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Instrukcja uzywania testow do wykrywania kontaminacji na
powierzchniach roboczych (,,wipe test”) przy typowaniu antygendéw
zgodnosci tkankowej HLA SSPGo"" firmy Biofortuna
(Biofortuna SSPGo™ HLA Wipe Test BF-40-01)
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Test Biofortuna SSPGo HLA Wipe Test jest przeznaczony do monitorowania powierzchni roboczych oraz wyposazenia
laboratoryjnego pod wzgledem kontaminacji amplikonami powstatymi w wyniku reakcji PCR podczas stosowania
produktéw Biofortuna SSPGo.

PCR jest czutg technikg podatng na kontaminacje amplikonami DNA pochodzacymi z wczesniejszych reakcji PCR.
Zanieczyszczenie moze by¢ przyczyng uzyskiwania fatszywie dodatnich wynikéw amplifikacji w kolejnych reakcjach
PCR, co z kolei moze prowadzi¢ do uzyskania nieprawidtowych wynikéw genotypowania. Amplikony powstate w
wyniku reakcji PCR mogg powodowac kontaminacje odczynnikdw i badanych prébek, jak réwniez sprzetu
laboratoryjnego, np. pipet. Dlatego tez odczynniki i sprzet laboratoryjny nalezy regularnie monitorowaé¢ pod
wzgledem kontaminacji.

Kazdy test SSPGo HLA Wipe Test skfada sie z paska z oSmioma probéwkami do reakcji PCR zawierajacymi bufor PCR
poddany suszeniu sublimacyjnemu, polimeraze i primery swoiste dla genu HLA-DRA, gdzie powstang amplikony o
wielko$ci 187 pz z ludzkiego genomowego DNA. Ze wzgledu na fakt, iz wszystkie zestawy firmy Biofortuna
wykorzystujg amplikony DRA jako kontrole wewnetrzng, wszelkie zanieczyszczenia wynikajace ze stosowania
zestawéw Biofortuna SSPGo bedg posiadaty zamplifikowany gen DRA i zostang wykryte przez primery testu do
wykrywania kontaminacji ,,wipe test”.

Kazdy pasek z oSmioma probéwkami bada maksymalnie trzy obszary pod wzgledem obecnosci kontaminacji. Kazdy
pasek zawiera kontrole dodatnig i ujemng, stanowigce integralng czes¢ reakcji oraz kontrole inhibicji dla kazdego
badanego obszaru. W celu przebadania danego obszaru pod katem kontaminacji nalezy go najpierw przetrze¢ za
pomocg wymazowki, ktérg nastepnie zanurza sie w wodzie. Woda ta jest stosowana jako matryca w tescie do
wykrywania kontaminacji ,wipe test” oraz stuzy do utworzenia mieszaniny z genomowym DNA w stosunku 50:50 w
tescie inhibicji reakcji PCR.

Zaleca sie regularne przeprowadzanie testdw kontaminacji. Typowe obszary, ktére nalezy badaé, to obszar
przygotowywania DNA (pre-PCR), obszar konfiguracji PCR oraz obszar do wykonywania czynnosci po zakorczeniu
amplifikacji (post-PCR). Typowe elementy, ktére nalezy badaé, to stoty robocze, pipety, wiréwki, uchwyty lodéwek i
zamrazarek, klamki drzwi oraz statywy. Typowe roztwory, ktére nalezy bada¢, to bufory do przygotowywania prébek
DNA oraz rozcienczalniki DNA. Stosowane do wielu badan odczynniki wielokrotnego uzytku, takie jak bufory PCR oraz
polimeraza Taq, sg szczegdlnie podatne na kontaminacje, jednakze nie dotyczy to zestawdw firmy Biofortuna,
bowiem sg one kompletne i wymagajg jedynie dodania DNA.
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12 paskow po 8 probdwek do reakcji PCR, z ktorych kazda zawiera po 10 pl uprzednio dodanych primeréow
poddanych suszeniu sublimacyjnemu, polimeraze, dNTP* oraz bufor. Kazdy opakowany w folie pasek stuzy
do wykonania testu kontaminacji trzech obszaréw. Ponizej pokazano schemat paska dla osmiu probdéwek
reakcyjnych.

