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BIOFORTUNA"

- SSPGo

Navod na pouZitie pre typizaéné kity Biofortuna SSPGo™" HLA Typing Kits
Verzia zo 4. jun 2011.

Biofortuna HLA SSPGo Kits su kvalitativne supravy zalozené na DNA na urCenie HLA alel bud pomocou kitu
S vysokym rozlisenim“ alebo pomocou kitu pre skupinovo Specificki amplifikaciu alel ,,so strednym rozliSenim®.
Vseobecna definicia strednej Urovne rozliSenia je taka, Ze vacsina vysledkov je pri nom jasne urcend na urovni dvoch
Cislic, napr. DQB1*02, DQB1*05 atd. Vysoké rozlisenie je vSeobecne definované tak, Ze vacsina alel je urcena na
urovni Styroch cislic, ako napr. DQB1*02:01, DQB1*05:01 atd. Tento produkt je uréeny len pre diagnostické tGcely in
vitro a pouzivat ho moézu iba vyskolené osoby.

Molekuly HLA hraju klfu€ovu dlohu pri imunite a rozpoznavani molekul vlastnych a cudzich a v désledku toho je
genotypizacia HLA a parovanie HLA povinné pred vacsinou typov transplantacii. Antigény HLA ohranicuju Specificitu
T-bunkami sprostredkovanej imunitnej odpovede a genotypizacia HLA je uZitocnym wvyhladavacim nastrojom
mnozstva imunitnych poruch alebo imunitnych odpovedi na patogény, vakcinaciu alebo liecbu medikamentmi.
Genotypizaciu HLA mozZno pouzit na pomoc pri diagnostikovani ochoreni, u ktorych si alely HLA vyznamnym
sp6sobom spojené so stavom ochorenia.

.....

genotypizacia DNA. Genotypizacia pomocou PCR reakcie vyuZivajuca priméry Specifické pre sekvenciu (SSP -
Sequence-Specific Primers)* je rychla metdda genotypizacie HLA vhodna najma v situdciach, kedy je pozadovana
strednd droven rozliSenia. U kitov Biofortuna SSP su vsetky reakcie v suchom stave, vratane polymerazy, takze
jediné, ¢o musi uZivatel pred PCR urobit, je pridat DNA.

Tomu, aby boli kity aktualizované v stlade novym usporiadanim IMGT HLA, je venované nalezité usilie. Aktualizacie
kitu su k dispozicii na webovej stranke www.biofortuna.com.

PCR SSP je zaloZena na principe, ze k amplifikacii dojde iba u primérov, ktoré sa budu Uplne zhodovat 3’ koncom
s ciefovou sekvenciou. Zamenené priméry neposkytnl pozitivny produkt amplifikicie’. Par primérov internej
kontroly, ktory amplifikuje zachovany regién prevddzkového génu, je obsiahnuty v kazdej PCR reakénej zmesi; par
primérov internej kontroly je indikatorom integrity PCR reakcie. Genotypizacia SSP vSeobecne vyuZiva viacndsobné
reakcie, ktoré pri spolo¢nej analyze indikuju genotyp. Vizualizaciu produktov amplifikdcie mozno dosiahnut pomocou
elektroforetického delenia na agarézovom géle, ktory separuje fragmenty DNA podla velkosti.
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10 — 40x polypropylénové PCR platne alebo stripy, ktoré obsahuju 1 — 96 PCR jamiek (zavisi od typu kitu), kazda
jamka obsahuje 10 ul dopredu naddvkovanych mrazenych primérov v suchom stave, polymerdzu, dNTP*
a pufer. Kazdy test alebo stripy su individudlne balené vo félii.

e 1 xnavod na pouZzitie.

e Interpretacné tabulky, MSDS (karty bezpeénostnych tGdajov) a sarZovy certifikat vydany vyrobcom (Certificate of
Analysis) mozno ziskat z webovej stranky spolo¢nosti Biofortuna www.biofortuna.com. Ak nemate moznost
ziskat ich z webovej stranky, kontaktujte prosim distributora.

*CleanAmp™ dNTP podliehaju licencii spoloc¢nosti Trilink Biotechnologies Inc so zvolenim na pouzitie v produktoch
Biofortuna SSPGo.

