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Instrukcja uzywania zestaw6w do typowania antygenéw zgodnosci tkankowej HLA SSPGo™ firmy
Biofortuna (Biofortuna SSPGo™" HLA Typing Kits)
wersja 4, czerwiec 2011

Zestawy HLA SSPGo firmy Biofortuna opierajg sie na badaniu na poziomie genomowego DNA i stuzg do jakosciowego
oznaczania alleli HLA na poziomie wysokiej rozdzielczosci (high resolution) lub do amplifikacji okreslonych grup alleli
na poziomie posredniej rozdzielczoSci (medium level resolution). Badanie na posrednim poziomie rozdzielczosci jest
powszechnie definiowane jako badanie, w ktérym wiekszos$¢ uzyskanych wynikow mozna jednoznacznie przedstawié
w postaci dwucyfrowej; np. DQB1*02, DQB1*05, itd. Badanie na wysokim poziomie rozdzielczosci definiuje sie jako
badanie, w ktorym wiekszo$¢ okreslonych alleli mozna przedstawi¢ w postaci czterocyfrowej, jak np. DQB1*02:01,
DQB1*05:01, itd. Jest to produkt do badan diagnostycznych in vitro, przeznaczony do uzytku wytgcznie przez
przeszkolony personel.

Czasteczki HLA odgrywajg kluczowga role w uktadzie odpornosciowym oraz odrdznianiu antygendw wtasnych od
obcych (self/non-self), w zwigzku z tym przed dokonaniem wiekszosci transplantacji konieczne jest przeprowadzenie
genotypowania oraz dobdr pod wzgledem HLA. Jako ze antygeny HLA ograniczajg swoistos¢ odpowiedzi
immunologicznych przez komoérki T, genotypowanie HLA jest przydatnym narzedziem badawczym w kazdym
zaburzeniu uktadu odpornosciowego lub kazdej odpowiedzi immunologicznej wywotanej przez patogeny, szczepionki
lub leczenie. Genotypowanie HLA moze by¢ takze przydatne w potwierdzeniu rozpoznania choroby, jesli wykaze sie,
iz niektdre allele HLA s3 znaczgco powigzane z danymi stanami chorobowymi.

Wiekszos¢ gendw HLA jest wysoce polimorficzna i zazwyczaj do doktadnego okreslenia antygenéw HLA wymagane
jest przeprowadzenie genotypowania DNA. Typowanie metodg PCR-SSP przy uzyciu primerédw o sekwencjach
specyficznych dla badanych alleli (ang. Sequence-Specific Primers, SSP)' jest szybka metoda typowania HLA,
szczegoblnie przydatng w sytuacjach, gdzie wymagane jest badanie na posrednim poziomie rozdzielczosci. Wszystkie
zestawy Biofortuna SSP zawierajg kompletne wysuszone reakcje, w tym polimeraze, a wiec przed wykonaniem
reakcji PCR osoba przeprowadzajgca badanie musi jedynie dodac¢ prébke DNA.

Podejmowane sg wszelkie starania, aby zestawy te byty aktualizowane wzgledem publikowanych w bazie IMGT HLA
nowych informacji o dopasowaniach sekwencji. Aktualne dane o zestawach sg dostepne na stronie
www.biofortuna.com.
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Metoda PCR SSP opiera sie o zasade, ze do amplifikacji dochodzi tylko wtedy, gdy primery przy koncach 3' beda
catkowicie dopasowane do sekwencji docelowej. W przypadku ztego dopasowania primeréw amplifikacja nie jest
wydajna’. Do kazdej mieszaniny reakcyjnej PCR dotaczana jest para primeréw kontroli wewnetrznej, ktéra powoduje
amplifikacje konserwatywnego regionu genu metabolizmu podstawowego (tzw. housekeeping); para primerow
kontroli wewnetrznej jest wskaznikiem prawidtowego przebiegu reakcji PCR. W typowaniu metodg SSP zazwyczaj
wykorzystuje sie wiele reakcji, ktore po wspdlnym przeanalizowaniu, wskazujg na dany genotyp. Wizualizacja
zamplifikowanych produktéw jest mozliwa przy uzyciu systemdéw, ktére oddzielajg fragmenty DNA wedtug ich
rozmiarow z wykorzystaniem elektroforezy na zelu agarozowym.