Probdéwka . .
. Barwnik | Zastosowanie
reakcyjna
1 kontrola dodatnia: DNA
2 purpurowy | kontrola ujemna: woda do nawilzenia wymazowki
. .. .. | testinhibicji w obszarze 1: 50% DNA, 50% wody z materiatem
3 niebieski L .
z wymazowki (wody badanej)
4 purpurowy | test kontaminacji w obszarze 1
. .. .. | testinhibicji w obszarze 2: 50% DNA, 50% wody z materiatem
5 niebieski L .
z wymazowki (wody badanej)
6 purpurowy | test kontaminacji w obszarze 2
. .. . | testinhibicji w obszarze 3: 50% DNA, 50% wody z materiatem
7 niebieski . .
z wymazowki (wody badanej)
8 purpurowy | test kontaminacji w obszarze 3

36 sterylnych wymazéwek

12x8 wieczek do paskéw PCR

1 instrukcja uzytkowania

1 certyfikat badania (Certificate of Analysis)

Karty charakterystyki mozna pobraé ze strony internetowe] 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.

odpowiednie pipety i jatowe koicowki, np. pipeta P10 z koncédwkami o obj. 10 pl z filtrami

ludzkie genomowe DNA o stezeniu 5-10 ng/ul do stosowania jako kontrola dodatnia

zestaw/sprzet do izolacji DNA

spektrofotometr UV

probowki polipropylenowe o poj. 2 ml

jatowa woda o stopniu czystosci Molecular Grade

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

odczynniki do elektroforezy zelowej (agaroza, bufor 0,5x TBE, marker masy czasteczkowej do analizy
fragmentéw DNA o wielkosci 1000 pz, bromek etydyny o stezeniu 10 mg/ml)

sprzet do elektroforezy zelowej (saneczki na zel, zasilacz, system do dokumentacji zeli z transiluminatorem UV)


http://www.biofortuna.com/
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e Testy powinny by¢ wykonywane wytgcznie przez odpowiednio przeszkolony personel.

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

e Czynnosci poprzedzajace reakcje PCR oraz nastepujgce po niej nalezy wykonywac w osobnych pomieszczeniach.
Nie nalezy przenosi¢ materiatéw uzywanych po zakorczeniu reakcji PCR z powrotem do pomieszczenia, gdzie
wykonywane byty czynnosci poprzedzajace reakcje PCR.

e Ostrzezenie o zagrozeniu biologicznym: Wszystkie preparaty krwiopochodne nalezy traktowac jako
potencjalnie zakazne.

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

e Ostrzezenie o zagrozeniu biologicznym: Nalezy zachowaé ostroznos¢ podczas stosowania Zrodet
promieniowania UV — nalezy zawsze nosié¢ rekawiczki, fartuch laboratoryjny oraz okulary ochronne. Nigdy nie
nalezy patrze¢ bezposrednio w zrédto swiatta UV.

e Karty charakterystyki sg dostepne na stronie internetowej www.biofortuna.com.

Zestawy Biofortuna SSPGo mozna przechowywac w temp. 4-30 °C. Odczynniki powinny by¢ ponownie nawodnione
poprzez dodanie probek 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 woreczek foliowy jest rozdarty lub podziurawiony.

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

Uwaga:

Czestym zrdodtem kontaminacji sg pipety stosowane do nastawiania reakcji PCR, dlatego tez zaleca sie przecieraé
koncowke pipety oraz, jesli to mozliwe, wewnetrzng powierzchnie jej korpusu. Zaleca sie takze, by wszystkie testy do
wykrywania kontaminacji przeprowadzac¢ za pomocg pipet, ktére zostaty juz przebadane i daty wynik ujemny. W
przypadku wykrycia kontaminacji nalezy postepowac zgodnie z wytycznymi obowigzujgcymi w danym laboratorium
w celu wyeliminowania kontaminacji, a nastepnie ponownie zbada¢ dane obszary.

