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Biofortuna SSPGo HLA Wipe Test skal anvendes til monitorering af laboratorieomrader og -udstyr mht. PCR-
amplikonkontaminering, der kan genereres af Biofortuna SSPGo-produkter.

PCR er en fglsom teknik, som er modtagelig over for kontaminering med DNA-amplikon fra en tidligere PCR.
Kontaminering kan medfgre falsk positiv amplifikation i efterfglgende PCR'er, hvilket kan medfgre ukorrekt
genotypebestemmelse. PCR-amplikon kan kontaminere reagenser og prgver samt laboratorieudstyr sdsom pipetter.
Reagenser og udstyr skal monitoreres regelmaessigt for tegn pa kontaminering.

Hver SSPGo HLA Wipe Test bestar af en strip med otte PCR-brgnde, der indeholder frysetgrret PCR-buffer,
polymerase og primere, der er specifikke for HLA-DRA-genet, og producerer en 187bp-amplikon fra humant
genomisk DNA. Eftersom alle Biofortuna-saet anvender en DRA-amplikon som intern kontrol, vil enhver
kontaminering fra brugen af Biofortuna SSPGo-saet have amplifikation af DRA-genet og blive pavist vha.
aftgrringstestprimere.

Hver strip med otte brgnde kan teste op til tre aftgrringstestomrader mht. kontaminering. Hver strip har integrerede
positive og -negative kontrolreaktioner samt inhibitionskontrolreaktioner for hvert aftgrringstestomrade. For at
teste et omrade for kontaminering aftgrres det fgrst med en podepind, som sa gennemvaedes med vand. Dette vand
bruges som en skabelonkontrol i aftgrringstesten og som en blanding i forholdet 50:50 med genomisk DNA som en
PCR- inhibitionstest.

Det anbefales at teste for kontaminering regelmaessigt. Typiske omrader, der skal testes, omfatter DNA-
klarggringsomradet, PCR-opsaetningsomradet og postamplifikationsomradet. Typiske artikler, der skal testes, er
arbejdsbanke, pipetter, centrifuger, ksleskabs- og fryserhandtag, dgrhandtag og stativer. Typiske oplgsninger, der
skal testes, omfatter DNA-klarggringsbuffere og DNA-fortyndingsopl@sninger. Delte reagenser til multibrug sasom
PCR-buffere og Tag-polymerase er saerligt modtagelige over for kontaminering, men disse har ikke indvirkning pa
Biofortuna-seet, eftersom Biofortuna-produkter er komplette og kun kraever tilfgjet DNA.

e 12 strips med 8 PCR-brgnde, som hver indeholder 10 ul praedispenserede frysetgrrede primere, polymerase,
dNTP'er* og buffer. Hver foliepakket strip skal bruges til at teste tre omrader for kontaminering. Formatet
for de otte reaktionsstrips er vist nedenfor.

Reaktion Farve Anvendelse

1 Positiv kontrol: DNA
2 Lilla Negativ kontrol: vand anvendt til at veede podepind
3 Omrade 1, inhibitionstest: 50 % DNA, 50 % vand til
aftgrringstest
4 Lilla Omrade 1, aftgrringstest
5
6
7

Omrade 2, inhibitionstest: 50 % DNA, 50 % vand til
aftgrringstest

Lilla Omrade 2, aftgrringstest

Omrade 3, inhibitionstest: 50 % DNA, 50 % vand til
aftgrringstest

8 Lilla Omrade 3, aftgrringstest

e 36 sterile podepinde

e 12 x 8 PCR-haetter

e 1xbrugsvejledning

e 1 xanalysecertifikat

e Sikkerhedsdatablade kan hentes fra Biofortunas websted www.biofortuna.com. Kontakt den lokale
distributgr, hvis det ikke er muligt at hente ovenstaende fra webstedet.

*CleanAmp™-dNTP'er er givet i licens af Trilink Biotechnologies Inc til brug i Biofortuna SSPGo-produkter.
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Egnede pipettorer og sterile pipettespidser, f.eks. P10-pipettor med 10-ul-filterspidser.

Humant genomisk DNA ved 5-10 ng/ul, der bruges som en positiv kontrol.

DNA-isolationssaet/-udstyr.

UV-spektrofotometer.

2-ml-polypropylenrgr.

Sterilt vand af molekylaer renhed.

Termocykler med 96 brgnde og opvarmet lag. De PCR-plader og -rgr, der anvendes i Biofortuna-saettene, er
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, 0,5 x TBE, 1000bp-DNA-molekylaervaegtsmarkgr, 10 mg/ml
ethidiumbromid).

Gelelektroforeseudstyr (geltanke, strgmforsyning, geldokumentationssystem med UV-transilluminator).

Test ma kun udfgres af kvalificeret personale.