. 10-40 polipropylenowych ptytek lub paskéw do PCR, zawierajgcych od 1 do 96 naczynek PCR (w zaleznosci od
rodzaju zestawu), z ktérych kazide zawiera 10 pl uprzednio dodanych primeréw poddanych suszeniu
sublimacyjnemu, polimeraze, dNTP* oraz bufor. Kazdy test lub paski s pakowane osobno w woreczki foliowe.

. 1 instrukcja uzywania

e Tabele interpretacyjne, karty charakterystyk (MSDS) oraz certyfikat badania (Certificate of Analysis) mozna
pobraé ze strony firmy Biofortuna www.biofortuna.com. Jesli pobranie tych danych ze strony internetowej nie
powiedzie sie, prosimy o kontakt z lokalnym dystrybutorem.

* CleanAmp™ dNTP zostaty wykorzystane w produktach SSPGo firmy Biofortuna na mocy licencji udzielonej przez
firme Trilink Biotechnologies Inc.

e odpowiednie pipety i jatowe koncowki, np. pipety P10 z koricéwkami o obj. 10 ul wyposazonymi w filtry

e zestaw/sprzet do izolacji DNA

e spektrofotometr UV

e probdwki polipropylenowe

e jatowa woda o stopniu czystosci Molecular Biology Grade

e arkusze folii lub wieczka do zamykania probéwek PCR (wieczka potgczone w paski dostarczane sg z zestawami z
paskami probdowek)

e 96-dotkowy termocykler z pokrywa grzejng. Ptytki i probdwki PCR stosowane w zestawach firmy Biofortuna
posiadajg walidacje do stosowania w wiekszosci termocykleréw dostepnych na rynku, jak np. w termocyklerach
MJ Research PTC-100, PTC-200, Hybaid MBS oraz Techne TC-512. Inne modele mogg wymagaé dalszej walidacji
przez uzytkownika.

e odczynniki do elektroforezy zelowej (agaroza, 0,5x TBE, marker masy czasteczkowe] do analizy fragmentéw DNA
o wielkosci 1000 pz, 10 mg/ml bromku etydyny)

e sprzet do elektroforezy zelowej (aparat do elektroforezy, saneczki na zel, zasilacz, system do dokumentac;ji zeli z
transiluminatorem UV)

* Do diagnostyki in vitro

e Testy powinny by¢ wykonywane wytgcznie przez odpowiednio przeszkolony personel.

e Wszystkie uzyskane wyniki typowania powinny by¢ zweryfikowane przez wykwalifikowany personel, zas w
przypadku ich wykorzystania przy podejmowaniu decyzji klinicznych, wyniki te powinny by¢ potwierdzone przy
uzyciu innej metody typowania.

e Ze wszystkimi odczynnikami nalezy obchodzi¢ sie zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjne;.

e Czynnosci poprzedzajgce reakcje PCR oraz nastepujace po niej nalezy wykonywac w osobnych pomieszczeniach.
Nie nalezy przenosi¢ materiatdw uzywanych po reakcji PCR z powrotem do pomieszczenia, gdzie wykonywane
byty czynnosci poprzedzajgce PCR.
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e Ostrzezenie o zagrozeniu biologicznym: Wszystkie preparaty krwiopochodne traktowaé jako potencjalnie
zakazne.

e Ostrzezenie o zagrozeniu biologicznym: Bromek etydyny jest substancjg potencjalnie rakotwércza. W
przypadku jego stosowania nalezy zawsze nosi¢ rekawiczki, fartuch laboratoryjny oraz okulary ochronne.

e Ostrzezenie o zagrozeniu biologicznym: Zachowac ostroznos$¢ podczas stosowania zréodet promieniowania UV —
nalezy zawsze nosi¢ rekawiczki, fartuch laboratoryjny oraz okulary ochronne. Nigdy nie patrzeé bezposrednio w
Zrédto swiatta UV.

e Karty charakterystyk substancji niebezpiecznych (Material Safety Data Sheets) sy dostepne na stronie
internetowej www.biofortuna.com.