1. W miejscu wolnym od DNA podpisac sterylne, wolne od DNaz, polipropylenowe probdéwki o poj. 2 ml dla
kazdego obszaru badanego za pomoca testu typu ,wipe test”. Oznaczy¢ dodatkowq probdéwke jako ,, Kontrola
ujemna”.

2. Uzywajac pipety, o ktdrej wiadomo, ze nie zostata zanieczyszczona, do kazdej probéwki o poj. 2 ml doda¢ po
500 ul jatowej, destylowanej wody o stopniu czystosci Molecular Grade.

3. Zamoczy¢ sterylng wymazdéwke z plastikowym aplikatorem w kazdej probdéwce.

4. Przetrzec¢ badany obszar nawilzonym aplikatorem.

5. Utamac lub odcig¢ plastikowy trzonek aplikatora i umiesci¢ wymazdéwke w wyjsciowej probdéwce o poj. 2 ml,
zawierajgcej wode.

6. Krotko wymieszac na wytrzgsarce typu worteks.

7. Wyjadiusung¢ wymazdowke za pomocg wyjatowione] pesety.

8. Wirowac przez 1 minute przy predkosci wynoszgcej 10 000 do 13 000 obr./min w mikrowiréwce w celu usuniecia
stratow.

9. Otworzy¢ foliowa torebke z zestawem testowym. Wszystkie testy nalezy nawilzyc¢ tgczng objetoscig 10 ul ptynu,

jak pokazano na schemacie 1.

10. Kontrola ujemna: Doda¢ 10 pl jatowej wody o stopniu czystosci Molecular Grade do probéwki kontroli ujemnej 2
(kolor purpurowy).

11. Dodac po 5 pl jatowej wody do probdéwki reakcyjnej 1, 4, 6, 8.

C€ 3


http://www.biofortuna.com/

Strona5z9

12. Kontrola dodatnia: Doda¢ po 5 pl ludzkiego genomowego DNA o stezeniu 10 ng/ul do probdwki reakcyjnej 1
(kolor czerwony) oraz do probdwki reakcyjnej 3, 5 oraz 7 (kolor niebieski).

13. Reakcje testu do wykrywania kontaminacji ,wipe test”: Dodac po 5 pl odwirowanego ptynu (wody zawierajacej
materiat z wymazowki, czyli wody badanej) z 1. badanego obszaru do probéwki reakcyjnej 3 i 4, z 2. badanego
obszaru - do probéwki reakcyjnej 5i 6 oraz z 3. obszaru badanego - do probdéwki reakcyjnej 7 i 8.

14. Wszystkie probéwki reakcyjne posiadajg po 10 ul objetosci ponownie nawodnionych materiatéw, jak pokazano
na schemacie 1. Zamkng¢ probdwki za pomoca dostarczonych wieczek i kontynuowac badanie przy uzyciu
tradycyjnych parametréw reakcji PCR za pomocg zestawu SSPGo, jak pokazano ponizej.

Schemat 1.

Probéwka 3 Probowka 4 Probéwka 5 Probowka 6 Probowka 7 Probéwka 8

Probéwka 2

Probéwka 1

CZERWONY PURPUROWY NIEBIESKI PURPUROWY NIEBIESKI PURPUROWY NIEBIESKI PURPUROWY
5 pl jatowej 10 pl jatowej Obszar 1 Obszar 1 Obszar 2 Obszar 2 Obszar 3 Obszar 3
wody wody 5 pl wody 5 ul wody 5 ul wody 5 pl wody 5 pl wody 5 ul wody

badanej
S5 pl DNA

badanej
5 pl jatowej

badanej badanej
5 pl jatowej 5 ul DNA

badanej badanej
5 pl jatowej 5 ul DNA

5l DNA

wody wody wody

| |
Testy kontrolne Testy do wykrywania kontaminacji — 3 miejsca

KOMENTARZ DOTYCZACY TWORZENIA ZAWIESINY: Upewnic sie, czy mieszaniny PCR utworzyty zawiesine z badanymi
prébkami w ciggu 3 godzin od wyjecia ptytki z foliowego woreczka.

