traduzioni disponibili
Cesky: Preklady k dispozici
Danske: Tilgengelige oversaettelser
‘EAAnvec: SlaBéotueg petadpaoelg
Magyar: Forditasok

Norske: Oversettelser tilgjengelig
Polska: Dostepne ttumaczenia
Portugués: Tradugdes disponiveis
Poccuio: MNepeBoabl AOCTYMNHbI
Slovensky: Preklady k dispozicii

Turk: Ceviriler mevcut

Svenska: Oversittningar tillgéngliga

www.biofortuna.com
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Problém Pravdépodobna pfricina Napravné opatreni

Pfi Zadné reakci Nespravna koncentrace Zmérte mnozstvi DNA a zajistéte, aby bylo pfi kazdé
nedoslo k amplifikaci pouZité DNA reakci pridano v objemu 10 pl celkem 50-100 ng DNA.
Ve vzorku DNA jsou pritomny | NepouZivejte heparinizovanou krev, a pokud tak nelze
inhibitory PCR reakce ucinit, extrahujte DNA z promytych intaktnich lymfocytd,
takZe heparin nebude v kontaktu s DNA.

Byly popsany postupy pro pouZiti heparinazy
k odstranéni heparinu ze vzork( DNA.

Provedte znovu extrakci DNA. Viz ndvod k pouziti od
vyrobce soupravy k extrakci DNA.

Nizka kvalita pouzitych vzork(i | Zméfte kvalitu DNA. Hodnota poméru A260/A280 pfi
DNA UV spektrofotometrii se musi nachdzet v rozmezi
1,6-2,0.

Zajistéte, aby byla DNA pred pouzitim zcela
resuspendovana.

Reagencie nejsou zcela Zajistéte, aby byly pelety pfed ptidanim DNA zcela
resuspendovany rehydratovany. V pfipadé potreby desticku kratce
odstredte.

Zajistéte, aby bylo pro kazdou reakci pouZito

10 pl roztoku DNA.

Termocykler nebyl spravné Zajistéte, aby byl program PCR zadan spravné podle
nastaven navodu k poufziti.

Ujistéte se, Ze vyhtivané viko termocykleru je usazeno
a dostatecné utésnéno.

Dalsi pokyny jsou uvedeny v navodu k pouZziti
termocykleru.

Problémy tykajici se Ujistéte se, Ze je do elektroforetické komory pfivadén
elektroforézy elektricky proud - zkontrolujte sitovy zdroj a vycistéte
elektrody.

Pouzijte gel v 0,5x TBE pufru.

Zajistéte, aby byl pouzivan Cerstvy roztok 0,5 pg/ml
ethidiumbromidu.
Ovéfite, Ze je pfi zobrazeni gelll UV zafeni dostatecné.

Pro dalsi pokyny nahlédnéte do navod( od vyrobce
elektroforetické vany a ramecku s gelem a sitového
zdroje.
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wvrve

Problém Pravdépodobna pfricCina Ndapravné opatreni

P¥i Zadné reakci Panely nejsou spravné Nedostatecné utésnéni panelll mlze vést k odparovani
nedoslo k amplifikaci utésnény béhem PCR. Spolecnost Biofortuna dodava doporucené
kryci folie (¢islo produktu BF-40-11).

Ujistéte se, Ze vSechny jamky jsou nalezZité utésnéné.
Zvlastni pozornost vénujte utésnéni jamek na okrajich
PCR panelu nebo prouzku.

Nahodné chyby pFi Chyby tykajici se gelu Ujistéte se, Ze vSechny jamky byly do gelu nadavkovany
zaznamu kontrol ve spravném poradi a do viech jamek byl nadavkovan
a/nebo amplikont stejny objem PCR reakci.

specifickych pro alely

Nakalibrujte pipety podle navodu k pouZiti od vyrobce.

Zkontrolujte, Ze se jamky v gelu ndlezité utvofily.
Hrebeny odstranujte opatrné, abyste neroztrhli dna
jamek.

Pfed nanesenim gelu se ujistéte, Ze agardza je zcela
rozpusténa.

Ujistéte se, Ze elektroforéza v gelu neprobiha pfilis
dlouho, nebot mensi amplikony by mohly pretéct pres
konec.

Zajistéte dostatecné dlouhou elektroforézu v gelu, aby
mohlo dojit k separaci prouzkd.

Pouzijte Cerstvy roztok ethidiumbromidu.

Problémy tykajici se Selhani metody, zejména podél okraji, mlze byt
termocykleru zpUsobeno nedostatecnym utésnénim vika. To mliZe vést
k odpareni a kondenzaci PCR reakce v horni poloviné
nadobky pro PCR reakci, takZe je PCR reakce
nedostatecna.

Pfi udrzbé a kalibraci termocykleru postupujte presné
podle pokyni od vyrobce.

