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Vejledning i brug af Biofortuna SSPGo ™ HLA Typing Kits
Version 4, juni 2011.

Biofortuna HLA SSPGo Kits er kvalitative DNA-baserede reagenssaet til pavisning af enten HLA-alleler i
‘hgjoplpsningsseet’ eller gruppespecifikke amplifikationer af alleler i 'middeloplgsningssaet’. Den normale definition
af middeloplgsning er tilfaelde, hvor hovedparten af resultaterne er klart defineret pa tocifferniveau; f.eks. DQB1*02,
DQB1*05 etc. Hgjoplgsning defineres normalt som tilflde, hvor hovedparten af allelerne findes pa fircifferniveauet
f.eks. DQB1*02:01, DQB1*05:01 etc. Dette er et in vitro-diagnostisk produkt, der kun er beregnet til anvendelse af
kvalificeret personale.

HLA-molekyler spiller en vigtig rolle i immunitet og genkendelse af hhv. selv og ikke-selv, og derfor er HLA-
genotypebestemmelse og HLA-matchning obligatorisk inden de fleste former for transplantation. Eftersom HLA-
antigener begraenser specificiteten af T-cellemedieret immunrespons, er HLA-genotypebestemmelse et nyttigt
veerktgj til diagnosticering af immunsygdomme eller immunrespons pa patogener, vaccinationer eller medicinsk
behandling. HLA-genotypebestemmelse kan ogsa anvendes til understgttelse af sygdomsdiagnose, hvis visse HLA-
alleler har vist sig at veere signifikant associeret med sygdomstilstande.

De fleste HLA-gener er yderst polymorfiske, og DNA-genotypebestemmelse er normalt ngdvendig for ngjagtig
pavisning af HLA-antigener. PCR-genotypebestemmelse med SSP (Sequence-Specific Primers)® er en hurtig metode til
HLA-genotypebestemmelse og er isar egnet i situationer, hvor der er behov for middeloplgsning. Biofortuna SSP-
saettene har alle fuldstendige tgrrede reaktioner, herunder polymerase, sa det eneste, brugeren skal ggre inden
PCR, er at tilsaette DNA.

Vi forsgger altid at holde saettene opdateret med de nyeste IMGT HLA-justeringer. Reagenssaetopdateringer er
tilgeengelige pa www.biofortuna.com.

PCR SSP er baseret pa princippet om, at det kun er primere, som har fuldstaendig matchede 3’-terminaler til en
malsekvens, der amplificeres. Forkert matchede primere giver ikke positive amplifikationsprodukter.” Et internt
kontrolprimerpar, der amplificerer en bevaret region pa et husholdningsgen, findes i alle PCR-reaktionsblandinger;
det interne kontrolprimerpar er en indikator af PCR-reaktionens integritet. SSP-genotypebestemmelse anvender
normalt flere reaktioner, som, nar de analyseres sammen, indikerer genotypen. Visualisering af det amplificerede
produkt kan opnas ved brug af agarosegelelektroforesesystemer, der separerer DNA-fragmenterne efter stgrrelse.
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e 10-40x polypropylen-PCR-bakker eller -strips, som bestar af mellem 1 og 96 PCR-beholdere (afhaengig afsaettet).
Hver beholder indeholder 10 pul praedispenserede frysetgrrede primere, polymerase, dNTP’er* og buffer. Hver
test eller strip er pakket enkeltvist i en foliepakke.

* 1 brugsvejledning.

e Fortolkningstabeller, sikkerhedsdatablad og analysecertifikat kan hentes fra Biofortunas websted
www.biofortuna.com. Kontakt den lokale distributgr, hvis det ikke er muligt at hente ovenstdende fra
webstedet.

*CleanAmp™-dNTP’er er givet i licens af Trilink Biotechnologies Inc til brug i Biofortuna SSPGo-produkter.

e Egnede pipettorer og sterile pipettespidser, f.eks. P10-pipettor med 10-pul-filterspidser.

