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A Biofortuna SSPGo HLA Wipe Test (HLA kendproba) rendeltetése a laboratoriumi felliletek és a laboratoriumi
berendezések és eszkozok Biofortuna SSPGo termékekbdl szarmazé PCR-amplikonokkal valé szennyezettségének
ellenérzése.

A PCR olyan érzékeny technika, amely esetében koénnyen bekovetkezhet kordabbi PCR-vizsgalatokbdl szarmazd
DNS-amplikonokkal valé szennyez6dés. A szennyez6dés fals pozitiv amplifikdciot eredményezhet a tovabbi
PCR-vizsgalatok soran, amely helytelen genotipizaldshoz vezethet. A PCR-amplikonokkal valé szennyez6dés érintheti
a reagenseket és a mintdkat csakdgy, mint a laboratériumi eszkdzoket (példaul a pipettakat). Ezért a reagenseket és
a berendezéseket/eszkézoket rendszeresen ellendrizni kell, hogy nem szennyezédtek-e.

Minden egyes SSPGo HLA Wipe Test magaban foglal egy nyolc PCR-cellabdl allé csikot. A celldk fagyasztva szaritott
PCR-puffert, polimerdzt és a HLA-DRA génre specifikus primereket tartalmaznak, és 187 bp amplikont adnak a
human genomikus DNS-bél. Mivel minden Biofortuna készlet DRA-amplikonokat alkalmaz belsé kontrollként, a
Biofortuna SSPGo készletekbdl szarmazd barmely szennyez6dés a DRA gén amplifikacidjat eredményezi, amelyet a
kendteszt primerei kimutatnak.

Az egyes, nyolc cellat tartalmazd csikok maximum hdrom kenetzéna szennyez6dési vizsgdlatara alkalmasak.
Mindegyik csiknak részét képezi egy pozitiv és egy negativ kontrollt tartalmazd reakciécella, valamint inhibicids
kontroll-reakciéocelldk mindegyik kenetzéndhoz. Egy adott teriilet szennyez6désének ellen6rzéséhez az
applikatorpdlca vattds végét végig kell huzni a vizsgalandd fellleten, majd vizbe kell aztatni. Ez a viz kerdl
felhasznalasra templatként a kenGprdba sordn, valamint 50:50 aranyban genomikus DNS-t tartalmazo keverékként a
PCR inhibicids vizsgdlat céljara.

Javasoljuk, hogy rendszeresen végezzen szennyezGdés-ellendrzést. A jellemzben vizsgalandé teriiletek az alabbiak:
DNS-el6készitési munkaterilet, PCR-bedllitdsi munkateriilet és posztamplifikdcios munkateriilet. A jellemz6en
vizsgalandé eszkozok kdzé tartoznak a munkaasztalok, pipettdk, centrifugak, h(it6- és fagyasztdszekrények fogantydi,
ajtokilincsek és tartdallvanyok. A jellemz6en vizsgalandd oldatok kozé tartoznak a DNS-el6készité pufferek és a
DNS-higiték. A tobb célra haszndlatos reagensek, mint példdul a PCR-pufferek és a Tag polimerdz esetében fokozott
a szennyez6dés kockazata, ez a kockdzat azonban nem all fenn a Biofortuna készletek esetében, mivel a Biofortuna
termékek tartalmaznak a teszt lefolytatasahoz sziikséges minden alkotdrészt, és a termékek haszndlatahoz kizardlag
a hozzdadott DNS sziikséges.

e 12 db, egyenként 8 PCR cellat tartalmazd csik, melyek mindegyike 10 ul el6re kimért, fagyasztva szaritott
primert, polimerazt, dNTP-t* és puffert tartalmaz. Minden egyes fdlidba csomagolt csik harom zdéna
szennyez6dés-ellendrzésére alkalmas. A nyolc reakcidcellat tartalmazé csik kialakitdsa az aldbbi.