¢ Vhodné pipety a sterilné spicky, napr. pipeta P10 s 10ul filtracnymi Spickami.

e Suprava/vybavenie naizolaciu DNA.

e UV spektrofotometer.

e Polypropylénové skimavky.

e Sterilna voda s molekularnym stupriom Cistoty.

e Uzavery alebo fdlie na uzavretie PCR. (Uzavery stripov su dodavané v stipravach so stripmi)

e Termocyklér s 96 jamkami a vyhrievanym vekom. Platni¢ky a skimavky PCR pouZité v kitoch spolo¢nosti
Biofortuna boli validované pre pouzitie s vac¢Sinou termocyklérov na trhu, vratane termocyklérov MJ Research
PTC-100, PTC-200, Hybaid MBS a Techne TC-512. R6zne modely mézu vyzadovat dalsiu validaciu uzivatelom.

e Reagencie pre gélovu elektroforézu (agardza, 0,5x TBE pufer, 1 000bp DNA marker molekulovej hmotnosti,
roztok etidiumbromidu 10 mg/ml).

* Vybavenie pre gélovu elektroforézu (gélova aparatdra, sietovy zdroj, dokumentacny systém pre gél s UV
transluminatorom).

e Pre diagnostické ucely in vitro.

* Testy musi vykonavat iba nélezite vyskoleny personal.

* Vsetky vysledky typizacie musi overit kvalifikovany ¢len persondlu, a ak su pouzité na klinické rozhodovanie,
vysledky musia byt potvrdené pomocou inych metdd typizacie.

e So vSetkymi reagenciami zaobchadzajte v sulade so zasadami Spravnej laboratdrnej praxe.

e Oblasti, kde sa vykondva postup pred a po PCR musia byt oddelené. Ziadny material pouzivany po PCR
nevnasajte spat do oblasti pred PCR.

e Varovanie tykajluice sa biorizika: So vsetkymi produktmi krvného povodu zaobchadzajte ako s potencialne
infekénymi.

e Varovanie tykajlice sa biorizika: Etidiumbromid je potenciadlny karcinogén. Pri jeho pouziti vidy noste ochranné
rukavice, laboratérny plast a ochranné okuliare.

e Varovanie tykajuce sa biorizika: Budte opatrni pri pouzivani zdrojov UV Ziarenia - noste vZdy ochranné rukavice,
laboratdrny plast a ochranné okuliare. Nikdy sa nepozerajte priamo do zdroja UV svetla.

e Karty bezpecnostnych udajov su k dispozicii na webovej stranke www.biofortuna.com.
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Kity Biofortuna SSPGo skladujte pri teplote 4 — 30 °C. Hned' po vybrati PCR jamiek z obalu je potrebné reagencie
rehydratovat pomocou DNA do 3 hodin. Datum exspiracie je uvedeny na obale. Po datume vytlatenom na obale
produkt nepouzivajte.

Nepouzivajte supravy, ak je foliovy obal natrhnuty alebo prepichnuty.

Zaistite, aby boli PCR jamky po nadavkovani DNA tesne uzavreté, pretoze by mohlo déjst k vyparovaniu pocas PCR
amplifikacie. Zvlastnu pozornost venujte okrajom a rohom.

Poziadavky na vzorku DNA

Vsetky reakcie testu su optimalizované na 50 — 100 ng DNA, ale kritickym bodom je potreba rehydratovat kazdu
reakciu presne 10 pl kvapaliny. Preto moZno test uskutocnit tak, Ze sa pouzije 10 pl DNA s koncentraciou 5 — 10 ng/ul
alebo mozZno najskér pridat objem vody, ktory umozni pridanie DNA s vy$Sou koncentréaciou, napr. sa prida 9 pl vody
a potom sa prida 1 pl DNA s koncentraciou 50 — 100 ng/ul. KedZe heparin mdze PCR reakciu inhibovat, neodporuca
sa extrahovat DNA z heparinizovanych vzoriek krvi. Hodnota ODje 280 Vvzorky DNA by pri merani UV
spektrofotometrom mala spadat do rozmedzia 1,6 — 2.

Pokyny pre postup pred PCR

i.  Vyberte platriu alebo strip SSPGo z uzavretého sacku.

ii. Poznamenajte si Cislo Sarze, Cislo produktu a verziu metddy.

iii. Prva reakcia kazdého testovaného lokusu ma vzdy cervenu farbu v porovnani so zvyskom kitu.

iv. Niektoré PCR platne obsahuju v poslednej jamke integrovanu fialovo sfarbenu ,kontrolu bez matrice”.