Zestawy Biofortuna SSPGo powinny by¢ przechowywane w temp. 4-30°C. Odczynniki powinny by¢ ponownie
nawodnione poprzez dodanie probek DNA w ciggu 3 godzin od wyjecia naczynek PCR z foliowych woreczkéw. Data
waznosci jest podana na opakowaniu. Nie stosowac produktéw po uptywie daty waznosci podanej na opakowaniu.

Nie stosowac zestawodw, jesli woreczki foliowe sg rozdarte lub podziurawione.

Nalezy upewnic sie, czy po dodaniu DNA naczynka PCR s3 szczelnie zamkniete, w przeciwnym razie moze dojs¢ do
parowania probek podczas amplifikacji metodg PCR. Nalezy zwracac szczegdlng uwage na krawedzie i rogi naczynek.

Wymogi dotyczace probek DNA

Kazda reakcja stosowana w badaniu w sposdb optymalny wykorzystuje 50 - 100 ng DNA, aczkolwiek najistotniejszg
kwestig jest to, aby kazda reakcja byta ponownie nawodniona poprzez dodanie doktadnie odmierzonych 10 ul ptynu.
A zatem badanie mozna wykonac z uzyciem 10 pl DNA o stezeniu 5-10 ng/ul lub najpierw mozna dodaé okreslong
objetos¢ wody, aby umozliwi¢ dodanie DNA o wyzszym stezeniu, np. dodajgc 9 ul wody, a nastepnie 1 ul DNA o
stezeniu 50-100 ng/ul. Jako ze heparyna moze hamowac reakcje PCR zaleca sie, aby nie przeprowadzaé ekstrakcji
DNA z heparynizowanych prébek krwi. OD;g0/280 prébki DNA powinno miesci¢ sie w zakresie od 1,6 do 2 zgodnie z
pomiarem spektrofotometru UV.

Wskazdowki dotyczace czynnosci poprzedzajacych reakcje PCR

i Wyijac ptytke lub pasek probéwek SSPGo z zamknietego woreczka.

ii.  Zapisa¢ numer partii, numer produktu oraz wersje testu(ow).

iii. Nalezy zauwazy¢, ze pierwsza reakcja kazdego locus testu ma zawsze kolor czerwony w odrdznieniu od
pozostatych sktadnikow zestawu.

iv. Niektére ptytki PCR w ostatnim zagtebieniu zawierajg ,kontrole bez matrycy” (ang. no template control) o
zabarwieniu purpurowym, stanowigcg integralng czes¢ reakgc;ji.

V. Przy uzyciu wyjatowionego sprzetu odmierzy¢ po 10 pl roztworu DNA do kazdej reakcji na ptytce lub w pasku
probowek. Patrz komentarz w rozdziale 8 w czesci ,Wymogi dotyczgce probek DNA”. Jesli ptytka zawiera
kontrole bez matrycy o purpurowym zabarwieniu, odmierzy¢ do niej 10 ul rozcienczalnika prébki (bez DNA).
Patrz komentarz dotyczacy kontroli bez matrycy w rozdziale 8.

vi. Upewni¢ sie, czy przed wykonaniem cyklu termicznego w kazdej reakcji DNA ma stycznosé z suchymi
odczynnikami. Mozna przeprowadzi¢ krétkie wirowanie, aby upewni¢ sie, ze wszystkie roztwory DNA miaty
kontakt z suchymi odczynnikami.