Reakcidcella | Festék | Hasznalat

1. Pozitiv kontroll: DNS

2. Lila Negativ kontroll: a vattapamacs benedvesitéséhez hasznalt viz
3. Kék 1. zéna — inhibicids vizsgdlat: 50% DNS, 50% kenetminta (viz)
4, Lila 1. z6na — kendpréba

5. Kék 2. zdna — inhibicids vizsgalat: 50% DNS, 50% kenetminta (viz)
6. Lila 2. zbéna — kenGprdba

7. Kék 3. zéna — inhibicids vizsgalat: 50% DNS, 50% kenetminta (viz)
8. Lila 3. z6na — kenéprdba
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e 36 db steril vattapalca

e 12x8 db PCR-kupak

e 1x haszndlati utasitds

e 1x analitikai bizonylat

e Az anyagbiztonsagi adatlapok (MSDS) a Biofortuna weboldalarél tolthet6k le: www.biofortuna.com.

Amennyiben nem tudja let6lteni a weboldalrdl a dokumentumokat, kérjik, Iépjen érintkezésbe a helyi
forgalmazodval.

*A CleanAmp™ dNTP-k licence a Biofortuna SSPGo termékekben valé haszndlatra a Trilink Biotechnologies Inc.-t6l
szarmazik.

Megfeleld pipettazdk és steril hegyek, pl. P10 pipettazoé 10 pl-es szlir6hegyekkel

Human genomikus DNS (5-10 ng/ul) a pozitiv kontrollhoz

DNS-izolacios készlet/berendezés

UV-spektrofotométer

2 ml-es polipropilén csovek

Steril, molekuldris tisztasagu viz

96 cellds, flthetS fedéllel rendelkezé termocycler. A Biofortuna készletekhez haszndlatos PCR-talcdkat és
-csoveket érvényesitették a jelenleg forgalomban lévé legtobb termocyclerrel valé hasznalatra, ideértve az MJ
Research PTC-100, PTC-200, a Hybaid MBS és a Techne TC-512 termocyclereket. Az ezektél eltéré tipusu
termocyclereket a felhasznaldnak kell érvényesitenie.

Gél-elektroforézis reagensek (agardz; 0,5x TBE; 1000 bp DNS-molekulasuly-marker; 10 mg/ml etidium-bromid)
Gél-elektroforézishez szlikséges berendezések, eszkozok (géltartalyok, dramellatas, géldokumentaciés rendszer
UV-transzilluminatorral)

A vizsgalatokat kizarélag megfelel6en képzett szakszemélyzet végezheti.

A reagenseket a j6 laboratériumi gyakorlatnak megfelel6en kell kezelni.

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

Bioldgiai veszélyre vonatkozo figyelmeztetések: kezeljen minden vérterméket fert6zésveszélyesként!

Bioldgiai veszélyre vonatkozo figyelmeztetések: az etidium-bromid potencialis karcinogén anyag. Hasznalata
soran mindig viseljen védékeszty(it, laboratériumi kdpenyt és véddszemiiveget!

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

A Biofortuna SSPGo készletek 4-30 Celsius-fokos hémérsékleten tarolanddk. Miutdn a PCR-edényeket kivette a
foliatasakbdl, a reagenseket 3 6ran beliil a mintaval rehidrdlni kell. A lejarati id6pontot lasd a csomagolason! Ne
hasznalja fel a termékeket a csomagolason feltiintetett idéponton tul!

Ne hasznalja fel a terméket, ha a féliatasak szakadt vagy lyukas!

Ugyeljen arra, hogy a PCR-edények a DNS hozzdadasa utdn szorosan le legyenek zarva, mivel a nem megfelelSen
lezart edényekbdl a PCR-amplifikacié soran pdrolgds Iéphet fel. Forditson kiilonos figyelmet az edény széleinek,
sarkainak lezarasara!
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Megjegyzés:

A szennyez6dést gyakran a PCR-pipettdk okozzdk, ezért tanacsos a pipettahegyrél és a pipettatest belsejébdl is
kenetmintat venni. Ajanljuk tovabbd, hogy minden szennyez&dés-vizsgalatot olyan pipettdval végezzen, amely az
el6zbleg elvégzett szennyez6dés-vizsgdlat soran negativ eredményt adott. Amennyiben szennyez6dést tapasztal,
laboratdriuma eljarasi rendjét kovetve szlintesse meg a szennyez6dést, és ismét ellenérizze az érintett terileteket!

