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Biofortuna SSPGo HLA Wipe Test, laboratuvar alanlari ve donaniminin, Biofortuna SSPGo (rinlerinden
kaynaklanabilecek PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) amplikon kontaminasyonu bakimindan izlenmesinde
kullaniimak Gzere tasarlanmigtir.

PCR, onceki bir PCR'den gelen DNA amplikonu ile kontaminasyona duyarli, hassas bir tekniktir. Kontaminasyon,
sonraki PCR'lerde yanlis pozitif amplifikasyona yol acabilir, bu da hatali genotiplemeye neden olabilir. PCR amplikonu
reaktifler ve numunelerin yani sira pipetler gibi laboratuvar donanimlarini kontamine edebilir. Reaktifler ve
donanim, kontaminasyon isaretleri agisindan diizenli olarak izlenmelidir.

Her bir SSPGo HLA Wipe Test, dondurularak kurutulmus PCR tamponu, polimeraz ve HLA-DRA genine 6zgli primerler
iceren sekiz PCR kuyulu bir seritten olusur ve insan genomik DNA'sindan 187bp amplikon Gretir. Tim Biofortuna
kitlerinde dahili kontrol olarak DRA amplikonundan yararlanildigi igin, Biofortuna SSPGo kitlerinin kullanimindan
kaynaklanan her tirlii kontaminasyon DRA geni amplifikasyonu icerecek ve Wipe Test primerleri tarafindan tespit
edilecektir.

Sekiz kuyulu her serit, en fazla {g silme testi bélgesini kontaminasyon agisindan test eder. Her seritte timlesik pozitif
ve negatif kontrol reaksiyonlari ile her bir silme testi bolgesi icin inhibisyon kontrol reaksiyonlari bulunur. Bir bolgeyi
kontaminasyon acisindan test etmek icin, alan oncelikle bir temizleme ¢ubuguyla silinir, ardindan bu cubuk suya
sokulur. Bu su, wipe testinde bir sablon seklinde ve PCR inhibisyon testi olarak genomik DNA iceren 50:50 karisim
seklinde kullanilir.

Dizenli olarak kontaminasyon testi yapilmasi tavsiye edilir. Test edilecek tipik bdlgeler DNA preparati alani, PCR
ayarlama alani ve amplifikasyon sonrasi alani igerir. Test edilecek tipik 6geler ¢alisma tezgahlari, pipetler, santrifijler,
sogutucu ve dondurucu tutamaklari, kapi topuzlari ve raflari icerir. Test edilecek tipik sollisyonlar DNA preparati
tamponlari ve DNA diliientlerini igerir. PCR tamponlari ve Tag polimerazi gibi bir defadan fazla kullanilabilen ortak
reaktifler, kontaminasyona 6zellikle duyarlidir ancak, Biofortuna urinleri eksiksiz oldugu ve yalnizca DNA eklenmesini
gerektirdigi icin Biofortuna kitlerini etkilemezler.

e Her biri dnceden dagitilmis ve dondurularak kurutulmus 10ul primer, polimeraz, dNTP'ler* ve tampon iceren
8 PCR kuyulu 12 serit. Folyo ile ambalajlanmis her serit, (¢ kontaminasyon bélgesini test etmek (zere
tasarlanmistir. Sekiz reaksiyon seridi formati asagida gosterilmistir.

Reaksiyon Boya Kullanim
1 Pozitif Kontrol: DNA
) Mor Negatif Kontrol: temizleme gubugunu islatmak icin kullanilan
su
3 Mavi Bélge 1 inhibisyon Testi: %50 DNA, %50 wipe water
4 Mor Bolge 1 Wipe Testi
5 Mavi Bélge 2 inhibisyon Testi: %50 DNA, %50 wipe water
6 Mor Bolge 2 Wipe Testi
7 Mavi Bolge 3 inhibisyon Testi: %50 DNA, %50 wipe water
8 Mor Bolge 3 Wipe Testi

e 36 adet steril temizleme ¢ubugu

e 12x8 PCR kapagi

1x kullanim talimatlari

1x Analiz Sertifikasi

e MSDS www.biofortuna.com adresindeki Biofortuna web sitesinden indirilebilir. Web sitesinden
indiremiyorsaniz litfen yerel dagitimcinizla iletisim kurun.

*CleanAmp™ dNTP'ler, Biofortuna SSPGo drinlerinde kullanim igin Trilink Biotechnologies Inc ruhsatina sahiptir.
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Uygun pipetleyiciler ve steril uglar, 6rn. 10ul'lik filtre uglarina sahip P10 pipetleyici.

Pozitif kontrol olarak kullanilmak Gzere 5-10ng/ul'de insan genomik DNA's!.

DNA izolasyon kiti/donanimi.