* DNA-isolationssaet/-udstyr.

e UV-spektrofotometer.

e Polypropylenrgr.

e Sterilt vand af molekylzer renhed

e PCR-forseglingsark eller -haetter (striphaetter leveres til seet med striphaetter).

e Termocykler med 96 brgnde og opvarmet lag. De PCR-plader og -rgr, der anvendes i Biofortuna-saettene, er
blevet valideret til brug sammen med de fleste termocyklere pa markedet, herunder MJ Research PTC-100, PTC-
200, Hybaid MBS og Techne TC-512. Andre modeller kraever muligvis yderligere brugervalidering.

* Gelelektroforesereagenser (agarose, 0,5x TBE, 1000bp DNA-molekyleerveegtsmarkgr, 10 mg/ml
ethidiumbromid).

¢ Gelelektroforeseudstyr (geltanke, stremforsyning, geldokumentationssystem med UV-transilluminator).

e Tilin vitro-diagnostisk brug.

* Test ma kun udfgres af kvalificeret personale.

e Alle typebestemmelsesresultater skal verificeres af kvalificeret personale og skal bekraeftes med en anden
typebestemmelsesmetode, hvis de skal danne grundlag for en klinisk beslutning.

e Alle reagenser skal handteres i henhold til god laboratorieskik.

* Prae- og post-PCR-omrader skal holdes adskilt. Overfgr ikke nogen form for post-PCR-materialer til pree-PCR-
omradet.

e Advarsel om biologisk risiko: Alle blodprodukter skal behandles som potentielt smittefarlige.

e Advarsel om biologisk risiko: Ethidiumbromid er et potentielt karcinogen. Anvend altid handsker, kittel og
beskyttelsesbriller ved brug af ethidiumbromid.

e Advarsel om biologisk risiko: Veer forsigtig ved brug af UV-kilder. Anvend altid handsker, kittel og
beskyttelsesbriller. Se aldrig direkte ind i UV-lyskilden.

* Sikkerhedsdatablade findes pa www.biofortuna.com.

Biofortuna SSPGo-sattene skal opbevares ved 4-30 °C. Nar PCR-beholderne fjernes fra foliepakken, skal reagenserne
rehydreres med DNA inden for 3 timer. Se pakken for oplysninger om udlgbsdato. Anvend ikke produkterne efter
den patrykte dato.

Anvend ikke seettene, hvis foliepakken er beskadiget.

Serg for, at PCR-beholderen forsegles teet efter tilseetning af DNA, eftersom der ellers kan opsta fordampning under
PCR-amplifikation. Vaer saerlig opmaerksom pa kanter og hjgrner.
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Krav til DNA-prover

Hver reaktion i testen er optimeret til at anvende mellem 50 og 100 ng DNA, men det er af afggrende betydning, at
hver reaktion rehydreres med ngjagtig 10 ul vaeske. Derfor kan testen udfgres med 10 pl DNA ved 5-10 ng/ul, eller
der kan tilseettes en maengde vand fg@rst for at tillade tilseetning af DNA ved hgjere koncentration, f.eks. 9 pl vand
efterfulgt af 1 pl DNA ved 50-100 ng/ul. Eftersom heparin kan heemme PCR, anbefales det, at DNA ikke udtages fra
hepariniserede blodprgver. DNA-prgvens OD,go280 bor ligge mellem 1,6 og 2, nar den males ved hjelp af UV-
spektrofotometri.

Prae-PCR-vejledning

i.  Tagen SSPGo-bakke eller -strip ud af en forseglet pakke.

ii. Notér lotnummer, produktnummer og analyseversion(er).

iii. Bemaerk, at den fgrste reaktion for hvert testlocus altid er r@d i forhold til resten af seettet.

iv.  Visse PCR-bakker indeholder en lilla NTC-integralreaktion (uden skabelonkontrol) i den sidste brgnd pa
bakken.

v.  Anvend sterilt udstyr til at afpipettere 10 pul DNA-oplgsning i hver reaktion pa bakken eller strippen. Se
bemaerkningen under Krav til DNA-prgver i afsnit 8. Hvis pakken indeholder en lilla NTC-integralreaktion
(uden skabelonkontrol), skal der afpipetteres 10 upl prgvefortyndingsoplgsning (uden DNA) i den. Se
BEMZRKNING OM NTC (NO TEMPLATE CONTROL) i afsnit 8.

