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BIOFORTUNA

— SSPGo

Hasznalati utasitas a Biofortuna SSPGo™ HLA Typing Kits-hez (tipizdl6 készletek)
4. verzio; 2011. junius

A Biofortuna HLA SSPGo készletek kvalitativ DNS alapu készletek, amelyek a HLA allélok ,nagy felbontasu”
készletekkel vagy az allélok csoportspecifikus amplifikacidjanak ,kozepes felbontasu” készletekkel vald
meghatarozdsara szolgdlnak. A kdzepes felbontasu készletek altalanos definicidja szerint az eredmények tébbsége
két szamjeggyel egyértelmiien meghatarozhaté; pl. DQB1*02, DQB1*05, stb. A nagy felbontas altalaban azt jelenti,
hogy az allélok nagy része négy szamjeggyel hatarozhaté meg, pl. DQB1*02:01, DQB1*05:01, stb. A készlet olyan in
vitro diagnosztikai termék, amelyet kizardlag képzett szakszemélyzet hasznalhat.

A HLA molekuldk fontos szerepet jatszanak az immunitasban, és ezen bellll a szervezet sajat és nem sajat
antigénjeinek felismerésében; a legtdobb szervatiiltetés el6tt el kell végezni a HLA-genotipizalast és a
HLA-egyeztetést. A HLA antigének meghatdrozzak a T-sejt-medidlt immunvélasz specificitdsat, ezért a
HLA-genotipizalas hasznos vizsgalati eszkdz az immunrendszer rendellenességeinek vagy a patogénekre, vakcinakra
vagy orvosi kezelésre adott immunvalasznak a kimutatdsdban. A HLA-genotipizadlds olyan betegségek
diagnosztizalasra is alkalmas, amelyekben kimutattdk, hogy a HLA allélokrdl kéroki tényez6k lehetnek.

A legtobb HLA gén igen polimorf, és altalaban DNS-genotipizalas sziikséges a HLA antigén pontos meghatarozasahoz.
A szekvenciaspecifikus primereket (SSP) hasznalé PCR genotipizalas' a HLA-genotipizalas egy olyan gyors médszere,
amely kifejezetten a kozepes felbontdast igényl6 esetek vizsgalatdra alkalmas. A Biofortuna SSP készletek teljesen
kiszaritott reakciokomponenseket tartalmaznak, ideértve a polimerazt is, igy a felhaszndlénak a PCR elvégzése el6tt
minddssze a DNS-t kell hozzaadnia.

Minden télink telhet6t megtesziink azért, hogy a készletfrissitések 6sszhangban legyenek az IMGT adatbazisban
szerepl6 Uj HLA 0Osszehangolt eredményekkel. A készletfrissitések az aldbbi weboldalrdl toltheték le:
www.biofortuna.com.

A PCR SSP azon az elven alapul, hogy csak azok a primerek amplifikdlédnak, amelyek esetében a 3’ terminus teljesen
megegyezik a célszekvenciaval. Az eltéré (mismatched) primerek nem adnak pozitiv amplifikaciés terméket®. Az un.
»,housekeeping” gén konzervalt régidjat amplifikald belsé kontroll primerpar minden
PCR-reakcidkeverékben szerepel; a bels6é kontroll primerpdr a PCR-reakcid megfelel§ségét jelzi. Az SSP genotipizalas
altaldban tdbb reakcidt alkalmaz, melyek — egyiitt vizsgalva — jelzik a genotipust. Az amplifikalt termékek vizualizalasa
agaroz gél-elektroforézis rendszerekkel torténik, amelyek méretiik alapjan elkilonitik a DNS-fragmentumokat.
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10-40 db polipropilén PCR talca vagy csik, amely 1-96 PCR edénybdl all (a készlet tipusatdl fliiggben), minden
egyes edény 10 pl elére kimért fagyasztva szdritott primert, polimerdzt, dNTP-ket* és puffert tartalmaz. A
teszteket vagy csikokat egyenként, foliatasakban csomagolva szallitjuk.

1 db hasznalati utasitas.

Az értelmezési tablazatok, az anyagbiztonsagi adatlap (MSDS) és az analitikai bizonylat a Biofortuna
weboldalarél toltheték le: www.biofortuna.com. Amennyiben nem tudja letblteni a weboldalrél a
dokumentumokat, kérjiik, [épjen érintkezésbe terileti képviselGjével.