UV spektrofotometresi.

2ml polipropilen tipler.

Steril molekdiler kalitede su.

Isitilmis kapakh 96 kuyulu termal déngil. Biofortuna kitlerde kullanilan PCR plakalari ve tipleri, MJ Research
PTC-100, PTC-200, Hybaid MBS ve Techne TC-512 termal donguleri dahil olmak (zere, piyasadaki termal
dongilerin blyik bir kismi ile kullanilmak {izere valide edilmistir. Farkh modeller kullanici tarafindan tekrar
validasyon yapilmasini gerektirebilir.

Jel elektroforez reaktifleri (agaroz, 0.5x TBE, 1000bp DNA molekiler agirhk markori, 10mg/ml Etidyum Bromdir).
Jel elektroforez donanimi (jel depolari, glic beslemesi, UV transilliminatoérli jel dokiimantasyon sistemi).

Testler yalnizca uygun egitimi almis personel tarafindan yapiimalidir.

Tum reaktifleri lyi Laboratuvar Uygulamasi uyarinca isleyin.

PCR 6ncesi ve sonrasi alanlari birbirinden ayri tutun. PCR sonrasi malzemeleri PCR 6ncesi alana geri getirmeyin.
Biyolojik Tehlike Uyarisi: Tim kan Grlinlerini potansiyel enfeksiy6z olarak isleyin.

Biyolojik Tehlike Uyarisi: Etidyum Bromiir potansiyel bir karsinojendir. Bu maddeyi kullanirsaniz, daima eldiven,
laboratuvar 6nltgl ve koruyucu gozlik kullanin.

Biyolojik Tehlike Uyarisi: UV kaynaklari kullanirken dikkatli olun, daima eldiven, laboratuvar 6nligi ve koruyucu
gozliik kullanin. Asla UV 1sik kaynagina dogrudan bakmayin.

Malzeme Guvenlik Bilgi Formlarina www.biofortuna.com adresinden ulasabilirsiniz.

Biofortuna SSPGo kitleri 4-30 °C'de saklanabilir. PCR kaplari folyo torbalardan cikarildiktan sonra reaktifler 3 saat
icinde numune ile rehidrasyona tabi tutulmaldir. Son kullanma tarihi icin ambalaja bakin. Ambalajda basili tarih
gectikten sonra Griinleri kullanmayin.

Folyo torba yirtilmis ya da delinmisse kitleri kullanmayin.

PCR amplifikasyonu sirasinda buharlasmaya neden olabileceginden, DNA ekledikten sonra PCR kaplarinin sikica
kapatildigindan emin olun. Kenarlara ve koselere 6zellikle dikkat edin.
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Not:

PCR pipetleri siklikla kontaminasyona yol agabilen bir kaynak olup pipet ucunun ve miimkiinse haznenin i¢ kisminin
silinmesi tavsiye edilir. Ayrica tim kontaminasyon testlerinin, test edilerek negatif oldugu gosterilmis bir pipetle
yapilmasi da tavsiye edilir. Kontaminasyon bulunursa, kontaminasyonu ortadan kaldirmak ve bdélgeleri yeniden test
etmek icin laboratuvarinizin yonergelerini uygulayin.

1. DNA icermeyen bir konumda, test edilecek her silme testi bolgesi icin 2ml'lik steril bir DNase icermeyen
polipropilen tlplnu etiketleyin. Fazladan bir tiipl ‘Negatif Kontrol” olarak etiketleyin.

2. Kontaminasyon icermedigi bilinen bir pipet kullanarak, 2ml'lik tiplerin her birine 500ul steril, molekiiler kalitede

distile su ekleyin.

Tedarik edilen steril plastik aplikator temizleme cubugunu her silme testi tipinde islatin.

Test edilecek bolgeyi nemlendirilmis aplikatorle silin.

Aplikatoriin plastik sapini koparin ya da kesin ve orijinal 2ml'lik su tipine yerlestirin.

Kisa bir siire vorteksleyin.

Steril forseps ile temizleme ¢ubugunu cikarin ve atin.

Partiklilat maddeyi gidermek icin, mikrosantrifij icinde 1 dakika boyunca 10,000 ila 13,000 rpm'de santrifiije tabi

tutun.

9. Testin folyo torbasini agin. Tim testler sema 1'de gosterildigi gibi toplam 10ul sivi ile rehidrasyona tabi
tutulmahdir.

10.Negatif kontrol: Negatif kontrol reaksiyonuna 2 (mor) 10ul steril molekiler kalitede su ekleyin.

11.Reaksiyon 1, 4, 6 ve 8’e 5l steril su ekleyin.