vi.  Sgrg for, at DNA'et har kontakt med de tgrre reagenser i hver reaktion inden termocykling. Der kan
anvendes et kort centrifugeringstrin for at sikre, at al DNA-oplgsning har kontakt med de tgrre reagenser.
vii. Forsegl reagenserne med et forseglingsark eller PCR-rgrhaetter. Sgrg for, at forseglingen er sa taet som mulig
for at forhindre fordampning. Vaer saerlig opmaerksom pa kanter og hjgrner.
viii. Anbring bakken eller strippene direkte i termocykleren. Sgrg for, at beholderne er sat helt ned i blokken, og

at laget er helt komprimeret. | modsat fald kan det forarsage fejl i den enkelte PCR. Pa nogle modeller af
PCR-maskiner kan det vaere ngdvendigt at anvende kompressionsplader eller -blokke for at opna effektiv
komprimering af produktet i blokken.

iX. Kgr PCR-programmet (se PCR-parametre).

BEM/ZRKNING OM RESUSPENSION: Sgrg for, at PCR-blandingerne resuspenderes med DNA-prgven inden for 3 timer,
efter at bakken er fjernet fra foliepakken.

BEM/ZRKNING OM NTC (NO TEMPLATE CONTROL): Visse reagenssat indeholder en NTC som den sidste reaktion pa
pladen. Denne reaktion indeholder lilla farvestof for at adskille den fra resten af reaktionerne, og dens
tilstedevaerelse i et reagenssaet er ogsa angivet i de medfglgende fortolkningstabeller. NTC er beregnet til at pavise
PCR-kontaminering eller genomisk DNA-kontaminering fra Biofortuna SSPGo-sat, som kan forekomme i det vand,
der anvendes til at resuspendere DNA'et. Hvis der er PCR-kontaminering, observeres der amplikon(er) i forskellig
stgrrelse. Hvis kontamineringen er genomisk DNA, observeres der en 187bp-amplikon.

BEMZRKNING OM PCR-PLADE/-STRIP-H@JDEPROFIL: Det anbefales, at hgjdeprofilen pa plader og strips er ens, hvis
de skal anvendes i samme PCR-maskine. Forskellige hgjdeprofiler kan forarsage darlig kontakt med PCR-maskinens
opvarmede lag. Dette kan resultere i darlig eller mislykket PCR-amplifikation.
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PCR-parametre

Felgende PCR-parametre bgr anvendes. Sgrg for at anvende temperaturstigninger pa mindst 1 °C i sekundet, og
aktivér det opvarmede lag. Se brugermanualen fra fabrikanten af termocykleren for en fuldstaendig vejledning.
Termocyklere skal kalibreres i henhold til ASHIs (American Society of Histocompatibility and Immunogenetics) eller
EFls (European Federation of Immunogenetics) retningslinjer for akkreditering.

Denaturer 94 °C 5 minutter

Denaturer 96 °C 15 sekunder «—

Bind 66 °C 50 sekunder 10 cykler
Udvid 72 °C 30 sekunder

Denaturer 96 °C 15 sekunder <

Bind 64 °C 50 sekunder 20 cykler
Udvid 72°C 30sekunder |

HOLD 15°C

Gelelektroforese

Disse instruktioner gaelder for horisontal agarosegelelektroforese: Forbered en 2%-agarosegel i 0,5x TBE-buffer. Nar
gelen er afkglet til ca. 60 °C, skal der tilseettes ethidiumbromid, s& der opnas en endelig koncentration pa 0,5 pg/ml.
Steb gelen, og iset mikrotiterformatkamme (f.eks. 12 x 8 brgnde med 9 mm afstand). Nar gelen er stgbt, skal
kammene fjernes. Dak derefter gelen med 0,5x TBE-buffer. Overfgr mindst 5 pl og hgjst 10 ul fra hver bakke- eller
stripreaktion til den tilsvarende brgnd pa gelen. Notér positionen for hver reaktion. En 100 bp-stige kan vaere nyttig
som hjaelp til bestemmelse af stgrrelse. Kgr gelen i 20 minutter ved 10V/cm.