*A CleanAmp™ dNTP-k licence a Biofortuna SSPGo termékekben valé haszndlatra a Trilink Biotechnologies Inc.-tél
szarmazik.

Megfeleld pipettazok és steril pipettahegyek, pl. P10 pipettazd 10 pl-es sziirével ellatott pipettahegyekkel.

DNS izolacios készlet/eszkoz.

UV spektrofotométer.

Polipropilén csovek.

Steril, molekuldris tisztasagu viz.

PCR zardlapok vagy -kupakok. (A csGcsikokat tartalmazd készletekhez mellékeljik a csécsikokhoz tartozd
kupakokat is.)

96 cellds termocycler f(itott fedéllel. A Biofortuna készletekhez haszndlt PCR-talcakat és -cséveket
érvényesitették a legtdobb forgalomban lévé termocyclerrel valé haszndlatra, ideértve az MJ Research PTC-100,
PTC-200, Hybaid MBS és Techne TC-512 termocyclereket is. El6fordulhat, hogy a kiilonb6z6 modellek esetében
a felhaszndalénak tovabbi validalast kell végeznie.

Gél-elektroforézis reagensek (agaréz, 0,5x TBE, 1000 bazisparos DNS molekulatémeg-marker,
10 mg/ml etidium-bromid).

Gél-elektroforézis berendezés (géltartalyok, tapegység, géldokumentacios rendszer
UV-transzilluminatorral).

In vitro diagnosztikai alkalmazasra.

A vizsgalatokat kizarélag megfelelGen képzett szakszemélyzet végezheti.

A tipizalasi eredményeket megfelelS képesitéssel rendelkezé személyzetnek kell ellenériznie, és amennyiben az
eredményeket klinikai dontéshozashoz hasznaljak, masik tipizalasi mddszerrel meg kell azokat erdsiteni.

A reagenseket a j6 laboratériumi gyakorlatnak megfeleléen kell kezelni.

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

Bioldgiai veszélyre vonatkozé figyelmeztetések: kezeljen minden vérterméket fert6zésveszélyesként!

Bioldgiai veszélyre vonatkozé figyelmeztetések: az etidium-bromid potencialis karcinogén anyag. Haszndlata
soran mindig viseljen véddkeszty(it, laboratériumi kdpenyt és véddszemiiveget!

Bioldgiai veszélyre vonatkozo figyelmeztetések: gondossaggal jarjon el az UV-forrasok kezelése soran — mindig
viseljen védGkeszty(it, laboratériumi kopenyt és védGszemiiveget! Soha ne nézzen kozvetlenll UV-fényforrasbal
Az anyagbiztonsagi adatlapok a www.biofortuna.com weboldalrél télthetdk le.

A Biofortuna SSPGo készletek 4 és 30 Celsius-fokos hémérsékleten tarolanddk. Miutan a PCR-edényeket kivette a
foliatasakbdl, a reagenseket 3 éran belll DNS-sel rehidrdini kell. A lejarati id6pontot lasd a csomagoldson! Ne
haszndlja fel a terméket a csomagolason feltiintetett id6ponton tul!
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Ne hasznalja fel a terméket, ha a féliatasak sérilt!

Ugyeljen arra, hogy a PCR-edények a DNS hozzaadasa utadn szorosan le legyenek zarva, mivel a nem megfeleléen
lezart edényekbdl a PCR-amplifikacid soran parolgds léphet fel. Forditson kilénos figyelmet az edény széleinek,
sarkainak lezarasara!

A DNS-mintara vonatkozo kdvetelmények

A vizsgdlat egyes reakcioit ugy optimalizaltak, hogy 50-100 ng DNS-t hasznaljanak fel, alapvet6 fontossagu azonban,
hogy az egyes reakcidkat pontosan 10 pl folyadékkal rehidraljak. Ezért a vizsgalatot 5-10 ng/ul koncentracio esetén
10 ul DNS-sel kell végezni, vagy el6szor a vizmennyiséget kell hozzdadni a nagyobb koncentracidban vald
DNS-hozzdaddas lehet6vé tétele érdekében, pl. 9 ul viz hozzaadasa, majd 50-100 ng/ul koncentracié esetén
1 pl DNS hozzdaddsa. Mivel a heparin gatolhatja a PCR-t, azt ajanljuk, hogy a DNS-t ne extrahdljdk a heparinizalt
vérmintakbdl. A DNS-minta OD,eq/250-€rtéke UV-spektrofotometridval mérve 1,6 és 2 kdzé kell, hogy essen.

