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1. POPIS VYROBKU

Systém HISTO SPOT® SSO je in vitro diagnosticky test pro tkaniovou typizaci HLA alel na molekularné
biologickém zakladé poskytujici vysledky typizaci o nizkém az stfednim rozliSeni. Sklada se z HISTO
SPOT® typizaénich souprav, HISTO SPOT® reagenéni soupravy, piistroje MR. SPOT® a interpreta¢niho
softwaru HISTO MATCH.

Typizaéni soupravy HISTO SPOT® obsahuji ve§keré reagencie poti‘ebné pro PCR reakce a testovaci
jamKy s navazanymi sekvence specifickymi oligonukleotidovymi préobami pro detekci PCR produktd.
HISTO SPOT® reagenéni souprava obsahuje reagencie potiebné pro hybridizaci a detekei a lze ji pouZit
se véemi typiza¢nimi soupravami. P¥istroj MR.SPOT® je uréen k pouZiti se soupravami HISTO SPOT® a
umoznuje zpracovani 1-96 testli vjednom béhu, automatizuje cely proces hybridizace, detekce az
k interpretaci vysledki. Software HISTO MATCH je nezbytny pro interpretaci vysledkd.

2. PRINCIP TESTU

Test zahrnuje Ctyti zakladni kroky:
- izolaci DNA

- PCR amplifikaci

- hybridizaci a detekci

- interpretaci dat

Izolace DNA je provedena z klinického materialu pouzitim DNA izola¢nich metod zavedenych v dané
laboratofi nebo standardnim komer¢nim kitem. DNA je poté amplifikovana v lokus specifické PCR
reakci za pouziti mastermixu a roztoku MgCl; - oboje je soucasti diagnostické soupravy. Specifita
amplifikace je zaruCena sestavou biotinylovanych primert navrzenych k unikatni amplifikaci daného
HLA lokusu. Po PCR reakci je PCR desticka obsahujici biotinem znacCené produkty pienesena do
pristroje MR.SPOT®. MR.SPOT® prida hybridiza¢ni pufr k amplikonim a potom smés prenese do
testovacich jamek se setem navazanych specifickych oligonukletidovych (SSO) préb. Tyto préby jsou
bud'to samostané oligonukleotidové préby nebo kombinace dvou nebo vice samostatnych prob
cis lokalizovaného polymorfismu.

Biotinem znacCené amplikony se navaZi na ty SSO préby, které obsahuji komplementarni cilovou
sekvenci a mohou byt pak prokdzany kolorimetrickou reakci. Aby se zabranilo nespecifickym vazbam
amplikonli na povrch testovacich jamek, MR.SPOT® pred prenesenim amplikond blokuje povrch
jamek blokovacim pufrem.

Po promyti zesilujicim roztokem se odstrani veSkeré nenavazané amplikony. Prida se streptavidin
zasadity fosfatdzovy konjugat, ktery se navaZe na biotin znacené amplikony jiZ navazané na SSO
probach. Po dalsim promyvacim kroku se piida BCIP/NBT substrat, ktery se zbarvi modrofialové, je-
li zménén alkalickou fosfatazou. Vysledkem jsou tmavé tecky na dné jamky, které jsou
vyfotografovany v pristroji MR.SPOT® a obréazek je prenesen do softwaru HISTO MATCH v PC
uzivatele. Pti analyze obrazu HISTO MATCH software urci intezitu kazdé tecky na dné jamky v testu a
porovna ji s intenzitou pozadi. Z téchto dat jsou pak vypocitany pozitivni a negativni reakce. Nasledné
interpretacni ¢ast programu HISTO MATCH ur¢i na zakladé uspotradani hybridizaciho patternu/vzoru
HLA typ vzorku.
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3. MATERIAL

31 Reagaencie specifické k danému lokusu dodavané v typizacnich soupravach HISTO
SPOT®

Reagencie v kazdé soupraveé jsou v poctu dostecném pro 96 testi. Kazda typizacni souprava obsahuje:

Testovaci jamKky, samostané balené, kazdy strip o 8 jamkach obsahujicich
imobilizované sekvence specifické oligonukletidové (SSO) préby.