1. Olyan terlleten, ahol nem hasznal DNS-t, cimkézzen fel egy steril Dnaz-mentes 2 ml-es polipropilén csovet
minden egyes vizsgalandd zénahoz! Egy tovabbi csévet cimkézzen fel ,,Negativ kontroll” felirattal!

2. Ellen6rzott, szennyez6désmentes pipettaval adjon 500 i steril, molekuldris tisztasagu desztillalt vizet mindegyik
2 ml-es cs6be!

3. Nedvesitse meg a mellékelt steril mlanyag applikdtorpalcan |évé vattapamacsot az egyes tesztcsovekbe martva
azt!

4. Huzza végig a vizsgalandé fellleten a megnedvesitett applikatorpalcat!

5. Torje vagy vagja le az applikatorpdlca vattas végét, és tegye bele a vizet tartalmazd 2 ml-es tesztcsGbe!

6. ROvid ideig vortexelje a tesztcséveket!

7. Steril csipesszel vegye ki a csovekbdl a vattapamacsot, és artalmatlanitsa azt!

8. Mikrocentrifugdban centrifugdlja a cséveket 1 percig 10000 - 13000 rpm-mel a szemcsés anyagok eltavolitasa
céljabol!

9. Nyissa ki a teszt féliatasakjat! Minden vizsgalati anyagot 6sszesen 10 pl folyadékkal rehidrdlni kell az 1. abra
szerint!

10. Negativ kontroll: adjon 10 pl steril molekularis tisztasagu vizet a negativ kontroll 2. (lila) reakciocellajaba!l

11. Adjon 5 wl steril vizet az 1., 4., 6., 8. reakciocellaba!

12. Pozitiv kontroll: adjon 5 pl-t a 10 ng/ul human genomikus DNS-b4l az 1. (piros) a 3., az 5. és a 7. (kék)
reakciécellaba!

13. Kendproba reakcidcellak: adjon 5 pl centrifugalt folyadékot (kenetminta [viz]) az 1. kenetzdénabdl a 3. és a
4. reakcidcelldba, a 2. kenetzénabdl az 5. és a 6. reakciocellaba, és a 3. kenetzdndbdl a 7. és a 8. reakciocelldba!l

14. Ekkor minden reakciécelldban 10 ul rehidrdlt anyagmennyiségnek kell lennie az 1. abranak megfelelGen. Zarja le
a reakciocelldkat a mellékelt kupakokkal, és allitsa be a szokdsos SSPGo PCR-paramétereket az aldbbiak szerint!

1. dbra

7. reakcié-
cella

| 4. reakci6-
cella

| 6. reakcid-
cella

[ 8. reakcio-
cella

1. reakcid- 2. reakcio- 3. reakcio- | 5. reakcid-

cella cella

cella cella

VOROS LILA KEK LILA KEK LILA KEK LILA
5 i steril 10 Wl steril Syl 1.26na 2. z6na 2. 26na 3.26na 3.26na
viz viz kenetminta 5l 5ul 5l Sul Sul
5 ul DNS (viz) kenetminta kenetminta kenetminta kenetminta kenetminta
5 ul DNS (viz) (viz) (viz) (viz) (viz)
5 pl steril viz 5 ul DNS 5 pl steril viz 5 ul DNS 5 ul steril viz

| |
Kontrollvizsgalatok Kenetvizsgalatok — 3 helyrdl

UJRASZUSZPENDALASRA VONATKOZO MEGJEGYZES: ligyeljen arra, hogy a PCR-keverékeket a télca féliatasakbdl vald
kivétele utan 3 éran beliil Ujraszuszpendalja a mintakkal!

