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Obsah: e 50 pl Tag Polymeraza, pfipravena k pouziti, 250 jednotek (5 jednotek/pl)
e 1 ml 10 x Reakeni pufr (bez MgCls), obsahuje (NH4)2SOa4, Tris-HCL, Tween 20
e 1 ml MgCl, (50 mM)
Specifikace: Rekombinantni enzym, termostabilni 5° > 3’ DNA-Polymeraza s 5 - 3’ exonukleazovou aktivitou. Enzym

nema 3’ > 5’ exonukleadzovou aktivitu a pfidava nukleotidy (témérf vyluéné adenosin) na 3’-konci DNA.
Zamyslené pouziti
Polymeraza Happy Taq je validovana pro pouziti se soupravami BAG HISTO TYPE (BAG Health Care GmbH). Pro SSP-PCR se
soupravami BAG HISTO TYPE neni nutny reakéni pufr a roztok MgCl,. Pracovni postup a dal$i informace jsou obsazeny v navodu k

pouziti pro soupravy BAG HISTO TYPE. Pokud byste pouzivali Happy Taq Kit jako IvD test s jinymi nez se soupravou dodanymi
reagenciemi, musite tento postup a soupravu Happy Taq Kit validovat pro zamysSlené pouziti.

Skladovanié a stabilitad stability

Soupravy Happy Taq Kit jsou dodavany v suchém ledu. Skladovani vSech reagencii je pfi teploté < -20 °C po dodani. Doba
pouzitelnosti je oznacena na etiketé kazdé reagencie a je takto platna i po jejich otevfeni. Expirace vyznaéena na vnéjSim obalu
soupravy odpovida dobé pouzitelnosti té reagencie v souprave, ktera ma nejkratsi dobu pouzitelnosti.

Bezpecnostni pokyny a specialni poznamky
Se soupravami Happy Taq Kit by mél pracovat pouze vyskoleny personal.
Veskery biologicky material by mél byt povaZzovan za potencialné infekéni. Proto jsou pfi praci s nim doporu€ovana pfislusna
bezpecnostni opatfeni (nepipetovat Usty, pouzivat pfi praci ochranné rukavice, dezinfikovat ruce po ukonceni prace atd.). V pfipadé
kontaktu biologického materialu s kdzi, sliznicemi nebo o¢ima neprodlené oplachnéte postizené misto vodou nebo - v pfipadé oéi -
pouzijte o¢ni kapky.
Biologicky material by mél byt pfed likvidaci inaktivovan (napf. sterilizaci v autoklavu), stejné jako pouzité jednorazové pomacky.
V pripadé vyliti potencialné infekéniho materidlu by mél byt tento okamzité odstranén jednorazovym savymi ubrousky a potfisnény
povrch poté vydezinfikovan dezinfekénim Cinidlem nebo 70% alkoholem. Veskeré pom(cky a material pouzity pfi této ¢innosti véetné
rukavic by mél byt spalen nebo inaktivovan pred likvidaci (napf. v autoklavu). Zbytky vzorkd a testovacich reagencii a materiald by
mély byt likvidovany v souladu s platnou legislativou.
Metoda PCR je vysoce citlivda metoda. Proto musi byt dodrzovany zvlastni bezpecnostni podminky, aby byla vylou¢ena kontaminace
a tim i fale$né reakce:

Pouzivat pfi praci rukavice (pokud mozno bez pudru).

4 Pouzivat nové Spicky pro kazdy pipetovaci krok (s integrovanym filtrem).

€ Pouzivat oddélena pracovni mista pro pre-amplifikacni (izolace DNA a pfiprava reakci) a post-amplifikacni (gelova elektroforéza,
dokumentace) fazi PCR. Nejlépe pouzijte 2 oddélené mistnosti.

¢ Nepouziveijte pipety a jiné pracovni pomucky na vice pracovnich mistech, neprenasejte je. Pouzivejte kazdou sadu pomucek na

jednom pracovnim misté pro ni uréeném.

PCR-protokol
Nize uvedeny PCR protokol slouzi jako doporuceni. Pro dokonalou amplifikaci DNA musi byt podminky testu upraveny a

optimalizovany. Centrifugujte vSechny reagencie pfed pouzitim. Doporu¢ujeme PCR zkumavky/destiCky bez nukleaz ledovat pred
jejich umisténim do termalniho cykléru.

Koneény | Aqua dest. 10 x MgCl» dNTPs Forward- Reverse- Templatova| Happy
obsah (sterilni, Reakéni pufr | (50 mM) | (10 mM) kodujici primer | antikodujici primer DNA Taq
bez nukleaz) (10 pM) (10 pM) (> 1 pg) (5 U/ul)
25 pl proménna 2,5 pl 0,75 pl 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl proménna 0,15 yl
50 pl proménna 5,0 ul 1,5 ul 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl proménna 0,3 ul
Naprogramuijte termalniho cyklér dle navodu vyrobce.

Jednotlivé kroky Teplota Cas Podet cyklu

Prvni denaturace 95-96°C 2 minuty 1 cyklus

Denaturace 95°C 30 sekund

Annealing 58°C (50 — 68°C) 30 sekund 25 - 35 cykld

Extenze 72°C 30 sekund

Zavére€na extenze 72°C 10 minut 1 cyklus

Pro amplikony delSi nez 2 kb se doporucuje prodlouzit €as extenze (1 min. na 1 kb).

Vysvétleni symboll na etiketach

Teplota skladovani MgClI2) Roztok chloridu hofe¢natého

Pouzitelné do

[REACTIONBUF] 104 Reakéni pufr, 10 x koncentrovany
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