Mastermix, pripraven k pouZiti, obsahuje biotinylované primery pro dany lokus,
dNTPs, Taq polymerazu, reakéni puftr, 0,05% azid sodny

MgCl2 Chlorid hotecnaty, 6 mM, pripraven k pouziti,
obsahuje 0,001 % Proclin® 300

X =A, B, C,DRB1, DRB3/4/5, DQB1, DQ nebo DPB1

V kazdé soupraveé je pribaleno CD obsahujici informace k dané Sarzi a verzi, které musi byt ulozeny
v databazi interpretacnim softwaru HISTO MATCH (pro detailn{ instrukce viz Navod k pouZiti
softwaru HISTO MATCH). Por kaZzdou soupravu roliSujeme SarZe (lot) a verze (batch).
e Souprava: napr. HISTO SPOT A, definuje lokus, ktery lze danou soupravou testovat.
e Sarze (Lot): napi A084, A085 definuje uspoiadani SSO préb pouzitych v dané soupravé
a jejich specifitu. Kazda sarze miiZze obsahovat vice verzi.
¢ Verze (Batch): napi. A085-1, A085-2, A085-3 definuje jak dané préby reaguji v porovnani
s kontrolnimi préobami (hodnota cut off) a definuje datum vyroby a expirace stripd.

3.2 Reagencie dodavané v HISTO SPOT® Reagent kit

Reagencie v kazdé soupravé jsou v poCtu dostecném pro 96 testli. Kazda reagencni souprava obsahuje:

BLOCKBUF Blokovaci pufr, pripraven k pouziti, obsahuje 0,001% Proclin® 150 80 ml

YBBU Hybridizacni pufr, pripraven k pouziti, obsahuje 0,001% barvivo, 40 ml
0.1% dodecyl sulfat sodny, 0.001% Proclin® 150

TRGWAS Zesilujici pufr, pripraven k pouziti, obsahuje 0,001% barvivo, 100 ml
0,1% dodecyl sulfat sodny, 0,001% Proclin® 150

TBS promyvaci pufr (Tris pufrovany fyziologicky roztok),
pripraven k pouZiti, 100 ml
obsahuje 20 mM Tris, 0,003% barvivo, 0,001% Proclin® 150
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BCIP® / NBT substrat, pripraven k pouziti, 36 ml
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat / nitroblue tetrazolium chlorid)

CON]J Konjugat, Streptavidin alkalicka fosfataza, KONCENTROVANY 40 pl
obsahuje < 0,1% azid sodny
(musi byt naredén 1:1666 v blokovacim pufru)

3.3 Reagencie a vybaveni potiebné, ale nedodavané v soupravach

pifstroj MR.SPOT®, véetné softwaru HISTO MATCH, kat.¢. 726100
pipetovaci $pi¢ky k p¥istroji MR.SPOT®, 1000 pl kat.¢. 726099 a 200 pl kat.¢c. 726097
reagencie/souprava pro extrakci DNA (nelze pouZit vysolovaci metody)

3
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o PCR desti¢ky s vi¢ky nebo pielepovaci folif (HISTO SPOT PCR® Frameplates, kat.¢. 726220,
HISTO SPOT® PCR Caps, [REF|726090, HISTO SPOT® PCR Foils, REF 726089)

o termalni cyklér

o deionizovana voda

o rizné pipety (rozmezi 0,5 - 1000 pl) a Spicky k pipetam

4. SKLADOVANI A STABILITA

Veskeré reagencie a slozky souprav by meély byt skladovany pii 2...8 °C. Datum expirace je vyznaceno
na etiketé na kazdé reagencii a je platné pro originalné uzaviené reagencie. Datum expirace uvedené
na Kkrabici odpovida nejkratSimu datu expirace jednotlivych reagencii obsazenych v soupraveé. Lze
vyjmout jednotlivé jamKky z oballi, odlomit od stripli a zbytek uchovat k pozdéjsimu pouziti. Testovaci
jamky skladované v otevirené folii je nutno pouzit do 30ti dntli. Ostatni oteviené reagencie je nutné
zpracovat do 3 mésict od prvniho otevieni. Roztok konjugatu je nutno pripravovat vzdy Cestvy.