V. Pomocou sterilného vybavenia napipetujte 10 pl roztoku DNA do kaZdej reakcie na platni alebo stripe. Pozri
poznamku v oddiele 8 - PoZiadavky na vzorky DNA. Ak platha obsahuje integrovanu fialovo zafarbenu
ykontrolu bez matrice”, napipetujte do nej 10 ul roztoku na riedenie vzoriek (bez DNA). Pozri poznamku
v oddiele 8 - Kontrola bez matrice.

vi.  Zaistite, aby bola DNA v kontakte s reagenciami v suchom stave v kazdej reakcii pred vystavenim teplotnému
cyklu. Kratka centrifugdcia zaisti, Ze vSetok roztok DNA bude v kontakte s reagenciami v suchom stave.
vii. Utesnite reakcie uzatvaracou fdliou alebo uzavermi pre PCR skimavky. Uistite sa, zZe félia je ¢o najlepSie
utesnend, aby sa predislo odparovaniu. Zvlastnu pozornost venujte okrajom a rohom.
viii. Umiestnite platfiu alebo stripy priamo do termocykléru. Uistite sa, Ze jamky su Uplne vloZené do bloku

a veko je Uplne stlacené. Ak tak neurobite, mdze dojst k individualnemu zlyhaniu PCR reakcie. U niektorych
modelov pristrojov pre PCR reakciu moze byt nevyhnutné pouzit kompresné podlozky alebo bloky, aby bolo
dosiahnuté efektivne stlacenie produktu v bloku.

iX. Spustte program pre PCR reakciu (pozri Parametre PCR).

POZNAMKA K RESUSPENZII: Zaistite, aby zmesi pre PCR reakciu boli resuspendované so vzorkou DNA do 3 hodin od
vybratia platne z obalu.

POZNAMKA KU KONTROLE BEZ MATRICE: Niektoré kity obsahuju kontrolu bez matrice (NTC - No Template Control)
ako poslednu reakciu platnicky. Tato reakcia obsahuje fialové farbivo, aby ju bolo mozné odlisit od ostatnych reakcii
a jej pritomnost v suprave je uvedenad v prilozenych interpretaénych tabulkach. NTC je v kitoch Biofortuna SSPGo
navrhnuta na detekciu kontaminacie PCR reakcie alebo detekciu genomickej DNA, ktord moze byt pritomna vo vode
pouzivanej na resuspenziu DNA. Ak je PCR reakcia kontaminovana, budu pozorované amplikény réznych velkosti, ak
bude kontaminovana genomickou DNA, bude pozorovany amplikdn s velkostou 187 bp.

POZNAMKA TYKAJUCA SA VYSKY PROFILU PCR PLATNICIEK/STRIPOV: Odporuca sa, aby vyska profilu platniciek
a stripov bola zhodn4, ak st umiestnené v rovnakom pristroji pre PCR reakciu. Rozdielne vysky profilov mézu mat za
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nasledok nedostatoény kontakt s vyhrievanym vekom pristroja pre PCR reakciu. Vysledkom méze byt nedostatoéna
amplifikacia PCR alebo jej zlyhanie.

Parametre PCR

Pre PCR je potrebné pouzZit nasledujice parametre. Uistite sa, Ze rychlost stipania/klesania je najmenej 1 °C za
sekundu a zapnite vyhrievanie veka. Kompletny navod na pouZitie je uvedeny v uZivatelskej prirucke vyrobcu
termocykléru. Termocykléry musia byt kalibrované podla akredita¢nych pravidiel vydanych organizaciou American
Society of Histocompatibility and Immunogenetic (ASHI) alebo European Federation of Immunogenetics (EFI).

Denaturacia 94 °C po dobu 5 minut

Denaturacia 96 °C po dobu 15 sekund “

Aneldcia 66 °C po dobu 50 sekund 10 cyklov
Elongdcia 72°C podobu30sekind  __|

Denaturacia 96 °C podobu 15sekund €]

Aneldcia 64 °C po dobu 50 sekind 20 cyklov
Elongacia 72°C podobu30sekind |

UDRZIAVAJTE PRI TEPLOTE 15 °C

Gélova elektroforéza

Tieto pokyny aplikujte pri horizontalnej elektroforéze na agarézovom géle: Pripravte 2% agarézovy gél v 0,5x TBE
pufri. Ked' je gél ochladeny na priblizne 60 °C, pridajte etidiumbromid tak, aby koneéna koncentracia bola 0,5 pg/ml.
Nalejte gél a vloZte hrebene na vytvorenie mikrotitracnych jamiek (napr. jamiek 12 x 8 s 9mm medzerami). Po
stuhnuti vyberte hrebene a ponorte gél do roztoku 0,5x TBE pufru. Preneste 5 — 10 pl z kazdej reakcie platne alebo
stripu do prislusnej jamky v géle a poznamenaijte si poziciu kazdej reakcie. Na urcenie velkosti méze byt vhodny
100 bp ladder (velkostny marker). Elektroforetickd separaciu nechajte prebiehat 20 minut pri 10 V/cm.