vii. Reakcje zabezpieczy¢ za pomoca arkuszy folii lub wieczek do probéwek PCR. Upewnic sie, czy folia $cisle
przylega, aby zapobiec parowaniu. Nalezy zwracac szczegdlng uwage na krawedzie i rogi.
viii.  Wstawic ptytke lub paski probdwek bezposrednio do termocyklera. Upewni¢ sie, czy naczynka sg catkowicie

osadzone w bloku, a pokrywa jest w petni docisnieta. Jesli ktérys z tych warunkdéw nie zostanie spetniony,
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poszczegdlne reakcje PCR moga sie nie powiesé. W niektdrych modelach aparatéw do PCR moze byc
konieczne zastosowanie mat lub bloczkéw dociskajgcych, aby mocno docisng¢ produkt do bloku.
iX. Uruchomi¢ program PCR (patrz ,Parametry reakcji PCR”).

KOMENTARZ DOTYCZACY TWORZENIA ZAWIESINY: Upewnié sie, czy mieszaniny PCR utworzyty zawiesine z probka
DNA w ciggu 3 godzin od wyjecia ptytki z foliowego woreczka.

KOMENTARZ DOTYCZACY KONTROLI BEZ MATRYCY: Niektére zestawy zawierajg kontrole bez matrycy (NTC) jako
ostatnig reakcje na ptytce. Reakcja ta zawiera purpurowy barwnik, ktéry pozwala na jej odrdznienie od pozostatych
reakcji. Jej obecnos¢ w zestawie jest réwniez odnotowana w dotgczonych tabelach interpretacyjnych wynikow.
Kontrola NTC stuzy do wykrywania kontaminacji produktem PCR lub kontaminacji genomowym DNA pochodzacym z
zestawdw Biofortuna SSPGo, jaka moze wystepowaé w wodzie uzytej do utworzenia zawiesiny z DNA. W przypadku
kontaminacji produktem PCR mozna zaobserwowac obecnos¢ amplikonu(éw) o réznej wielkosci, za$ w przypadku
kontaminacji genomowym DNA obserwuje sie obecnos¢ amplikonéw o wielkosci 187 pz.

KOMENTARZ DOTYCZACY WYSOKOSCI PrYTKI PCR/PROBOWEK W PASKU: Zaleca sie, aby wysokoé¢ ptytek oraz
probowek w paskach byta taka sama, jesli s3 one wktadane do tego samego urzadzenia do przeprowadzania reakgc;ji
PCR. Rézne wysokosci mogg spowodowac niewystarczajgcy kontakt ptytek lub probdwek z pokrywa grzejng aparatu
do przeprowadzania reakcji PCR. Moze to przyczynic sie do zmniejszenia wydajnosci amplifikacji metodg PCR lub tez
jej braku.

Parametry reakcji PCR

Dla reakcji PCR nalezy stosowa¢ ponizsze parametry. Upewnic sie, czy parametr szybkosci zmiany temperatury (ang.
ramp speed) jest ustawiony na co najmniej 1°C na sekunde, a nastepnie wiaczyé pokrywe grzejng. Petne instrukcje
dotyczace sposobu uzycia, patrz instrukcja obstugi termocyklera. Termocyklery powinny by¢ skalibrowane zgodnie z
regutami akredytacyjnymi Amerykanskiego Towarzystwa Zgodnosci Tkankowe] i Immunogenetyki (American Society
of Histocompatibility and Immunogenetic, ASHI) lub Europejskiej Federacji Immunogenetyki (European Federation of
Immunogenetics, EFI).

Denaturacja 94°C 5 minut

Denaturacja 96°C 15 sekund D

Annealing 66°C 50 sekund 10 cykli
Polimeryzacja 72°C 30 sekund ]
Denaturacja 96°C 15 sekund R

Annealing 64°C 50 sekund 20 cykli
Polimeryzacja 72°C 30 sekund ]