Se brugermanualen fra fabrikanten af elektroforesesystemet for specifikke oplysninger om udstyret. Gelfotoet skal
fremstilles med et UV-geldokumentationsystem med UV-transilluminator.

SSPGo-sat er designet, sa resultaterne kan bestemmes manuelt ved hjeelp af de fortolkningstabeller, der findes pa
www.biofortuna.com. Kontakt den lokale distributgr, hvis det ikke er muligt fa adgang til ovenstaende websted.

Fastggr gelfotoet pa den relevante fortolkningsformular ved at matche szet- og versionsnumre. Undersgg gelfotoet.
Hver reaktion skal indeholde et positivt kontrolband. Se fortolkningstabellerne, eftersom dette kan have forskellig
stgrrelse i de enkelte SSPGo-produkter. Interne kontrolband kan virke meget svagere, hvis der er allelspecifikke
band. Hvis der et allelspecifikt band, men ikke et kontrolband, skal dette stadig tolkes som et positivt resultat.
Ignorer alle band under 70bp, eftersom disse er ikke-inkorporerede primere.

Teel de positive reaktioner. Positive reaktioner indikeres af band med den forventede stgrrelse, som det er angivet i
fortolkningstabellerne. Vaer opmaerksom pa, at der kan vaere mere end én produktstgrrelse i en given reaktion —
disse er multiplekse reaktioner, som er angivet i fortolkningstabellerne.

Sammenlign de positive reaktioner med fortolkningstabellerne. Et positivt resultat i en reaktion indikerer
forekomsten af mindst én af de alleler, der er angivet for det i fortolkningstabellen. Enhver allel kan amplificeres i
flere rgr — hvis allelen er til stede, bgr der vaere en positiv reaktion i alle de relevante reaktioner.
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Kontrolbdnd ™
Retning pa
elektroforese

Allelspecifikt band ™

Fig. 1 Eksempler pa positive reaktioner, der indikeres ved forekomsten af allelspecifikke band og kontrolband
(reaktion 1-3); negative reaktioner, der indikeres ved forekomsten af kontrolband, men ingen allelspecifikke band
(reaktion 4-7); og en mislykket reaktion, der indikeres ved mangel pa band (reaktion 8).

Sorg for, at reagenssatversionen svarer til versionen i fortolkningstabellen.

Hver SSPGo-batch kvalitetskontrolleres, inden produktet forlader Biofortuna. Prgver af hver saetbatch kontrolleres
mod et defineret panel af humane DNA-prgver for at sikre korrekt ydeevne. Hver reaktion valideres mod mindst 48
karakteriserede DNA-cellelinjeprgver. Biofortuna anbefaler, at laboratoriet foretager en intern validering af alle nye
typebestemmelsesprodukter inden brug sammen med kliniske prgver. Kun uddannet og kvalificeret personale bgr
foretage diagnostisk typebestemmelse, og resultaterne bgr kontrolleres af et andet uddannet medlem af personalet.

1) Bunce M et al Tissue Antigens. 1995 Nov;46(5):355-67.
2) Saiki RK et al. Nature. 1986 13-19Nov;324(6093):163-6.
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Francaise: Traductions disponibles
Deutsch: Ubersetzungen verfiigbar
Espafiol: Traducciones disponibles
Italiano: Traduzioni disponibili
Ceské: Preklady k dispozici
Danske: Tilgengelige oversaettelser
‘EAAnvec: SlaBéotueg petadpaoelg
Magyar: Forditasok

Norske: Oversettelser tilgjengelig
Polska: Dostepne ttumaczenia
Portugués: Tradugdes disponiveis
Poccuio: MNepeBoAbl AOCTYNHbI
Slovenskému: Preklady k dispozicii

Turk: Ceviriler mevcut

Svenska: Oversattningar tillgdngliga

Web: www.biofortuna.com
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Problem

Mulig arsag

L@sning

Ingen amplifikation i
nogen reaktion

Der er anvendt en forkert
DNA-koncentration

Mal DNA-maengden, og s@rg for, at der tilsaettes i alt
50-100 ng DNA til en volumen pa 10 pl pr. reaktion.