Alle reagenser skal handteres i henhold til god laboratorieskik.

Pree- og post-PCR-omrader skal holdes adskilt. Overfgr ikke nogen form for post-PCR-materialer tilbage til prae-
PCR-omradet.

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

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

Advarsel om biologisk risiko: Vear 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-saettene kan opbevares ved 4-30 °C. Nar PCR-beholderne fjernes fra foliepakken, skal reagenserne
rehydreres med prgven inden for 3 timer. Se pakken for oplysninger om udlgbsdato. Anvend ikke produkter efter
den patrykte dato.

Anvend ikke szettene, hvis foliepakken er beskadiget.

Serg for, at PCR-beholderne forsegles teet efter tilseetning af DNA, eftersom der ellers kan opsta fordampning under
PCR-amplifikation. Vaer saerligt opmaerksom pa kanter og hjgrner.
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Bemaerk:

En hyppig kontamineringskilde er PCR-pipetter, og det tilrades at anvende en podepind til spidsen af pipetten og om
muligt inden i kanalen. Det anbefales ogs3, at alle kontamineringstest udfgres med en pipette, der er testet og har
vist sig at vaere negativ. Hvis der pavises kontaminering, skal laboratorieretningslinjerne for fjernelse af
kontaminering fglges, og omraderne skal testes igen.

1. Pa et DNA-frit omrade maerkes et sterilt DNase-frit 2-ml-polypropylenrgr for hvert af aftgrringstestomraderne,
der skal testes. Maerk et ekstra rgr "Negativ kontrol".

2. Ved hjaelp af en kendt kontamineringsfri pipette tilfgjes 500 ul sterilt destilleret vand af molekylaer renhed til

hvert 2-ml-rgr.

Vad en medleveret steril plastikpodepind i hvert rgr til aftgrringstest.

Aftgr det omrade, der skal testes, med den fugtede podepind.

Knaek eller skaer plastikskaftet af podepinden, og anbring den i det oprindelige 2-ml-rgr med vand.

Vortex kortvarigt.

Fjern, og kassér podepinden med en steril pincet.

Centrifugér i 1 minut ved 10.000-13.000 rpm i en mikrocentrifuge for at fjerne udfeeldninger.

. Abn test-foliepakken. Alle test skal rehydreres med i alt 10 pl vaeske som vist i diagram 1.

10 Negativ kontrol: Tilsaet 10 pl sterilt vand af molekylzer renhed til den negative kontrolreaktion 2 (lilla).

11.Tilszet 5 pl sterilt vand til reaktion 1, 4, 6, 8.

12.Positiv kontrol: Tilsaet 5 pl af 10 ng/ul humant genomisk DNA til reaktion 1 (rg@d reaktion) og reaktion 3, 5 & 7
(bla).

13.Aftgrringstestreaktioner: Tilseet 5 ul centrifugeret vaeske (vand til aftgrringstest) fra aftgrringsomrade 1 til
reaktion 3 & 4, fra aftgrringsomrade 2 til reaktion 5 & 6 og fra aftgrringsomrade 3 til reaktion 7 & 8.

14.Alle reaktioner har nu 10 pl rehydreret volumen som vist i diagram 1. Forsegl reaktionerne med de medleverede
haetter, og fortsaet med de saedvanlige SSPGo-PCR-parametre som vist nedenfor.
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Diagram 1.

Reaktion 7
BLA
Omréde 3
5 plvand
til
afterrings-
test

Reaktion 8
LILLA
Omréde 3
5 plvand
il
afterrings-
test

Reaktion 3 Reaktion 4 Reaktion 5
BLA LILLA BLA
Omréde 1 Omréde 1 Omréde 2
5 ulvand 5 plvand 5 plvand
til til til
aftarrings- afterrings- afterrings-
test test test

Reaktion 6
LILLA
Omréde 2
5 plvand
til
afterrings-
test

Reaktion 2
LILLA
wou

sterilt vand

Reaktion 1
R@D

5 pl sterilt
vand

5 pl DNA

5 ul DNA 5 pl sterilt 5 ul DNA
vand

5 pl sterilt
vand

5 jl DNA 5 i sterilt

vand

| |
Kontroltest Aftgrringstest — 3 steder

BEMZRKNING OM RESUSPENSION: Sgrg for, at PCR-blandingerne resuspenderes med prgverne inden for 3 timer
efter, at bakken er fjernet fra foliepakken.