KOMENTARZ DOTYCZACY WYSOKOSCI PLYTKI PCR/PROBOWEK W PASKU: Zaleca sie, aby wysokos¢ ptytek oraz
probéwek w paskach byta taka sama, jesli sg wktadane do tego samego urzgdzenia do PCR. Rézne wysokosci mogg
spowodowac niewystarczajgcy kontakt ptytek lub probéwek z pokrywg grzejng aparatu do PCR. Moze to przyczynic
sie do zmniejszenia wydajnosci amplifikacji metodg PCR lub tez jej braku.

Parametry reakcji PCR

Dla reakcji PCR nalezy stosowac ponizsze parametry. Upewnic sie, czy parametr szybkosci zmiany temperatury (ang.
ramp speed) jest ustawiony na co najmniej 1 °C na sekunde, a nastepnie wtgczy¢ pokrywe grzejng. Petne instrukcje
dotyczace sposobu uzycia, patrz instrukcja obstugi termocyklera. Termocyklery powinny by¢ skalibrowane zgodnie z
regutami akredytacyjnymi Amerykanskiego Towarzystwa Zgodnosci Tkankowej 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 <«
Annealing 66 °C 50 sekund 10 cykli

Polimeryzacja 72 °C 30 sekund

I

Denaturacja 96 °C 15 sekund
Annealing 64 °C 50 sekund 20 cykli
Polimeryzacja 72 °C 30 sekund _|

HOLD (utrzymanie temperatury) 15 °C

C€ 3
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Elektroforeza zelowa

Ponizsze wskazéwki dotyczg elektroforezy poziomej na zelu agarozowym: Przygotowac 2% zel agarozowy w buforze
0,5x TBE. Po schtodzeniu zelu do temperatury ok. 60 °C doda¢ bromek etydyny do uzyskania koncowego 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. Przenie$¢ co najmniej 5 pl, lecz
nie wiecej niz 10 pl kazdej reakcji z ptytki lub paska probéwek do odpowiedniego zagtebienia na zelu, zapisujac
potozenie kazdej reakcji. Do okreslania wielkosci czgsteczek 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 wytwdrcy
aparatu do elektroforezy. Obrazowanie zeli powinno byé przeprowadzone z uzyciem systemu do dokumentacji zeli z
transiluminatorem UV.

Wyniki badan dla obszaréw, z ktdrych pobrano prébki, s3 wazne wytacznie wtedy, gdy kontrola dodatnia daje wynik
dodatni, a kontrola ujemna daje wynik ujemny.

Badania dla obszaréw, z ktdrych pobrano prébki, s3 wazne wytacznie wtedy, gdy odpowiadajgce badanie kontroli
inhibicji daje wynik dodatni.

W przypadku obecnosci kontaminacji produktem PCR lub prébkg DNA powinno sie zaobserwowaé amplikony o
wielkosci 187 pz. Obecnos¢ wszelkich rozmazanych obrazéw lub prazkéw o réinych rozmiarach takze moze
wskazywac na kontaminacje produktem reakcji PCR, natomiast obecnos$¢ primeréw-dimerdéw oraz innych artefaktéw
polimeryzacji primerdéw o wielkosci mniejszej niz 100 pz nalezy zignorowac.