HOLD (utrzymanie temperatury) 15°C

Elektroforeza zelowa

Ponizsze wskazowki dotycza elektroforezy poziomej na zelu agarozowym: Przygotowac 2% zel agarozowy w buforze
0,5x TBE. Po schtodzeniu zelu do temperatury ok. 60°C dodaé¢ bromek etydyny do uzyskania koricowego stezenia
wynoszgcego 0,5 pg/ml. Wylaé zel i umiesci¢ w nim grzebienie standardu microtitre (np. 12 x 8 zagtebien w
odstepach 9 mm). Po zastygnieciu zelu wyjac¢ grzebienie i zala¢ zel buforem 0,5x TBE. Przenies¢ co najmniej 5 ul, lecz
nie wiecej niz 10 ul kazdej reakcji z ptytki lub paska probdéwek do odpowiedniego zagtebienia na zelu, zapisujac
potozenie kazdej reakcji. Do okreslania wielkosci czasteczek mozna skorzysta¢ ze wzorca masy 100 pz. Prowadzi¢
rozdziat przez 20 minut w polu elektrycznym o natezeniu 10 V/cm.

Szczegdtowe informacje na temat poszczegdlnych urzadzen/wyposazenia, patrz instrukcje uzytkowania wytwércy
aparatu do elektroforezy. Obrazowanie zeli powinno by¢ przeprowadzone z uzyciem systemu do dokumentac;ji zeli z
transiluminatorem UV.
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Zestawy SSPGo sg opracowane w taki sposdb, aby wyniki moina bylo uzyska¢ recznie w oparciu o tabele
interpretacyjne dostepne na stronie www.biofortuna.com. W przypadku problemoéw z dostepem do strony prosimy
o kontakt z lokalnym dystrybutorem.

Przytozy¢ obraz zelu do odpowiedniego formularza interpretacyjnego, dopasowujgc numery zestawu i wersji.
Obejrze¢ obraz zelu. Kazda reakcja powinna zawiera¢ prazek kontroli dodatniej. Nalezy korzysta¢ z tabeli
interpretacyjnej, bowiem prazki te mogg miec rézine rozmiary w zaleznosci od produktu SSPGo. Prazki kontroli
wewnetrznej mogg by¢ mniej intensywne, jesli obecne sg prazki swoiste dla alleli. Jesli obecny jest prazek swoisty dla
danego allelu, lecz brak jest prazka kontroli wewnetrznej, taki wynik nadal powinno sie uwaza¢ za dodatni. Nalezy
zignorowac wszelkie prazki mniejsze niz 70 pz, bowiem sg to nieprzytgczone primery.

Okresli¢ ilos¢ dodatnich reakcji. Na reakcje dodatnie wskazuje obecnos¢ prazkdéw o oczekiwanej wielkosci, zgodnie z
tabelami interpretacyjnymi. Nalezy pamietaé, ze w danej reakcji mozna uzyska¢ produkty o wiecej niz jednej
wielkosci - sg to tzw. reakcje multiplex (z dodatkiem wiekszej ilosci primerdw) i s3 one odnotowane w tabelach
interpretacyjnych.

Poréwnaé dodatnie reakcje z tabelami interpretacyjnymi. Wynik dodatni w reakcji wskazuje na obecnos$¢ co najmniej
jednego z alleli, podanych dla niej w tabeli interpretacyjnej. Kazdy okreslony allel mozna zamplifikowac¢ w kilku
probowkach — jesli dany allel jest obecny, wszystkie te reakcje powinny daé¢ wynik dodatni.

Prazek
kontroli
wewnetrznej

Kierunek
elektroforezy

Rys. 1 Przyktady reakcji dodatnich - obecnos¢ prazkéw swoistych dla danych alleli oraz prazkéw kontroli wewnetrznej
(reakcje 1-3); reakcje ujemne - obecnos¢ prazkdw kontroli wewnetrznej i brak prazkéw swoistych dla danych alleli
(reakcje 4-7) oraz brak reakcji - brak jakichkolwiek prazkéw (reakcja 8).

Prazek
swoisty dla
allelu

Nalezy upewnic sie, czy wersja zestawu odpowiada wersji podanej w tabeli interpretacyjnej.