Der er en forekomst af PCR-
ha&mmere i DNA-prgven

Undga hepariniseret blod. Hvis dette ikke er muligt,
ekstraheres DNA fra vaskede intakte lymfocytter, sa
heparin ikke kommer i kontakt med DNA'et.

Der er beskrevet protokoller til fijernelse af heparin fra
DNA-prgver ved hjalp af heparinase.

Genekstraher DNA. Se fabrikantens retningslinjer for
anvendelse af DNA-ekstraheringssaet.

Der er en DNA-prgve af darlig
kvalitet

Mal DNA-kvaliteten. A260/A280-ratioen bgr vaere 1,6-
2,0 med UV-spektrofotometri.

Serg for, at DNA'et er helt resuspenderet i oplgsningen
inden brug.

Reagenserne er ikke helt
resuspenderet

Serg for, at bundfald er helt rehydreret ved tilseetning
af DNA. Centrifugér om ngdvendigt pladen.

Serg for, at der anvendes 10 ul DNA-opl@sning pr.
reaktion.

Termocykleren er ikke sat
korrekt op

Serg for, at PCR-programmet er angivet korrekt i
henhold til brugsanvisningen.

Sg¢rg for, at termocyklerens opvarmede lag er aktiveret,
og lukket tilstraekkeligt.

Se brugermanualen til termocykleren for yderligere
oplysninger.

Elektroforeseproblemer

Serg for, at der er strgm til elektroforesetanken —
kontrollér stremforsyningen, og rens elektroderne.

Kgr gelen i 0,5X TBE-buffer.

Serg for, at der anvendes frisk ethidiumbromid med
den koncentration pa 0,5 pug/ml.

Kontrollér, at der er tilstraekkelig UV-illuminering ved
gelfotografering.

Se brugermanualen fra fabrikanten af geltanken og
stremforsyningen for yderligere oplysninger.

Pladerne er ikke forseglet
korrekt.

Utilstraekkeligt forseglede plader kan forarsage
fordampning under PCR. Biofortuna leverer anbefalede
forseglingsark (produktnr. BF-40-11).

Serg for, at der er tilstraekkelig forsegling over alle
brgndene. Vaer iseer opmaerksom pa brgnde taet pa
kanterne af PCR-bakken eller -strippen.

Tilfeeldige udfald af

0088

Gelfejl

Serg for, at alle brgndene er sat i gelen i korrekt
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L@sning

kontrol- og/eller
allelspecifikke
amplikoner.

reekkefglge, og at den samme maengde PCR-reaktion er
tilsat i hver brgnd.

Kalibrer pipettorerne som beskrevet i fabrikantens
brugermanual.

Kontrollér, at brgndene er formet korrekt i gelen.
Veer forsigtig ved fjernelse af kamme, eftersom der er

risiko for at beskadige bunden af brgndene.

Serg for, at aragosen er helt oplgst inden stgbning af
gelen.

Serg for, at gelen ikke kgrer for langt, eftersom sma
amplikoner kan falde af enden.

Sg¢rg for, at gelen er lang nok til, at bandene kan
separeres.

Brug frisk ethidiumbromidoplgsning.

Problemer med
termocykleren

Fejl, isaer omkring kanterne pa analysen, kan skyldes
utilstraekkelig stramning af laget. Dette kan forarsage
fordampning og kondens i PCR-reaktionen halvvejs
oppe pa PCR-beholderen og kan fgre til PCR-fejl.

Serg for at fplge fabrikantens vejledning ved
vedligeholdelse og kalibrering af termocykleren.

Kontrollér, at PCR-parametrene er korrekte i henhold til
instruktionerne.