PCR-TALCA/-CSIK MAGASSAGARA VONATKOZO MEGJEGYZES: javasoljuk, hogy a talcak és a csikok magassaga
egyenld legyen, amennyiben ugyanabba a PCR-készilékbe helyezi 6ket. Ha a magassag kiilénb6z6, a talca vagy a csik
nem megfelelGen érintkezik a PCR-készlilék flitott fedelével, ami gyenge vagy sikertelen PCR-amplifikaciét okozhat.
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PCR-paraméterek

Az aldbbi PCR-paramétereket kell hasznalni. Gondoskodjon arrdl, hogy a ramp- (felfiitési/hlitési) sebesség legalabb
1 Celsius-fok legyen masodpercenként, és kapcsolja be a fedélftitési funkcidt! A teljes hasznalati utasitasért lasd a
termocycler gydrtéjanak felhasznaléi kézikonyvét! A termocyclereket az American Society of Histocompatibility and
Immunogenetics ([Amerikai Hisztokompatibilitdsi és Imnmungenetikai Tdrsasdg], ASHI) vagy a European Federation of
Immunogenetics ([Eurépai Immungenetikusok Tdrsasdga), EFI) akkreditacids szabalyainak megfelel6en kell kalibralni.

Denaturalas 94°C 5 perc

Denaturalas 96°C 15 masodperc
Kapcsolddds (annealing) 66°C 50 masodperc 10 ciklus
Meghosszabbitas 72°C 30 masodperc __|
Denaturalas 96°C 15 masodperc )
Kapcsolddas (annealing) 64°C 50 masodperc 20 ciklus
Meghosszabbitas 72°C 30 masodperc __|

TARTAS (,HOLD”) 15°C

Gél-elektroforézis

A kovetkez6 utasitasok a horizontdlis agaréz gél-elektroforézisre vonatkoznak: készitsen el 2% agardz gélt 0,5x TBE
pufferben! Amikor a gél lehdilt kb. 60 Celsius-fokra, adjon hozza etidium-bromidot a 0,5 pg/ml-es végs6 koncentracid
elérése céljabol! Toltse ki a gélt, és helyezze be a mikrotiter féstiket (pl. 12x8 cella 9 mm-es sortavolsaggal)! A gél
megszilardulasa utan vegye ki a fés(iket, és 6ntson a gélre 0,5x TBE puffert, Ugy, hogy az befedje a gélt! A talcakon
vagy a csikokon 1év6 reakcidcelldkbdl tegyen at minimum 5, maximum 10 pl-t a gélen |év6 megfelel§ celldba;
jegyezze fel az egyes celldk poziciojat! 100 bp Iétra hasznos lehet a méretmeghatarozdshoz. Futtassa a gélt 20 percig
10 V/cm feszliltség mellett!

A készllékre vonatkozd részletekért lasd az elektroforézis készilék gyartdjanak hasznalati utasitasait! A gélek
megjelenitéséhez képalkotd berendezésként UV-transzilluminatoros UV-géldokumentdcids rendszert kell hasznalni.
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Az ellendrzott felilletek teszteredményei kizarélag akkor érvényesek, ha a pozitiv kontroll pozitiv, a negativ kontroll
pedig negativ eredményt ad.

Az ellendrzott fellletek teszteredményei kizardlag akkor érvényesek, ha a megfelel6 inhibicids kontroll pozitiv
eredményt ad.

Amennyiben PCR- vagy DNS-szennyezddés all fenn, 187 bp méretli amplikon figyelhet6 meg. Ett6l eltéré méreti
foltok vagy savok megjelenése szintén PCR-szennyez6désre utalhat, a 100 bp-nal kisebb kiterjedésl primer-dimer és
egyéb primer extenzids képz6dményeket azonban figyelmen kivil kell hagyni.