Jakos¢ kazdej serii zestawu SSPGo jest sprawdzana przed jej wprowadzeniem do sprzedazy przez firme Biofortuna.
Prébki kazdej serii zestawu sg sprawdzane wzgledem zdefiniowanego panelu sktadajgcego sie z prébek ludzkiego
DNA w celu zapewnienia prawidtowego dziatania. Kazda reakcja przeszta walidacje wzgledem co najmniej 48 dobrze
scharakteryzowanych prébek DNA pochodzacych z linii komdrkowych. Firma Biofortuna zaleca, aby laboratoria
przeprowadzaty wewnetrzng walidacje wszystkich nowych produktéw do typowania przed ich uzyciem do badania
prébek klinicznych. Typowanie diagnostyczne powinno by¢ przeprowadzane wytgcznie przez wysoce
wykwalifikowany i w petni przeszkolony personel, za$ uzyskane wyniki powinny by¢ sprawdzane przez innego
przeszkolonego pracownika.

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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Liczba testéw
Przedstawiciel w krajach Wspdlnoty Europejskiej
Sprawdzié¢ w instrukcji uzycia
Miejsce produkgcji

Do diagnostyki in vitro

Data waznosci

2. 4% Temperatura przechowywania
Lot Numer partii

Biofortuna Ltd

1 Hawkshead Road

Croft Business Park
Bromborough, CH62 3RJ, UK
T: +44 (0) 151 334 0182
E-mail: info@biofortuna.com

Strona internetowa: www.biofortuna.com
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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
SlaBéotueg petadpaoelg
Forditasok

Oversettelser tilgjengelig
Ttumaczenia dostepne
Traducgdes disponiveis
MNepeBoAbl AOCTYNHbI
Preklady k dispozicii
Ceviriler mevcut
Oversattningar tillgdngliga

www.biofortuna.com
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Problem Prawdopodobna przyczyna Rozwigzanie

Brak amplifikacji Nieprawidtowe stezenie Zmierzy¢ ilo$¢ DNA oraz upewnic sie, czy dodano tgcznie
uzytego DNA 50 - 100 ng DNA w objetosci 10 ul na kazdg reakcje.
Inhibitory PCR obecne w Unikaé stosowania heparynizowanej krwi, lub jesli jest to
probce DNA niemozliwe, wyizolowaé DNA z przemytych
nienaruszonych limfocytéw tak, aby nie dopusci¢ do
kontaktu heparyny z DNA.

Opisano protokoty wykorzystujgce heparynaze do
usuwania heparyny z prébek DNA.

Ponownie wyizolowa¢ DNA. Informacje dotyczace
zastosowania zestawu do ekstrakcji DNA, patrz wytyczne
producenta.

Staba jakos¢ uzytej probki DNA | Zbadac jako$¢ DNA. Wartosé wspdtczynnika A260/A280
powinna wynosi¢ 1,6 — 2,0 wedtug pomiaru
spektrofotometrycznego UV.

Upewnic sie, czy DNA jest w petni zawieszone w
roztworze.

Odczynniki nie tworzg Upewnic sie, czy peleciki sg ponownie w petni
zawiesiny nawodnione po dodaniu DNA. Jesli to konieczne, krétko
odwirowac ptytke.

Upewnic¢ sie, czy do kazdej reakcji dodano 10 pl roztworu
DNA.

Nieprawidtowe ustawienia Upewnic sie, czy program PCR zostat prawidtowo
termocyklera wprowadzony zgodnie z instrukcja.

Upewnic sie, czy pokrywa grzejna termocyklera jest
wigczona i wystarczajgco mocno docisnieta.

Dalsze informacje, patrz instrukcja obstugi termocyklera.
Problemy podczas Upewnic sie, czy do aparatu do elektroforezy jest
elektroforezy podtaczone zasilanie - sprawdzi¢ zasilacz i oczyScic¢
elektrody.

Zanurzy¢ zel w buforze 0,5X TBE.