Pre-PCR utasitasok

i.  Vegyen ki egy SSPGo talcat vagy csikot a féliatasakbol!

ii. Jegyezze fel a tételszamot, a termékszamot és a teszt(ek) verziészamat!

iii. Kérjlik, vegye figyelembe, hogy az egyes tesztlokuszok esetében az elsé reakcid mindig voros szinl a készlet
tobbi részével ellentétben.

iv. Egyes PCR-talcak tartalmaznak egy bibor szinl integralis ,templat nélkili kontrol
cellajaban.

v.  Steril eszkozzel pipettdzzon 10 pl DNS-oldatot a talca vagy csik minden egyes reakcidcelldjaba! Lasd
A DNS-mintara vonatkozo kévetelmények cim(i 8. pont megjegyzését! Amennyiben a télca tartalmazza bibor
szind integralis ,templat nélkili kontrollt”, pipettazzon a celldba 10 pl mintahigitét (DNS nélkal)! Lasd a
Templat nélkili kontrollra vonatkozé megjegyzést a 8. pontban!

vi.  Gondoskodjon arrdl, hogy a DNS minden egyes reakcidcelldban még a hékezelés elStt hozzdkapcsolddjanak a
szaraz reagensekhez! Beiktathat egy rovid centrifugdlasi |épést is annak biztositasa érdekében, hogy a
DNS-oldatok hozzakapcsolddjanak a szaraz reagensekhez.

I”

reakciot a talca utolsé

vii.  Zarja le a reakciocelldkat egy zardlappal vagy PCR-csG-kupakokkal! A parolgas megelGzése érdekében
szorosan zarja le a celldkat! Forditson kiilonds figyelmet a cella széleinek, sarkainak lezarasara!
viii. Helyezze a talcékat vagy a csikokat a kdzvetleniil a termocyclerbe! Ugyeljen arra, hogy az edények teljesen

egésziikben a tartéban legyenek, és a fedél megfelel6en zarjon! Amennyiben nem tartja be az itt kdzolt
utasitdsokat, ez az egyes PCR-reakcidk hibajat okozhatja. El6fordulhat, hogy egyes PCR-késziilékmodellek
esetében kompresszids tomitést vagy blokkot kell hasznalni a tartdban Iév6 termék megfeleld lezardsa
érdekében.

iX. Futtassa a PCR-programot (lasd a PCR-paramétereket)!

UJRASZUSZPENDALASRA VONATKOZO MEGJEGYZES: ligyeljen arra, hogy a PCR-keverékeket a télca féliatasakbdl vald
kivétele utan 3 éran beliil ujraszuszpendalja a DNS mintavall

TEMPLAT NELKULI KONTROLLRA VONATKOZO MEGIEGYZES: egyes készletek a tdlca utolsé reakcidcellajdban
tartalmaznak egy templat nélkili kontrollt (NTC) is. Ez a reakcidcella bibor szin(i festéket tartalmaz annak érdekében,
hogy megkllénboztethets legyen a tobbi reakcidcellatdl; a cella a mellékelt értelmezési tablazatokban is szerepel. Az
NTC-t ugy tervezték, hogy kimutassa a PCR szennyezddését, illetve a Biofortuna SSPGo készletekbdl szarmazo
genom-DNS-szennyez6dést, amely esetlegesen jelen lehet a DNS Ujraszuszpenddlasahoz felhasznalt vizben.
Amennyiben a PCR-szennyez6dés fennall, kiilonféle méretld amplikon(ok) jelennek meg. Ha a szennyez6dés genom
DNS eredet(i, 187 bp amplikon jelenik meg.
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PCR TALCA/CSIK MAGASSAGI PROFILJARA VONATKOZO MEGIEGYZES: javasoljuk, hogy a talcék és a csikok magassagi
profilja egyenld legyen, ha ugyanabba a PCR-készililékbe helyezi 6ket. Az eltéré6 magassdagi profilok esetében nem
megfelel6 az érintkezés a PCR-készilék flitott fedelével, ami gyenge vagy sikertelen PCR-amplifikaciot okozhat.