Podrobnosti tykajuce sa Specifického vybavenia su uvedené v ndvode na pouZitie od vyrobcu vasho
elektroforetického systému. Gél je potrebné zobrazit pomocou UV dokumenta¢ného systému pre gél s UV
transluminatorom.

Kity SSPGo boli navrhnuté tak, aby vysledky mohli byt stanovené manualne pomocou interpretacnych tabuliek, ktoré
su k dispozicii na webovej stranke www.biofortuna.com. Ak mate problémy s pristupom na webovu stranku,
kontaktujte prosim distributora.

Pripojte snimku gélu k zodpovedajicemu interpretacnému formuldru tak, aby sdhlasili ¢isla supravy a verzie.
Vyhodnotte zobrazenie gélu. Kazda reakcia by mala obsahovat pozitivny kontrolny pruzok. Pozri interpretaéné
tabulky, kedze v réznych produktoch SSPGo mdze mat réznu velkost. Pruzky internych kontrol sa mézu objavit ako
ovela slabsie ako pruzky Specifické pre alely. Ak je pritomny priazok Specificky pre alelu, ale nie pruzok pre kontrolu,
vysledok sa tiez povazuje za pozitivny. Prizkom mensim ako 70 bp nevenujte pozornost, kedze ide
o neinkorporované priméry.

Urcite pozitivne reakcie. Pozitivne reakcie su indikované pomocou pruzkov ocakavanej velkosti, ktoré su uvedené
v interpretacnych tabulkach. V danej reakcii moze byt viac ako jedna velkost produktu - ide o multiplexné reakcie
a v interpretacnych tabulkdch su uvedené.

Pozitivne reakcie porovnajte s interpretaénymi tabulkami. Pozitivny vysledok v reakcii indikuje pritomnost najmenej
jednej z alel uvedenej pri tejto reakcii v interpretacnej tabulke. Dana alela méze byt amplifikovana v niekolkych
skimavkach - ak je alela pritomna, mali by byt pozitivne vSetky relevantné reakcie.
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Smer
elektroforézy

Obr. 1 Priklady pozitivnych reakcii, indikovanych pritomnostou pruzkov Specifickych pre alelu a pruzkov kontrol
(reakcie 1 — 3); negativnych reakcii, indikovanych pritomnostou pruzkov kontrol, ale nepritomnostou pruzkov
$pecifickych pre alelu (reakcie 4 — 7); a zlyhania reakcie, indikovanej nepritomnostou akéhokolvek pasu (reakcia 8).

Prazok —
kontroly
Pruzok Specificky sl
pre alelu

Uistite sa, Ze verzia supravy zodpoveda verzii interpretacnej tabulky.

Kvalita kazdej Sarze SSPGo sa kontroluje pred uvolnenim produktu z vyroby spolocnosti Biofortuna. Vzorky kazdej
Sarze kitu su kontrolované vzhlfadom na definovany panel so vzorkami DNA [udského pdvodu, aby bola zaistena
spravna funkénost. Kazdd reakcia bola validovanda najmenej so 48 vzorkami dobre charakterizovanych DNA
bunkovych linii. Spolo¢nost Biofortuna odporucéa, aby kazdé laboratérium interne validovalo akékolvek nové
produkty uréené na typizaciu predtym, ako ich pouzije s klinickymi vzorkami. Typizaciu pre diagnostické ucely méze
vykonavat iba uplne vyskoleny a kvalifikovany pracovnik a vysledky musia byt krizovo skontrolované inym
vySkolenym c¢lenom personalu.

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.

Pocet testov

Zastupca v krajinach Eurdépskeho spolocenstva
vid ' ndvod na pouzitie

Miesto vyroby

Diagnostické pomocky in vitro

Datum exspiracie

2. 4°%°  Teplota skladovania

Lot Cislo sarze

1 EE}E@

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

Pravdepodobna pricina

Ndpravné opatrenia

Pri Ziadnej reakcii
nedoslo k amplifikacii

q3
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Nespravna koncentracia
pouzitej DNA

Zmerajte mnozstvo DNA a zaistite, aby bolo do kazdej
reakcie pridanych celkovo 50 — 100 ng DNA v objeme
10 pl.