Upewnic sie, czy uzyto 0,5 pug/ml swiezego bromku
etydyny. Sprawdzi¢, czy podczas obrazowania zeli
natezenie Swiatta UV byto wystarczajgce.

Dalsze informacje, patrz instrukcja obstugi aparatu do
elektroforezy oraz zasilacza.

Ptytki nieprawidtowo Niedoktadne zabezpieczenie ptytek moze doprowadzié
zamkniete do parowania probek podczas reakcji PCR. Firma
Biofortuna dostarcza zalecane arkusze folii
zabezpieczajacej (numer produktu BF-40-11).

Upewnic sie, czy wszystkie zagtebienia sg odpowiednio
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Rozwigzanie

zabezpieczone. Zwrdci¢ szczegdlng uwage na zagtebienia
znajdujace sie blisko krawedzi ptytki lub paska PCR.

Losowe wypadanie
(ang. drop-out)
amplikonéw
specyficznych dla
kontroli i/lub alleli

0088

Btedy dotyczace zelu

Upewnic sie, czy wszystkie zagtebienia na zelu zostaty
zapetnione w prawidtowej kolejnosci i czy jednakowa
objetosc reakcji PCR zostata dodana do kazdego
zagtebienia.

Przeprowadzi¢ kalibracje pipet zgodnie z instrukcjami
wytworcy.

Sprawdzi¢, czy zagtebienia zostaty prawidtowo
uformowane w zelu. Zachowa¢ ostroznos¢ podczas
wyjmowania grzebieni, bowiem mozna naruszy¢ dno
zagtebien.

Upewnic sie, czy przed wylaniem Zzelu agaroza ulegta
catkowitemu rozpuszczeniu.

Upewnic sie, czy rozdziat nie trwat zbyt dtugo, bowiem
krétsze amplikony mogg ,,wypadac” z zelu na koncach.

Upewnic sie, czy rozdziat trwat wystarczajgco dtugo, aby
doszto do separacji prazkow.

Uzywacd $wiezego roztworu bromku etydyny.

Problemy dotyczace
termocyklera

Niepowodzenie reakcji, szczegdlnie w pozycjach
skrajnych, moze by¢ spowodowane niewystarczajgcym

docis$nieciem pokrywy. Moze to by¢ przyczyng parowania
oraz kondensacji reakcji PCR od potowy naczynka PCR,
prowadzac do btedéw lub braku reakcji PCR.

Przestrzegac wytycznych wytwércy dotyczacych
konserwacji oraz kalibracji termocyklera.

Sprawdzi¢, czy parametry reakcji PCR sg prawidtowo
ustawione zgodnie z instrukcjg uzywania.

Problemy dotyczace
parowania

Upewnic sie, czy wszystkie zagtebienia sg odpowiednio
zamkniete. Zwrdcic szczegdlng uwage na zagtebienia
znajdujace sie blisko krawedzi ptytki lub paskéw PCR.

Upewnic sie, czy pokrywa grzejna jest witgczona i czy sita
docisku jest wystarczajaca. Firma Biofortuna dostarcza
zalecane arkusze folii zabezpieczajacej (numer produktu
BF-40-11).

Sporadyczne btedy
spowodowane przez problemy
dotyczace prébek DNA

Brak DNA: Upewnic sie, czy DNA jest obecne we
wszystkich zagtebieniach.

Nieprawidtowa objetosc: Upewnic sie, czy do kazdej
reakcji dodano po 10 ul roztworu DNA.

Zbyt duzo DNA: llos¢ powyzej 200 ng moze spowodowadé
btedy reakcji PCR.
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Zanieczyszczenia obecne w préobkach DNA moga
sporadycznie lub w duzym stopniu uniemozliwic¢
amplifikacje.

Rozmazany obraz zelu

Sprawdzi¢ stezenie i czystosé DNA. Dodanie zbyt duzej
ilosci DNA do reakcji PCR moze przyczynic sie do
uzyskania rozmazanych obrazéw zeli.