12.Pozitif kontrol: Reaksiyona 1 (kirmizi reaksiyon) ve reaksiyonlara 3, 5 ve 7 (mavi) 10ng/ul insan genomik
DNA'sindan 5ul ekleyin.

13.Wipe testi reaksiyonlari: silme bolgesi 1’den reaksiyon 3 ve 4’e, silme bolgesi 2’den reaksiyon 5 ve 6’ya ve silme
bolgesi 3'ten reaksiyon 7 ve 8’e 5ul santrifiije tabi tutulmus sivi (wipe water) ekleyin.

14.Artik tim reaksiyonlarda sema 1'de gosterildigi gibi, 10ul rehidrasyona tabi tutulmus hacim vardir. Reaksiyonlara
tedarik edilen kapaklari takin ve asagida gosterilen normal SSPGo PCR parametreleriyle devam edin.

PN AW

Sema 1.

Reaction 7 Reaction 8
BLUE PURPLE
Zone 3 Zone 3
5ul Wipe 5ul Wipe

Reaction 6
PURPLE
Zone 2
5ul Wipe

Reaction 3 Reaction 4 Reaction 5
BLUE PURPLE BLUE
Zone 1 Zone 1 Zone 2
5ul Wipe S5ul Wipe S5ul Wipe

Reaction 2
PURPLE
10ul Sterile
Water

Reaction 1
RED
5ul Sterile
Water
5ul DNA

Water
5ul Sterile
Water

Water Water
5ul DNA 5ul Sterile
Water

Water Water Water
5ul DNA 5ul Sterile 5ul DNA
Water

I I
Control Tests Wipe Tests - 3 Locations

YENIDEN SUSPANSIYON NOTU: Tepsinin folyo posetten cikarilmasini izleyen 3 saat icinde PCR karisimlarinin
numunelerle yeniden slispansiyon haline getirilmesini saglayin.

PCR PLAKASI/SERIDI YUKSEKLIK PROFILI NOTU: Plakalarin ve seritlerin yiikseklik profilinin, ayni PCR makinesine
yerlestirildiklerinde esdeger olmasi tavsiye edilir. Farkl yiikseklik profilleri PCR makinelerinin isitilan kapagiyla yeterli
temas saglanmamasina neden olabilir. Bu da, yetersiz ya da basarisiz PCR amplifikasyonuna yol agabilir.
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PCR Parametreleri

Asagidaki PCR parametreleri kullanilmalidir. Yikselme hizlarinin saniyede en az 1 °C olmasini saglayin ve isitilan
kapag etkinlestirin. Tim kullanim talimatlarini gérmek igin, litfen termal dongi Ureticisinin kullanim kilavuzuna
bakin. Termal doéngiiler, American Society of Histocompatibility and Immunogenetic (ASHI) veya European
Federation of Immunogenetics (EFI) akreditasyon kurallari uyarinca kalibre edilmelidir.

94 °C'de 5 dakika denatiire edin

96 °C'de 15 saniye denatiire edin <—

66 °C'de 50 saniye sertlestirin 10 dongi
72 °C'de 30 saniye genigletin

96 °C'de 15 saniye denatiire edin 4

64 °C'de 50 saniye sertlestirin 20 dongt
72 °C'de 30 saniye genisletin

15 °C'de BEKLETIN

Jel Elektroforezi

Bu talimatlar yatay agaroz jel elektroforezi igin gegerlidir: 0.5x TBE tamponu icinde %2'lik agaroz jel hazirlayin. Jel
soguyarak yaklasik 60 °C'ye dustugiinde, 0.5 pg/ml'lik nihai konsantrasyona sahip olacak sekilde etidyum bromiur
ekleyin. Jeli eritin ve icine mikrotitre bicimlendirme taraklari sokun (6rn. 9 mm bosluklu 12x8 kuyu). Katilastiktan
sonra taraklari ¢cikarin ve jeli 0.5x TBE tamponu ile kaplayin. Her bir tepsi ya da serit reaksiyonundan en az 5 ul, en
fazla 10 pl'lik bir miktari, her reaksiyonun pozisyonuna dikkat ederek, jel Gizerindeki ilgili kuyuya aktarin. 100 bp'lik
bir merdiven, boyutun belirlenmesine yardimci olabilir. Jeli 20 dakika boyunca 10 V/cm'de galistirin.

Ozel donanim ayrintilari icin elektroforez sisteminizin Ureticisinin kullanim talimatlarina bakin. Jeller, UV
transilliiminatorla bir UV jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak gortintilenmelidir.

Silinen bolgelerin test sonuglari yalnizca, pozitif kontrolin pozitif, negatif kontrolliin ise negatif olmasi halinde
gecerlidir.
Silinen bolgeler Gizerinde yapilan testler yalnizca, ilgili inhibisyon kontrol testinin pozitif olmasi halinde gegerlidir.