Vo vzorke DNA su pritomné
inhibitory PCR reakcie

Vyhnite sa pouZitiu heparinizovanej krvi, ak to nie je
mozné, extrahujte DNA z premytych intaktnych
lymfocytov, takZze heparin nebude s DNA v kontakte.

Boli popisané postupy pre pouZitie heparinazy na
odstranenie heparinu zo vzoriek DNA.

DNA extrahujte znovu. Pozri ndvod na pouzitie od
vyrobcu sUpravy na extrakciu DNA.

Nizka kvalita pouZitych vzoriek
DNA

Zmerajte kvalitu DNA. Hodnota pomeru A260/A280
namerana UV spektrofotometrom musi byt v rozmedzi
1,6 -2,0.

Uistite sa, Ze bola DNA pred pouzitim Uplne
resuspendovana.

Reagencie nie su Uplne
resuspendované

Uistite sa, Ze boli pelety pred pridanim DNA Uplne
rehydratované. V pripade potreby platnicku kratko
centrifugujte.

Uistite sa, Ze bolo pre kazdu reakciu pouzitych 10 pl DNA
roztoku.

Termocyklér nebol nastaveny
spravne

Uistite sa, Ze bol program PCR zadany spravne podla
navodu na poutZitie.

Uistite sa, Ze vyhrievané veko termocykléru je usadené
a dostatocne utesnené.

Dalie pokyny st uvedené v ndvode na poufzitie
termocykléru.

Problémy tykajlce sa
elektroforézy

Uistite sa, Ze do elektroforetickej aparatury ide elektricky
prad - skontrolujte sietovy zdroj a vydistite elektrody.

Pouzite 0,5x TBE pufer pre separaciu.
Uistite sa, Ze sa pouzival Cerstvy roztok 0,5 pg/ml

etidiumbromidu. Skontrolujte, ¢i je pri zobrazeni gélov
UV Ziarenie dostatocné.

Dalie pokyny st uvedené v ndvode od vyrobcu
elektroforetickej aparatury a sietového zdroja.
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Ndapravné opatrenia

Platnicky nie su spravne
utesnené

Nedostatoéné utesnenie platni¢iek moze viest
k odparovaniu pocas PCR. Spolo¢nost Biofortuna dodava
odporucané tesniace félie (Cislo produktu BF-40-11).

Uistite sa, Ze vSetky jamky su naleZite utesnené. Zvlastnu
pozornost venujte utesneniu jamiek na okrajoch PCR
platne alebo stripu.

Nahodné chyby pri
zazname kontrol
a/alebo amplikénov
Specifickych pre alely

q3
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Chyby tykajuce sa gélu

Uistite sa, Ze vSetky jamky boli nanesené do gélu
v spravnom poradi a do vSetkych bol pridany rovnaky
objem PCR reakcie.

Nakalibrujte pipety podla pokynov vyrobcu.
Skontrolujte, ¢i sa jamky v géle vytvorili spravne.
Hrebene odstrariujte opatrne, pretoze méze dojst

k roztrhnutiu dna jamiek.

Pred nanesenim gélu sa uistite, Ze agardza je Uplne
rozpustena.

Uistite sa, Ze elektroforéza v géle neprebieha prilis dlho,
pretoze mensie amplikdny by mohli prebehnut cez

koniec gélu.

Uistite sa, Ze elektroforéza v géle prebiehala dostato¢ne
dlho, aby mohlo déjst k separacii amplikdnov.

Pouzite Cerstvy roztok etidiumbromidu.

Problémy tykajlce sa
termocykléru

Zlyhanie metddy, najméa pozdiz okrajov, moze byt
sposobené nedostatoc¢nym utesnenim veka. To moze
viest k odpareniu a kondenzécii PCR reakcie v horne;j
polovici mikroskimavky pre PCR reakciu, takZze PCR
reakcia je nedostatocna.

Pri udrzbe a kalibracii termocykléru postupujte presne
podla pokynov vyrobcu.

Podla navodu na poufzitie skontrolujte, ¢i si parametre
PCR spravne.

Problémy tykajlce sa
odparovania

Uistite sa, Ze vSetky jamky su naleZite utesnené. Zvlastnu
pozornost venujte utesneniu jamiek na okrajoch PCR
platne alebo stripov.