PCR-paraméterek

Az aldbbi PCR-paramétereket kell hasznélni. Gondoskodjon arrdl, hogy a ramp- (felfiitési/hiitési) sebesség legalabb
masodpercenként 1 Celsius-fok legyen, és kapcsolja be a fedélflitési funkcidt! A teljes hasznalati utasitasért lasd a
termocycler gyartdjanak felhasznaldi kézikonyvét! A termocyclereket az American Society of Histocompatibility and
Immunogenetics ([Amerikai Hisztokompatibilitdsi és Immungenetikai Tdrsasdg], ASHI) vagy a European Federation of
Immunogenetics ([Eurdpai Immungenetikai Tdrsasdg], 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
Meghosszabitds 72°C 30 masodperc —

Denaturalas 96 °C 15 masodperc €
Kapcsolddas (annealing) 64 °C 50 masodperc 20 ciklus
Meghosszabitas 72°C 30 masodperc —

TARTAS (,HOLD”) 15°C

Gél-elektroforézis

A kovetkez6 utasitasok a horizontalis agardz gél-elektroforézisre vonatkoznak. Készitsen el 2% agaréz gélt 0,5x TBE
(Tris/borat/EDTA) pufferben! Amikor a gél lehdilt kb. 60 Celsius-fokra, adjon hozza etidium-bromidot a 0,5 pg/ml-es
végs6 koncentrdcid elérése céljabdl! Toltse ki a gélt, és helyezze be a mikrotiter fésiliket (pl. 12x8 cella 9 mm-es
sortavolsdggal)! A gél megszildrduldsa utdn vegye ki a fésliket, és 6ntsdén a gélre 0,5x TBE puffert, ugy, hogy az
befedje a gélt! A talcdkon vagy a csikokon Iévé reakcidcellakbdl tegyen at minimum 5, maximum 10 pl-t a gélen 1évé

< sz

Futtassa a gélt 20 percig 10 V/cm fesziltség mellett!

A késziilékre vonatkozd részleteket lasd az elektroforézis késziilék gyartéjanak hasznalati utasitasait! A gélek
megjelenitéséhez képalkotd berendezésként UV-transzilluminatoros UV-géldokumentdcids rendszert kell hasznalni.

Az SSPGo készleteket ugy tervezték, hogy az eredményeket manudlisan is meg lehessen hatdrozni a
www.biofortuna.com weboldalrdl letdlthet6 értelmezési tablazatok segitségével. Amennyiben nem tudja elérni a
weboldalt, kérjiik, Iépjen érintkezésbe teriileti képviselSjével.

A készlet- és a verzidszam egyeztetése utan rogzitse a gél fényképét a megfelel értelmezd sablonhoz! Vizsgalja meg
a gél képét! Minden egyes reakcid esetében egy pozitiv kontrollsavnak is meg kell jelennie. Lasd az értelmezési
tablazatokat, mivel az eltér6 méretli lehet a kiilonb6z6 SSPGo termékek esetében. El6fordulhat, hogy a
bels6kontrollsavok halvanyabban jelennek meg, amikor az allélspecifikus savok is lathatdk. Ha a képen lathatd egy
allélspecifikus sav, am kontrollsdv nem, ezt ennek ellenére is pozitiv eredményként kell értelmezni. Ne vegye
figyelembe a 70 bp-nal rovidebb savokat, mert ezek nem kapcsoldodott primereket jelolnek!
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Hatdrozza meg a pozitiv reakcidkat! A pozitiv reakcidkat a vart méretl savok megjelenése jelzi, ahogyan ezt az
értelmezési tdbldzatok is mutatjak. Kérjik, vegye figyelembe, hogy egy adott reakciéban akar tobbféle méreti
termékek is lehetnek; ezek multiplex reakciék eredményei, és az értelmezési tablazatokban szerepelnek.