Probéwka
reakcyjna | Barwnik Zastosowanie | Wynik Whiosek Dziatanie
187 pz, Badanie wazne. Odpowiednie
Kontrola wynik dodatni DNA. Efektywna reakcja PCR.
dodatnia Brak amplifikacji | Badanie niewazne. Powtdrzy¢ cate badanie z
uzyciem innej kontroli DNA.
187 pz, Badanie niewazne. Obecnos¢ Badac z uzyciem innej wody
wynik dodatni kontaminacji w wodzie i/lub na | i pipety.
2 purpurowy Kgntrola ! pipecie. J ! PR
ujemna P - :
Brak amplifikacji | Badanie wazne. Brak
kontaminacji w wodzie.
187 pz, Test kontaminacji wazny. Brak
wynik dodatni inhibitoréw.
3,5,7 niebieski Test inhibicji | Brak Test kontaminacji niewazny. Wyczysci¢ obszar sterylng
amplifikacji. Obecnos¢ potencjalnych woda, powtodrzyc.
inhibitoréw.
187 pz, Obecnos¢ kontaminacji. Odizolowac i wyczyscic
wynik dodatni stosowane pipety.
Wyczysci¢ zanieczyszczony
Test obszar roztworem
4,6,8 purpurowy | kontaminacji przeznaczonym do
(wipe test) usuwania DNA. Powtérzy¢
badanie.
Brak amplifikacji | Wynik testu kontaminacji
ujemny. Brak kontaminacji.

C€

3




Strona7z9

Badanie testu: Amplikon PCR pochodzacy z zestawu firmy Biofortuna zostat pozostawiony do wyschniecia na
powierzchni typu ,solid surface”. Test do wykrywania kontaminacji przeprowadzono na nierozcieiczonym

amplikonie, a nastepnie na amplikonie w rozcienczeniach od 1x10' do 1x10%. Amplikon zostat wykryty w
rozciericzeniach do 1x10™ wiacznie.

Genomowe DNA pozostawiono do wyschniecia na powierzchni typu ,solid surface”. Test do wykrywania

kontaminacji przeprowadzono na genomowym DNA o stezeniu 100 ng/pl, a nastepnie w rozciericzeniach od 1x10* do
1x10". DNA wykryto w rozcieficzeniach do 1x10°.

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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Arkusz danych o probce Zaleca sie, aby sporzadzi¢ kopie tego arkusza przed rozpoczeciem wykonywania testu,
bowiem zestaw testu do wykrywania kontaminacji na powierzchniach roboczych zawiera odpowiednig liczbe testéw
dla 36 obszaréw (3 obszary na kazdy pasek z 8 probdwkami, 12 paskéw w zestawie).

Data przeprowadzenia badania:

Badanie przeprowadzit(a):

Zatwierdzit(a):

Inne informacje:

Numer partii zestawu:

Probdéwka Barwnik | Zastosowanie (patrz ulotka) Wynik badania | Dziatanie | Informacje o prébce

1 kontrola dodatnia: DNA

2 purpurowy | kontrola ujemna: woda

3 niebieski | test inhibicji w obszarze 1

4 purpurowy | test kontaminacji w obszarze 1

5 niebieski | test inhibicji w obszarze 2

6 purpurowy | test kontaminacji w obszarze 2

7 niebieski | test inhibicji w obszarze 3

8 purpurowy | test kontaminacji w obszarze 3

C€ 3
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Liczba testéw
Sprawdz w ulotce.
Miejsce produkcji

§EE<

Do diagnostyki in vitro

Data waznosci
30c

*> I
SIpe

—
o

Numer partii

)
m
M

Numer katalogowy

Temperatura przechowywania

Biofortuna Ltd

1 Hawkshead Road

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

Strona internetowa: www.biofortuna.com

BIOFORTUNA"

SIMPLY DIAGNOSTICS

Francaise : Traductions disponibles
Deutsch: Ubersetzungen verfiighbar
Espafiol: Traducciones disponibles
Italiano: Traduzioni disponibili
Cesky:  Preklady k dispozici
Dansk:  Tilgaengelige oversattelser
EAANVIKA: AlaBéoiueg petadpdoelg
Magyar: Forditas rendelkezésre all
Norsk:  Tilgjengelige oversettelser
Polski:  Ttumaczenia dostepne
Portugués: Tradugdes disponiveis
Pyccknit: MepeBoapl A4OCTYMNHbI
Slovensky: Preklady k dispozicii
Turkce: Ceviriler mevcut

Svenska: Oversittningar tillgingliga

www.biofortuna.com

Historia wersji

Niniejszy dokument jest wersjg 2.

Wprowadzono poprawki do wskazéwek podanych w rozdziale 8. oraz w numeracji rozdziatéw.
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