Uistite sa, Ze je zapnuté vyhrievanie veka a Ze veko
jedostatocne stlaéené. Spolo¢nost Biofortuna dodava
odporucané tesniace félie (Cislo produktu BF-40-11).
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Ndapravné opatrenia

Sporadické zlyhanie kvoli
problémom tykajucich sa DNA

DNA nie je pritomna: Uistite sa, Ze je DNA pritomna vo
vSetkych jamkach.

Nesprdvny objem: Uistite sa, Ze je do kaZdej reakcie
pridanych 10 ul roztoku DNA.

Pridané prilis vela DNA: Koncentracia vyssia ako 200 ng
moze spbsobit zlyhanie PCR reakcie.

Kontaminacie DNA mdzu viest k sporadickému alebo
rozsiahlemu zlyhaniu amplifikacie.

Rozmazané zobrazenie
gélu

Skontrolujte koncentraciu a Cistotu DNA. Pridanie prilis
velkého mnoZstva DNA do PCR reakcii mdze spbsobit
rozmazané zobrazenie gélu.

Slaba amplifikacia

Problémy tykajlce sa
koncentracie DNA

Skontrolujte, ¢i koncentracia DNA nie je prilis vysoka ani
prili$ nizka. Davkujte 100 ng DNA na reakciu v 10 pl.

Problémy tykajlce sa
termocykléru

Pri udrzbe a kalibracii termocykléru postupujte presne
podla pokynov vyrobcu.

Podla navodu na poufzitie skontrolujte, ¢i si parametre
PCR spravne.

Chyby pri priprave gélu

Uistite sa, Ze bol do kazdej jamky pridany rovnaky objem
v rozmedzi 5—10 pl.

Nakalibrujte pipetu podla pokynov vyrobcu.

Pouzite Cerstvy roztok etidiumbromidu.

Nespecificka
amplifikacia
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Problémy s koncentraciou
DNA

Skontrolujte, ¢i koncentracia DNA nie je prilis vysoka ani
prilis nizka. Davkujte 50 — 100 ng DNA na reakciu v 10 pl.

Reakcie s v nespravnom
poradi

Skontrolujte poradie PCR a poradie riadkov v géle.

Zamedzte fyzickému preteceniu susediacich jamiek pri
elektroforéze tym, ze ich nebudete prepliat a predtym,
ako vyberiete hrebene sa uistite, Ze gél je uz pevny.

Bola identifikovana nova alela

Alely, ktoré neboli doposial sekvenované, mozu byt
pritomnévV novych amplifikacnych vzoroch (pattern). Ak
pouzivate na interpretaciu staré navody, aktualnejsie su
k dispozicii na webovej stranke www.biofortuna.com. Ak
tieto neobsahuju novy vzor, pouZite na kontrolu inu
sUpravu Biofortuna, alebo sa pokuste identifikovat
sekvenciu pomocou typizacie na zdklade sekvencii.
Mozete tiez kontaktovat technického zastupcu
spolocnosti Biofortuna, ktory vam méze poskytnut viac
informacii.
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Ndapravné opatrenia

Amplifikacny vzor
(pattern) nemozno
interpretovat
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Nesprdvna interpretacia
artefaktu ako Specifického
pruzku

Skontrolujte spravnu velkost pruzkov v interpretaénych
tabulkach sSpecifickych pre verziu.

Skontrolujte, ¢i vsetky Specifické amplifikacie maju
spravnu velkost alebo ¢i bol ako amplifikacia chybne
interpretovany artefakt (carry-over, primer dimer).

Reakcie s v nespravnom
poradi

Skontrolujte poradie PCR a poradie riadkov v géle.

Individualne zlyhanie reakcie
PCR

Skontrolujte, ¢i su pritomné vsetky interné pozitivne
kontroly. Zopakujte interpretaciu bez chybajucich reakcii.

Chybaju malé amplikdny

Elektroforézou zanesené prilis daleko, malé amplikdny
pretiekli cez koniec gélu alebo mimo dosahu
etidiumbromidu alebo su rozptylené vniknutim do
predchadzajucej vzorky v géle. PouZite podmienky pre
elektroforézu vhodné pre vas gélovy systém.

Bola identifikovana nova alela

PrileZitostne sa m6zZu objavit nové alely poskytujice
amplifikacny vzor (pattern), ktory nesuhlasi
s existujucimi alelami. Kontaktujte prosim distributora.
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