Hasonlitsa dssze a pozitiv reakcidkat az értelmezési tablazatokban szerepl$ abrakkal! Egy reakcié pozitiv eredménye
legaldbb egy, az értelmezési tablazatban szerepl6, vonatkozd allél jelenlétét jelzi. Az allélok tobb csében is
amplifikdlhatok — amennyiben az allél jelen van, minden vonatkozd reakcié esetében pozitiv eredményt kell adnia.

Kontrollsav Az
elektroforézis
. irdnya

Allélspecifikus sav

1. dbra: Példak pozitiv reakcidkra, amelyeket allélspecifikus sdvok és kontrollsavok jelenléte jelez (1-3. reakcid);
negativ reakcidékra, amelyeket a kontrollsdvok jelenléte és az allélspecifikus savok hidnya jelez (4-7. reakcid);
valamint sikertelen reakcidra, amelyet a savok hianya jelez (8. reakcio).

Ugyeljen arra, hogy a készlet verziészama egyezzen az értelmezési tablazat verziészamaval!

Minden egyes SSPGo tételt mingség-ellenérzésnek vetlink ala, miel6tt a termék elhagyna a Biofortuna gyarat. Az
egyes készlettételekbdl szarmazd mintakat meghatarozott human DNS-mintapanel alapjan ellenérizziilk a megfelel6
teljesitmény biztositasa érdekben. Minden egyes reakciét legaldbb 48 cellas jol-karakterizalt sejtvonal
DNS-minta alapjan érvényesitlink. A Biofortuna azt ajanlja, hogy a laboratériumok maguk is érvényesitsék az Uj
tipizald termékeket, miel6tt klinikai mintakkal hasznalndk azokat. Kizardlag megfelel6en oktatasban részesiilt és
képzett szakszemélyzet végezhet diagnosztikai tipizalast, és az eredményeket a személyzet egy madsik tagjanak
ellendriznie kell.

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.

\ Vizsgélatok szdma

[=I=]  Képvisel6 az Eurdpai Kozosségben
() Tekintse at a hasznalati utasitast
wl Gyartas helye

In vitro diagnosztikum

= Lejarat napja

2 4°%° Tarolasi h6mérséklet
Lot Tételszam
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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

FranCaise:
Deutsch:
Espafiol:
Italiano:
Ceské:
Danske:
‘EAANvec:
Magyar:
Norske:
Polska:
Portugués:
Poccuto:
Slovenskému:
Tark:
Svenska:

Traductions disponibles
Ubersetzungen verfiigbar
Traducciones disponibles
Traduzioni disponibili
Preklady k dispozici
Tilgeengelige oversaettelser
Slo0¢otpeg petadpdoslg
Forditas rendelkezésre all
Oversettelser tilgjengelig
Dostepne ttumaczenia
Traducgdes disponiveis
MNepeBoAbl AOCTYNHbI
Preklady k dispozicii
Ceviriler mevcut
Oversattningar tillgdngliga

www.biofortuna.com
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Megoldas

Nincs
amplifikacio a
reakcidokban

Nem megfelel6
DNS-koncentraciot
hasznaltak

Meérje meg a DNS mennyiségét, és ligyeljen arra, hogy reakcidnként
osszesen 50-100 ng DNS-t adjon 10 pl-es mennyiséghez!

PCR-inhibitorok vannak a
DNS-mintaban

Kerilje a heparinizalt vér hasznalatat, illetve ha ez nem lehetséges,
extrahalja a DNS-t a mosott intakt limfocitakbdl, igy a heparin nem
érintkezik a DNS-sel.

Rendelkezésre allnak a heparin DNS-mintakbdl vald eltavolitasara
szolgdld, heparinazt alkalmazo protokollok.

Extrahalja Gjra a DNS-t! Lasd a gyarté DNS-extrahalé készletek
hasznalatara vonatkozo Utmutatasait!

Nem megfelel6 min&ségli
DNS-mintat hasznaltak

Ellendrizze a DNS min&ségét! Az A260/A280 aranynak
1,6 és 2,0 kozott kell lennie az UV-spektrofotométer adatai alapjan.

Gondoskodjon arrdl, hogy a DNS teljesen Ujraszuszpendalédjon az
oldatban hasznalat el6tt!