PCR kontaminasyonu veya DNA kontaminasyonu varsa, 187bp amplikon gézlenmelidir. Farkli boyutlardaki herhangi
bir smear veya bant da PCR kontaminasyonuna isaret edebilir, fakat 100bp'den kiiglik primer-dimer ve diger primer
genisleme artifaktlari géz ardi edilmelidir.

Rx | Boya Kullanim Sonug Hikiim Eylem
Pozitif 187bp pozitif Test gecerli. DNA uygun. PCR etkili
1 kontrol Amplifikasyon Test gegersiz Tetkikin timiind farkh bir DNA
yok kontroliiyle tekrarlayin
187bp pozitif Test gegersiz. Su ve/veya pipet Farkli su ve pipetle test edin
) Mor Negatif kontamine olmustur
Kontrol Amplifikasyon Test gegerli. Su kontamine olmamistir
yok
3 inhibisyon 187bp pozitif Silme testi gecerli. inhibitér yok
! Mavi . Amplifikasyon Silme testi gegersiz. Potansiyel Alani steril su ile temizleyin, tekrar
5,7 Testi N .
yok inhibitorler var edin
187bp pozitif Kontaminasyon var Kullanilan pipeti izole edin ve
temizleyin. Kontamine olmus alani,
4 Der | Wire colisyonls comideym. oot
6,8 Testi
tekrarlayin.
Amplifikasyon Silme testi negatif. Kontaminasyon
yok yok
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Tetkik testi: Bir Biofortuna Kitinden alinan PCR amplikonu kati bir ylizey Ulzerinde kurumaya birakilmistir.
Seyreltilmemis amplikon ve ardindan 1x10" ile 1x10" arasi diliisyonlar tizerinde silme testi yapilmistir. 1x10™ de dahil
olmak lizere, bu degere kadar cikan dillisyonlarda amplikon tespit edilmistir.

Genomik DNA kati bir yiizey tizerinde kurumaya birakilmistir. 100ng/pl'deki gDNA (zerinde ve ardindan 1x10" ile

1x10"™ arasi diliisyonlar Gzerinde silme testi yapilmistir. 1x10° degerine kadar cikan diliisyonlarda DNA tespit
edilmistir.

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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Numune Kayit Sayfasi Wipe Test Kiti 36 bolge icin yeterli teste sahip oldugu icin (8 kuyulu serit basina 3 silme
bolgesi, kit basina 12 serit), kullanimdan énce bu numune kayit sayfasinin fotokopisinin ¢ekilmesi tavsiye edilir.

Test Tarihi:

Testi yapan:

Onaylayan:

Diger bilgiler:

Kit Lot Numarasi:

Reaksiyon Boya Kullanim (Talimatlara bakin) Test Sonucu Eylem Numune Bilgileri

1 Pozitif Kontrol: DNA

2 Mor Negatif Kontrol: Su

3 Mavi | Bélge 1 inhibisyon Testi

4 Mor Bolge 1 Wipe Testi

5 Mavi | Bélge 2 inhibisyon Testi

6 Mor Bolge 2 Wipe Testi

7 Mavi | Bélge 3 inhibisyon Testi

8 Mor Bolge 3 Wipe Testi
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Test Sayisi

Kullanim Talimatlarina Bakin
Uretim Tesisi

in Vitro Tani Amagh

Son Kullanma Tarihi

Saklama Sicaklig
Lot Numarasi
Catalogue number

Sayfa8/8

Biofortuna Ltd

1 Hawkshead Road

Croft Business Park
Bromborough, CH62 3RJ, ingiltere
T: +44 (0) 151 334 0182

E: info@biofortuna.com

W: www.biofortuna.com

BIOFORTUNA"

SIMPLY DIAGNOSTICS

Frangaise :
Deutsch:
Espafiol:
Italiano:
Cesky:
Dansk:
EAANVIKA:
Magyar:
Norsk:
Polski:
Portugués:
Pyccknit:
Slovensky:
Turkge:
Svenska:

Traductions disponibles
Ubersetzungen verfiigbar
Traducciones disponibles
Traduzioni disponibili
Preklady k dispozici
Tilgengelige oversaettelser
AlaBEoipeg peTadpAoeLg
Forditas rendelkezésre all
Tilgjengelige oversettelser
Ttumaczenia dostepne
Tradugdes disponiveis
MepeBoAbl AOCTYMHbI
Preklady k dispozicii
Ceviriler mevcut
Oversittningar tillgingliga

www.biofortuna.com

Siiriim gegmisi

Bu dokiiman 2. stirimddr.

Bu slirimde 8. Bolim talimatlari ve bélim numaralari dizeltilmistir.
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