Reakcié
-cella Festék Hasznalat | Eredmény Kovetkeztetés Teend6
187 bp pozitiv | A vizsgalat érvényes. A DNS
1 Pozitiv megfeleld. A PCR hatékony.
’ kontroll Nincs A vizsgalat érvénytelen. Ismételje meg a teljes vizsgalatot
amplifikacio eltéré DNS-kontrollal!
187 bp pozitiv | A vizsgalat érvénytelen. A viz Ismételje meg a vizsgdlatot masik
5. Lila Negativ és/vagy a pipetta szennyezett. vizzel és pipettaval!
kontroll Nincs A vizsgalat érvényes. A viz nem
amplifikacio szennyezett.
187 bp pozitiv | A ken6prdba érvényes.
Inhibiciés Nincsenek jelen inhibitorok.
3.,5.,7. Kék vizsgélat Nincs A kenéproéba érvénytelen. Tisztitsa le a felliletet steril vizzel,
amplifikacio Esetleg inhibitorok vannak ismételje meg a vizsgalatot!
jelen.
187 bp pozitiv | Szennyez6dés all fenn. A hasznalt pipettat vegye ki a tobbi
kozdl, és tisztitsa meg! Tisztitsa le a
szennyezett fellletet DNS
4,6., 8. Lila Ken6prdba eltavolitasara szolgald oldattal!
Ismételje meg a vizsgalatot!
Nincs A kenGpréba negativ. Nem all
amplifikacio fenn szennyezddés.

Tesztellen6rzés: egy Biofortuna készletbdl szarmazé PCR-amplikont szilard fellleten szaradni hagytunk. Az amplikont
el@szor higitatlan, majd 1x10" - 1x10™ aranyu higitasokban vizsgéltuk a kenéprébaval. Az amplikon kimutathaté volt
maximum 1x10" aranyu higitasokban.

Genomikus DNS-t szilard feliileten szaradni hagytunk. A gDNS-t elGszor 100 ng/pl-es higitasban, majd 1x10" - 1x10"
aranyu higitasokban vizsgaltuk a kenSprébaval. A DNS kimutathatd volt maximum 1x10° aranyd higitdsokban.

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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Mintaadatlap Ajanljuk, hogy ezt a mintaadatlapot felhasznalas el6tt fénymasolja le, mivel a ken6prébakészlet
36 zbéna (3 kenetzdna / egyenként 8 cellat tartalmazé csikok, készletenként 12 csik) ellenérzésére alkalmas.

Vizsgalat id6pontja:

A vizsgalatot végz6 személy:

Jévahagyta:

Egyéb informacidk:

Készlet tételszama:

Reakcidcella | Festék Hasznalat (lasd az Teszteredmény | Teend6k | Mintara vonatkozé
utasitasokat) informaciok

1. Pozitiv kontroll: DNS

2. Lila Negativ kontroll: viz

3. Kék 1. zona: inhibicios vizsgalat

4, Lila 1. zéna: kendproba

5. Kék 2. zéna: inhibicids vizsgalat

6. Lila 2. z6na: kendproba

7. Kék 3. zéna: inhibicids vizsgalat

8. Lila 3. z6na: ken6prdéba

Vizsgdlatok szama

Olvassa el a hasznalati utasitasokat!
Gyartas helye

In vitro diagnosztikum

YEREE]C

Lejarat napja

30 R
4 /E’ Téarolasi h6mérséklet
Lot Tételszdm
REF

Kataldgusszam
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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:
Poccuio:
Slovenskému:
Tlrk:
Svenska:

Traductions disponibles
Ubersetzungen verfiigbar
Traducciones disponibles
Traduzioni disponibili
Preklady k dispozici
Tilgengelige oversaettelser
Sla0éolpeg petadpaoelg
Forditas rendelkezésre all
Oversettelser tilgjengelig
Dostepne ttumaczenia
Tradugdes disponiveis
MNepeBoabl 4OCTYMNHbI
Preklady k dispozicii
Ceviriler mevcut
Oversittningar tillgangliga

www.biofortuna.com

Atdolgozastorténet

A dokumentum verzidszama: 2.

Mddositott részek: 8. pont — utasitasok, valamint a pontok szamozasa.
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