A reagensek nem teljesen
szuszpendalddtak udjra

Gondoskodjon arrdl, hogy a pelletek teljesen rehidralt allapotban
legyenek a DNS hozzdaddasakor! Ha szikséges, rovid ideig
centrifugdlja a talcat!

Ugyeljen arra, hogy reakcidnként 10 pl DNS-oldatot hasznaljon!

A termocycler nem
megfelel6en van beallitva

Gondoskodjon arrdl, hogy a PCR-programot helyesen allitsa be —a
haszndlati utasitdsoknak megfelel6en!

Ugyeljen arra, hogy a termocycler fiitott fedele megfeleléen legyen
rogzitve és lezarva!

Tovabbi Utmutatdsért 1asd a termocycler hasznalati utasitasait!

Elektroforézissel
kapcsolatos problémak

Gondoskodjon arrdl, hogy az elektroforézis tartaly aram alatt legyen;
ellendrizze a tapegységet, és tisztitsa meg az elektrédakat!

Futtassa a gélt 0,5X TBE pufferben!

Ugyeljen arra, hogy 0,5 pg/ml friss etidium-bromidot hasznaljon!
Ellenérizze, hogy a gélcsikok megjelenitésekor az UV-illuminacid
megfelel6 mértékui-e!

Tovabbi Utmutatdsért lasd a gyartd géltartalyra és tapegységre
vonatkozo haszndlati utasitasat!

Nem megfelelGen zartak
le a talcakat

A nem megfelelGen lezart talcak parologhatnak a PCR soran. A
Biofortuna az ajanlott zardélapokat (termékszam: BF-40-11) szallitja.

Ugyeljen arra, hogy az 6sszes cellat megfelel6en lezérja! Forditson
kiilonos figyelmet a cellak PCR-talcahoz vagy -csikhoz kozeli
széleinek, sarkainak lezarasara!

Véletlenszer(i
kontroll-
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Gélhibdak

Gondoskodjon arrdl, hogy minden cellat — helyes sorrendben — a
gélbe toltson, és a celldkba a PCR-reakcidhoz szlikséges, azonos
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Megoldas

és/vagy
allélspecifikus-
amplikon-
kiesés

mennyiséget is beletegye!

A gydrtd utasitasai szerint kalibralja a pipettazokat!

Ellenérizze, hogy a celldk megfelelGen ki legyenek alakitva a gélben!
Gondossaggal jarjon el a fésik kivételekor, mivel azok felszakithatjak

a cellak aljat.

Ugyeljen arra, hogy az agardz teljesen fel legyen oldédva a gél
kitoltése el6tt!

Ugyeljen arra, hogy a gélt ne futassa tul sokaig, mivel a kisebb
amplikonok tulfuthatnak a végén!

Ugyeljen arra, hogy a gélt elég sokaig futtassa ahhoz, hogy a savok
elkiloniljenek!

Haszndljon friss etidium-bromid oldatot!

Termocyclerrel
kapcsolatos problémak

A hibdk — kiilondsen a vizsgalati készlet szélén el6forduldk — abbdl
fakadhatnak, hogy a fedél nem elég szorosan lett rogzitve. Ez a
PCR-reakcid soran a PCR-edényben az edény felétdl felfelé esé
részen parolgashoz és kondenzaciéhoz, valamint PCR-hibdhoz
vezethet.

Kérjik, kovesse a gyartd termocycler karbantartasara és
kalibraldsara vonatkozé Uutmutatasat.

A haszndlati utasitdsok alapjan ellenérizze, hogy a PCR-paraméterek
helyesek-e!

Parolgdssal kapcsolatos
problémak

Ugyeljen arra, hogy az 6sszes cella megfeleléen le legyen zérva!
Forditson kiilénos figyelmet a celldak PCR-talcahoz vagy -csikhoz
kozeli széleinek, sarkainak lezarasara!

Ugyeljen arra, hogy a fedélfiités be legyen kapcsolva, és a fedél altal
kifejtett nyomas megfeleld legyen! A Biofortuna-tél beszerezhet6k
az ajanlott zarélapok (termékszam: BF-40-11).

DNS-problémak
kovetkeztében fellépd,
szérvanyos hibak

Nincs DNS: gondoskodjon arrél, hogy minden celldban legyen DNS!