Fordampningsproblemer

Serg for, at der er tilstraekkelig forsegling over alle
brgndene. Veer isaer opmaerksom pa brgnde taet pa
kanterne af PCR-bakken eller -strippene.

Serg for, at det opvarmede lag er aktiveret, og at der er
opnaet tilstreekkelig komprimering via laget. Biofortuna
leverer anbefalede forseglingsark (produktnr. BF-40-
11).

Sporadiske fejl pa grund af
DNA-problemer

Der er ingen DNA: Sgrg for, at der er DNA i alle brgnde.

Forkert maengde: Sgrg for, at der tilseettes 10 ul DNA-
oplgsning til hver reaktion.

Der er tilsat for meget DNA: Koncentrationer over 200
ng kan forarsage PCR-fejl.

Kontaminanter i DNA'et kan forarsage sporadiske eller
udbredte fejl ved amplifikation.

Udtvaeret gelfoto

0088

Kontrollér DNA-koncentration og -renhed. Hvis der
tilseettes for meget DNA til PCR-reaktionerne, kan det
resultere i udtveerede gelfotos.
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L@sning

Svag amplifikation

DNA-koncentrationsproblem

Kontrollér, at DNA-koncentrationen hverken er for hgj
eller for lav. Ga efter 100 ng DNA pr. reaktion i 10 pl.

Problemer med
termocykleren

Serg for at fglge fabrikantens vejledning ved
vedligeholdelse og kalibrering af termocykleren.

Kontrollér, at PCR-parametrene er korrekte i henhold til
instruktionerne.

Gelfejl

Serg for, at den samme mangde reaktion blev tilsat i
hver brgnd, mellem 5 pl og 10 pl.

Kalibrer pipettorerne som beskrevet i fabrikantens
brugermanual.

Brug frisk ethidiumbromidoplgsning.

Ikke-specifik
amplifikation

DNA-koncentrationsproblem

Kontrollér, at DNA-koncentrationen hverken er for hgj
eller for lav. Ga efter 50-100 ng DNA pr. reaktion i 10 pl.

Reaktionerne er isat i forkert
raekkefglge

Kontrollér placeringen af PCR og gelspor.

Undga, at der overfgres materiale fra tilstgdende
brgnde ved ikke at overfylde brgndene og ved at sgrge
for, at gelen har sat sig, inden kammene fjernes.

Der blev identificeret en ny
allel

Der kan veere tidligere ikke-sekventerede alleler til
stede sammen med et nyt amplifikationsmgnster. Hvis
der anvendes gamle fortolkningsark, skal der hentes en
ny justeringsopdatering fra www.biofortuna.com. Hvis
denne ikke deekker det nye mgnster, skal det
kontrolleres med et andet Biofortuna-saet, eller det skal
forsgges at identificere sekvensen ved sekvensbaseret
typebestemmelse. Kontakt Biofortunas kundeservice
for yderligere oplysninger.

Amplifikationsmgnsteret
kan ikke fortolkes
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Forkert fortolkning af et
artefakt som et specifikt band

Kontrollér de versionsspecifikke fortolkningstabeller for
korrekt bandstgrrelse.

Kontrollér, om alle specifikke amplifikationer har den
korrekte stgrrelse, eller om et artefakt (carry-over,
primer-dimer) er blevet misfortolket som en
amplifikation.

Reaktionerne er isat i forkert
rekkefplge

Kontrollér placeringen af PCR og gelspor.

Enkeltstaende PCR-fejl

Kontrollér, at alle interne positive kontroller er til stede.
Genfortolk uden manglende reaktioner.

Der mangler sma amplikoner

Hvis der udfgres for lang elektroforese, kan sma
amplikoner falde af enden af gelen, Igbe forbi
ethidiumbromidfronten eller spredes til den
foranliggende gelbrgnd. Anvend elektroforeseforhold,
der er passende til laboratoriets gelsystem.

Der blev identificeret en ny
allel i prgven

Der kan fra tid til anden observeres nye alleler, som kan
forarsage et amplifikationsmgnster, som ikke svarer til
eksisterende alleler. Kontakt venligst det lokale
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ordrekontor for naermere oplysninger.
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