5. PRACOVNI POSTUP

5.1 Bezpecnostni optireni a specialni poznamky

Molekularné genetické metody jsou velmi citlivé a musi byt provadény pouze dobie zaskolenymi
osobami, zkuSenymi jak v technikach PCR, tak i v testovani histokompatibility. Vysledky téchto testi
nesmi byt pouzity samotné pro klinicka rozhodnuti.

Je treba dodrZovat transplantacni smérnice, stejné jako standardy EFI, aby se minimalizovalo
nebezpeci faleSné typizace, obzvlaSté v pripadech diskrepance mezi vysledky molekularné
biologickych a sérologickych metod.

Je nutno dodrzovat zvlastni bezpecnostni opatieni, aby se predeslo kontaminacim a tim i faleSnym

vysledkiim.:

4 Pracujte v rukavicich (pokud je to mozné, tak bez obsahu pudru).

¢ Pouzivejte novou $pic¢ku na kazdy pipetovaci krok (s integrovanym filtrem).

4 Pouzivejte oddélena pracovni mista pro jednotlivé kroky: pre-amplifikacni faze (DNA izolace a
priprava reakce) a post-amplifikacni faze (hybridizace a detekce). Nejlépe ve dvou oddélenych
mistnostech.

4 Amplikony by nemély byt noSeny zpét na mista, kde se pripravuje PCR.

4 Pouzivejte nastroje, reagencie a pristroje samostatné pro kazdé pracovni misto zvlast
a neprenasejte je.

5.2 DNA izolace

Ptipravte vzorek DNA standardni metodou pro piipravu DNA pro pouziti v PCR (preferovany jsou
metody, které nejsou zaloZeny na principu vysolovani).
Validovana metoda extrakce DNA:
¢ kolonky Qiagene
Metody uspésné pouZzivané uzvateli:
e EZ-1/Geno M6 (Qiagend beads)
¢ Promega Maxwell 16
¢ QuatroProbe (BeeRobotics)

Pritomnost heparinu potencialné blokuje PCR reakci, pouzivejte tedy EDTA nebo citratovou krev.
Vzorek DNA by mél mit koncentraci ptiblizné 15-30 ng/pl a indexy Cistoty:
e Pomér extinkci ODz¢0/0D2g0 mezi 1,5 a 2,0. Vy$si hodnoty znamenaji pritomnost RNA, nizsi
kontaminaci proteiny.
e Pomér extinkci OD260/0D230 > 1,8. Nizs$i hodnota indikuje mozné znecisténi uhlovodiky,
solemi nebo organickymi rozpoustédly.
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5.3 Amplifikace

Pouzijte pro amplifikaci PCR desticky s okrajem (skirted), nebot musi byt nasledné pridrzovany
sponou za okraj v pifstroji MR.SPOT®. HISTO SPOT PCR plates jsou validovany pro amplifikaci,
desticky od osatnich vyrobci musi byt validovany uzivatelem. Pro kazdy vzorek k amplifikaci
pipetujte do mikrozkumavky nasledujici mnozstvi:

10 pl  Mastermix
5ul  MgCl;
5ul  vzorek DNA (15 ng/pl)

Celkovy objem amplifikac¢ni reakce je 20 pl.

P pripravé premixu: pocet vzorki + 2 x 10 ul Mastermixu pouzijte 15 ul

pocet vzorkl + 2 x 5 ul MgCl, pro kazdy vzorek
Poznamka: Je dilezité, aby koncentrace DNA byla v rozmezi 15-30ng/ul. Vyssi koncentrace miiZe vést
s falesné pozitivni reakci prob a nizsi koncentrace miize zptisobit chybu amplifikace.

Pokud provadite negativni kontrolu, pripravte PCR reakci s destilovanou vodou misto DNA.

Uzavrete amplifikacni mikrozkumavky vicky, nebo prelepte félii, vlozte do cykléru a amplifikujte
s nasledujicim programem:

krok programu cas teplota pocet cyKkli
prvni denaturace 2 min 96 °C 1 cyklus
denaturace 15s 96 °C 10 cykla
annealing+ extenze 60 s 65 °C

denaturace 10s 96 °C 20 cykla
annealing 50s 61°C

extenze 30s 72°C

podrzeni o0 22°C

Nastaveni je stejné pro vSechny cykléry, ale celkovy c¢as se bude ménit podle rychlosti zmén teplot
(ramping speed) u jednotlivych typa cyklért.