Helytelen mennyiség: gondoskodjon arrdl, hogy minden egyes
reakcio esetében 10 ul DNS-oldat keriiljon hozzaadasra!

Tul sok hozzaadott DNS: 200 ng feletti koncentracié PCR-hibat
okozhat.

A DNS-ben lévé szennyezddés ritka vagy gyakori amplifikacios
problémakhoz vezethet.

Elmosddott
gélkép

DNS

Ellenérizze a DNS koncentracidjat és tisztasdgat! Tul sok DNS
hozzaadasa a PCR-reakcidhoz elmosddott gélképet eredményezhet.

Gyenge
amplifikacié

0088

DNS-koncentracidval
kapcsolatos problémak

Ellenérizze, hogy a DNS-koncentracié nem tul magas, vagy
alacsony-e! Optimalis: reakcionként 100 ng DNS 10 pl-ben.
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Megoldas

Termocyclerrel
kapcsolatos problémak

Kérjik, kovesse a gyartd termocycler karbantartasara és
kalibraldsara vonatkozé Utmutatasat.

A haszndlati utasitdsok alapjan ellenérizze, hogy a PCR-paraméterek
helyesek-e!

Gélhibak

Ugyeljen arra, hogy az egyes celldkba azonos reakcidmennyiséget
toltson (5 pl és 10 pl kozott)!

A gyartd utasitasai szerint kalibralja a pipettazokat!

Haszndljon friss etidium-bromid oldatot!

Nem specifikus
amplifikacié

DNS-koncentraciéval
kapcsolatos problémak

Ellenérizze, hogy a DNS-koncentracié nem tul magas vagy
alacsony-e! Optimalis: reakcionként 50-100 ng DNS 10 pl-ben.

A reakciécelldkat nem a
helyes sorrendben
toltotték be

Ellenérizze a PCR- és a gélsavok helyes sorrendjét!

El6zze meg a gél tulfolyasat a szomszédos celldakbdl oly mddon, hogy
megfelel6 gélmennyiséget tolt be, és ligyeljen arra, hogy a fés(ik
eltavolitasa el6tt a gél megszilarduljon!

Uj allélt azonositottak

Korabban nem szekvenalt allélok jelentkezhetnek Uj amplifikacio
mintdazattal. Ha régi értelmez6 mintat hasznal, toltse le az aktudlis
mintat a www.biofortuna.com weboldalrél! Amennyiben ez sem
tartalmazza az Uj mintazatot, ismételje meg a vizsgalatot egy masik
Biofortuna készlet haszndlataval, vagy szekvencianként azonositsa a
tipizalasi informaciokat! Tovabbi segitségért, kérjik, Iépjen
érintkezésbe a Biofortuna szervizrészlegével.

Nem
értelmezhetd
amplifikacids
mintazat

q3
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Az informaciét
helytelenl specifikus
savként értelmezik

Ellendrizze az adott verzidhoz tartozd Ertelmezési tablazatokat a
helyes sdvméret tekintetében!

Ellenérizze, hogy a specifikus amplifikaciok mérete helyes-e, illetve,
hogy az informacidt (atszennyezés, primer dimer) helytelenl
amplifikacidként értelmezték-e!

A reakcidcelldkat nem a
helyes sorrendben
toltotték be

Ellenérizze a PCR- és a gélsavok helyes sorrendjét!

Egyedi PCR-hiba

Ellenérizze, hogy minden belsé pozitiv kontroll jelen van-e! Végezze
el Ujra az értelmezést Ugy, hogy ne legyenek hidanyzo reakcidk!

Hianyzo kis amplikonok

Tul hosszu elektroforézis, a kis amplikonok tulfutottak a gél végén
vagy az etidium-bromid elvdlasztdn, illetve szétterjedtek, és
bejutottak az el6z8 géliiregbe. Végezzen az On gélrendszerének
megfelel6 elektroforézist!

Uj allélt azonositottak a
mintaban

El6fordulhat, hogy Uj allélokat fedeznek fel, ami olyan amplifikacids
mintdzatot eredményezhet, amely nem egyezik a jelenlegi alléllel
(allélekkel). Kérjuk, Iépjen érintkezésbe terileti képviselGjével.
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