BEMAZRKNING OM PCR-PLADE/-STRIP-H@IJDEPROFIL: 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

Folgende 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 fuldsteendig vejledning.
Termocyklere skal kalibreres i henhold til ASHIs (American Society of Histocompatibility and Immunogenetic) 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 0,5 x TBE-buffer. Nar
gelen er afkglet til ca. 60 °C, skal der tilsaettes ethidiumbromid, sa der opnas en endelig koncentration pa 0,5 ug/ml.
Stgb gelen, og isaet mikrotiterformatkamme (f.eks. 12 x 8 brgnde med 9 mm afstand). Nar gelen er stgbt, skal
kammene fjernes. Dk gelen med 0,5 x 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 hjeelp 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-geldokumentationssystem med UV-transilluminator.
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Resultaterne for de aftgrrede omrader er kun gyldige, hvis den positive kontrol er positiv, og den negative kontrol er
negativ.

Test af aftgrrede omrader er kun gyldige, hvis den tilsvarende inhibitionskontroltest er positiv.

Der bgr observeres en 187bp-amplikon, hvis der er PCR-kontaminering eller DNA-kontaminering til stede. Smear
eller band i forskellige st@grrelser kan ogsa vaere et tegn pa PCR-kontaminering, men primer-dimer og andre primer-
forlengelsesartefakter pa mindre end 100bp skal ignoreres.

Reak-
tion Farve Anvendelse Resultat Konklusion Handling
187bp + ve Test gyldig. DNA egnet. PCR effektiv
1 Positiv kontrol | Ingen Test ugyldig Gentag hele analysen med en
amplifikation anden DNA-kontrol
187bp + ve Test ugyldig. Vand og/eller pipette Test med andet vand og anden
) Lilla Negativ kontamineret pipette
kontrol Ingen Test gyldig. Vand ikke kontamineret
amplifikation
187bp + ve Aftgrringstest gyldig. Ingen haemmere
35 Bla Inhibitionstest til stede
7 Ingen Aftgrringstest ugyldig. Mulige Renggr omrade med sterilt vand,
amplifikation hammere til stede gentag
187bp + ve Kontaminering er til stede Isolér, og renggr brugt pipette.
Renggr kontamineret omrade med
4’86’ Lilla Aftgrringstest gﬂiﬁggig;:::;”et til at fierne
Ingen Aftgrringstest negativ. Ingen
amplifikation kontaminering

Analysetestning: En PCR-amplikon fra et Biofortuna-saet fik lov til at t@rre pa en fast overflade. Aftgrringstesten blev
udfgrt ufortyndet pd amplikonen og herefter i fortyndinger fra 1 x 10" til 1 x 10%. Amplikonen blev pavist i
fortyndinger til og med 1 x 10™.

Genomisk DNA fik lov til at t@rre pa en fast overflade. Aftgrringstesten blev udfgrt pa gDNA ved 100 ng/ul og
herefter i fortyndinger fra 1 x 10" til 1 x 10". DNA'et blev pavist i fortyndinger pa op til 1 x 10°.

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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Prgveoptegnelse Det anbefales, at denne prgveoptegnelse fotokopieres f@gr brug, da aftgrringstestsattet har test til
36 omrader (3 aftgrringsomrader for hver 8 strip med brgnde, 12 strips pr. saet).

Testdato:

Test udfgrt af:

Godkendt af:

Andre oplysninger:

Saetlothummer:

Reaktion Farve | Anvendelse (se vejledning) Testresultat Handling Oplysninger om prgve
1 Positiv kontrol: DNA
2 Lilla Negativ kontrol: Vand
3 Bla Omrade 1, inhibitionstest
4 Lilla Omrade 1, aftgrringstest
5 Bla Omrade 2, inhibitionstest
6 Lilla | Omrade 2, aftgrringstest
7 Bla Omrade 3, inhibitionstest
8 Lilla Omrade 3, aftgrringstest
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Antal test

Se brugsvejledningen.
Fabrikationssted

In vitro-diagnostik
Udlgbsdato

Y RG]

/{,300 .

A Opbevaringstemperatur
Lotnummer

REF

Katalognummer

Biofortuna Ltd

1 Hawkshead Road

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

BIOFORTUNA"

SIMPLY DIAGNOSTICS

Francaise : Traductions disponibles
Deutsch: Ubersetzungen verfiigbar
Espafiol: Traducciones disponibles
Italiano: Traduzioni disponibili
Cesky: Preklady k dispozici
Dansk: Tilgengelige oversaettelser
EAANVIKA: AlaBEoIpeg peTadpAoELg
Magyar: Forditas rendelkezésre all
Norsk: Tilgjengelige oversettelser
Polski: Ttumaczenia dostepne
Portugués: Tradugdes disponiveis
Pyccknit: MepeBoabl AOCTYMNHbI
Slovensky: Preklady k dispozicii
Turkge: Ceviriler mevcut

Svenska: Oversittningar tillgingliga

www.biofortuna.com

Revisionshistorik

Dette dokument er version 2.

Anvisninger i afsnit 8 og nummerering af afsnit er @&ndret.
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