Podle navodu k pouziti zkontrolujte, zda jsou parametry
PCR spravné.

Problémy tykajici se Ujistéte se, Ze vSechny jamky jsou ndlezZité utésnéné.
odparovani Zvlastni pozornost vénujte utésnéni jamek na okrajich
PCR panelu nebo prouzka.

Ujistéte se, Ze je zapnut vyhrev vika a Ze je viko
dostatecné stlaceno. Spole¢nost Biofortuna dodava
doporucené kryci félie (¢islo produktu BF-40-11).
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Ndapravné opatreni

Nahodné chyby pFi
zaznamu kontrol
a/nebo amplikont
specifickych pro alely

Sporadicka selhani zplsobena
problémy s DNA

DNA neni pfitomna: Zajistéte, aby byla DNA pfitomna ve
vSech jamkach.

Nesprdvny objem: Zajistéte, aby bylo do kazdé reakce
pridano 10 pul roztoku DNA.

Pridano prilis mnoho DNA: Koncentrace vyssi nez 200 ng
mUiZe zpUsobit selhani PCR reakce.

Kontaminace DNA muzZe zpUsobit sporadické nebo
rozsahlé selhani amplifikace.

Rozmazané zobrazeni
gelu

Zkontrolujte koncentraci a Cistotu DNA. Pridavek velkého
mnozstvi DNA do PCR reakci miZe zpUsobit rozmazané
zobrazeni gelu.

Slaba amplifikace

Problémy tykajici se
koncentrace DNA

Zkontrolujte, zda koncentrace DNA neni pfilis vysoka
nebo pfilis nizka. Nadavkujte 100 ng DNA v 10 pl na
reakci.

Problémy tykajici se
termocykleru

Pfi udrzbé a kalibraci termocykleru postupujte presné
podle pokyni od vyrobce.

Podle navodu k pouziti zkontrolujte, zda jsou parametry
PCR spravné.

Chyby tykajici se gelu

Zajistéte, aby byl nadavkovan stejny objem v rozmezi
5-10 pl pro kazdou reakci.

Nakalibrujte pipetu podle ndvodu k pouZiti od vyrobce.

PouZijte Cerstvy roztok ethidiumbromidu.

Nespecificka
amplifikace
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Problémy tykajici se
koncentrace DNA

Zkontrolujte, zda koncentrace DNA neni pfilis vysoka
nebo pfilis nizka. Nadavkujte 50-100 ng DNA v 10 pul na
reakci.

Reakce jsou v nespravném
poradi

Zkontrolujte potadi PCR a pofadi fad v gelu.

Predejdéte fyzickému preteceni sousedicich jamek pfi
elektroforéze tim, Ze je nebudete prepliiovat, a pred
vyjmutim hieben( se ujistite, Ze gel je jiz pevny.

Byla identifikovdna nova alela

V novych amplifikacnich vzorech (pattern) mohou byt
pfitomny alely, které dosud nebyly sekvenovany. Pokud
pouzivate k interpretaci predchozi verze interpretacnich
tabulek, stahnéte si aktualni verze z webovych stranek
www.biofortuna.com. Pokud novy vzor neobsahuji,
pouZijte jinou soupravu Biofortuna nebo potvrdte
identifikaci sekvence pomoci typizace na zakladé
sekvenci. Dalsi informace vam poskytne technicky
zastupce spolecnosti Biofortuna.
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Ndapravné opatreni

Amplifikacni vzor
(pattern) nelze
interpretovat
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Nesprdvna interpretace
artefaktu jako specifického
prouzku

Vinterpretacnich tabulkach specifickych pro verzi
zkontrolujte spravnou velikost prouzku.

Zkontrolujte, zda vSechny specifické amplifikace maji
spravnou velikost nebo zda byl jako amplifikace chybné
interpretovan artefakt (pfenos, primer dimer).

Reakce jsou v nespravném
poradi

Zkontrolujte poradi PCR a pofadi fad v gelu.

Individualni selhani reakce
PCR

Zkontrolujte, Ze jsou pfitomny vSechny interni pozitivni
kontroly. Provedte interpretaci znovu bez chybéjicich
reakci.

Chybi malé amplikony

Jsou elektroforézou zaneseny pfilis daleko, malé
amplikony pretekly pres konec gelu nebo mimo dosah
ethidiumbromidu nebo jsou rozptyleny vniknutim do
predchoziho vzorku v gelu. Pouzijte podminky pro
elektroforézu, které jsou vhodné pro gelovy systém.

Ve vzorku byla identifikovana
nova alela

PrileZitostné se mohou objevit nové alely poskytujici
amplifikacni vzor (pattern), ktery nesouhlasi

s existujicimi alelami. Kontaktujte prosim lokalniho
distributora.
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