Staba amplifikacja

Problem dotyczacy stezenia
DNA

Sprawdzi¢, czy stezenie DNA nie jest zbyt wysokie ani
zbyt niskie. Docelowe stezenie DNA w kazdej reakgji
powinno wynosi¢ 100 ng DNA w roztworze 10 pl.

Problemy dotyczace
termocyklera

Przestrzegac wytycznych wytwércy dotyczacych
konserwacji oraz kalibracji termocyklera.

Sprawdzi¢, czy parametry reakcji PCR sg prawidtowo
ustawione zgodnie z instrukcjg uzywania.

Btedy dotyczace zelu

Upewnic sie, czy do kazdego zagtebienia dodano
jednakowg objetos¢ reakcji - pomiedzy 5 ul a 10 pl.

Przeprowadzi¢ kalibracje pipet zgodnie z instrukcjami
wytworcy.

Uzywacd Swiezego roztworu bromku etydyny.

Nieswoista
amplifikacja

Problem dotyczacy stezenia
DNA

Sprawdzi¢, czy stezenie DNA nie jest zbyt wysokie ani
zbyt niskie. Docelowe stezenie DNA w kazdej reakcji
powinno wynosi¢ od 50 do 100 ng DNA w roztworze
10 pl.

Reakcje wstawione w
nieprawidtowej kolejnosci

Sprawdzi¢ ustawienie Sciezek w reakcji PCR oraz w zelu.

Starac sie nie dopuscic¢ do przelania sie produktow z
sgsiednich zagtebien podczas elektroforezy poprzez ich
odpowiednie napetnienie oraz wyjecie grzebieni dopiero
po zastygnieciu zelu.

Zidentyfikowany nowy allel

Mogg by¢ obecne allele uprzednio niewykryte podczas
sekwencjonowania, tworzgc nowy wzoér amplifikacji. W
przypadku stosowania starych arkuszy interpretacyjnych
nalezy pobra¢ bardziej aktualny arkusz ze strony
www.biofortuna.com. Jedli zaktualizowane dane nie
pasujg do nowego wzoru, nalezy go sprawdzi¢, stosujac
inny zestaw firmy Biofortuna lub podjag¢ prébe
zidentyfikowania metoda sekwencjonowania.
Ewentualnie mozna skontaktowac sie z dziatem serwisu
technicznego firmy Biofortuna w celu uzyskania pomocy
i porady technicznej.

Wzér amplifikacji
niemozliwy do
zinterpretowania
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Niewtfasciwa interpretacja
artefaktu jako specyficznego
prazka.

Sprawdzi¢ prawidtowy rozmiar prazka w tabelach
interpretacyjnych odpowiednich dla danej wersji
zestawu.

Sprawdzi¢, czy wszystkie specyficzne produkty
amplifikacji majg prawidtowa wielkos¢ lub czy artefakt
(przeniesienie, primer-dimer) nie zostat btednie
zinterpretowany jako produkt amplifikacji.
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Reakcje wstawione w
nieprawidtowej kolejnosci

Sprawdzi¢ ustawienie Sciezek w reakcji PCR oraz w zelu.

Btedy poszczegdlnych reakcji
PCR

Sprawdzi¢, czy obecne sg wszystkie wewnetrzne kontrole
dodatnie. Ponownie zinterpretowac wyniki, pomijajac
wszelkie brakujgce reakcje.

Brak krétkich amplikonow

Rozdziat elektroforetyczny zbyt dtugi, krotkie amplikony
przesunety sie poza warstwe zelu lub ominety bromek
etydyny lub ulegty rozproszeniu, przenikajac do
poprzedniego zagtebienia w zelu. Przeprowadzac
elektroforeze w warunkach odpowiadajgcych danemu
systemowi zeli.

Zidentyfikowany nowy allel w
probce

Sporadycznie moze dojs¢ do odkrycia nowych alleli, w
wyniku czego mozliwe jest uzyskanie takiego wzoru
amplifikacji, ktéry nie odpowiada istniejgcym allelom.
Prosimy o kontakt z lokalnym dystrybutorem.
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