Nasledujici cykléry byly byly validovany pro pouZiti s HISTO SPOT SSO:

Applied Biosystems: PE 9600, PE 9700 (pouzijte ramp rate of PE 9600), VeritiTM

Biorad: PTC 100 / PTC 200, Mycycler

Eppendorf: Mastercycler EP Gradient S

V ostatnich cyklérech musi uzivatel provést validaci sam, vSeobecné doporucujeme pouzivat Ramp
rate 1-2° C/sec.

Po ukonéeni amplifikace mohou byt vzorky testovany bud okamZité nebo skladovany pfi 2...8 °C po
dobu az péti dnt.

Neni nutné provadét po amplifikaci kontrolu produkti na gelu. V mnoha ptipadech to neptinese
Zadnou informaci, nebot proZzky jsou velmi slabé a nemusi byt na gelu patrné. Pokud presto chcete
provést gelovou elktroforézu, neméli byste odebrat vice nez 2-3 pl amlikond.

Velikost amplikontli se méni u jednotlivych souprav, v kazdé soupravé jsou k dispozici na prilozeném
CD (hit table v excelovém formatu, druhy list Notes/poznamky).
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54  Automatizovana hybridizace v piistroji MR.SPOT®

5.4.1 Priprava reagencii

Vyjméte reagencie HISTO SPOT® a testovaci jamky HISTO SPOT® z lednice a nechte je vytemperovat
na pokojovou teplotu.

Nékdy mohou byt pozorovatelné krystalky soli v hybridizacnim pufru a/nebo v zesilovacim pufru.
Pokud krystalky zpozorujete, zahtejte reagencie na 30 °C a krystalky se rozpusti. Zahtivejte cely obsah
lahvicky, ne Cast!

Konjugat je nutno natedit v poméru 1:1666 v blokovacim pufru. Roztok konjugatu je nutno vzdy
pripravit Cerstvy pro kazdé testovani.

Konjugat musi byt vortexovan a stocen pred kaZdou pripravou roztoku!

Potiebné mnozstvi reagenci se bude ménit podle poctu zpracovavanych vzorkd. Potfebna mnozstvi se
objevi na obrazovce MR.SPOT® po zadani poétu stripi. Naplitte pozadovana mnozstvi reagenci do
odpovidajicich oznacenych zasobnikd.

Vlozte testovaci jamky a PCR desticku do patii¢nych bloki pristroje MR.SPOT®.

Pozor na spravnou orientaci PCR desticky.

Prosime, ujistéte se, Ze neni Zadna necistota nebo zbytky plastu v drzaku reagen¢nich jamek, nebot’
toto by mohlo narusit prenos tepla pti hybridizaci.

Pokud potiebujeme do béhu méné nez 8 testli, mohou byt testovaci stripy rozdéleny jednotlivé jamky
podle obrazku 1. Pokud pouzivate jednotlivé jamKy, dbejte na to, aby byly dobi'e umistény v drzaku
reagencnich jamek a nebyly zkroucené jedna vici druhé.

Oddélte testovaci jamky odlomenim v

—

Odlomte konec palcem.

Neodlamujte testovaci jamky smérem nahoru, nebo dolt.

T ©
EEEED NS

Neoddélujte testovaci jamky kroucenim.

Obrdzek 1: oddéleni jednotlivych testovacich jamek
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5.4.2 Piiprava piistroje MR.SPOT®

Zapnéte piistroj MR.SPOT®. Objevi se startovaci obrazovka. Postupujte podle pokynii na obrazovce.
Detaily procesu jsou popsany v uzivatelské piruéce k p¥istroji MR.SPOT®.

Poznamka: Piistroj MR.SPOT® i veskeré reagencie by nemély byt vystaveny pfimému sluneénimu
svétlu.
5.4.3 Preneseni vysledkii k interpretaci do PC

Pieneste data do PC se softwarem HISTO MATCH pomoci pocitacové sité nebo manualné pomoci USB
(flash) disku tak, jak je to popsano v manudlu pro HISTO MATCH software.

5.4.4 Interpretace vysledki

Otevrete software HISTO MATCH (pokud jeSté neni naistalovan, naistalujte ho z CD dodavaného spolu
s pifistrojem MR.SPOT®) a interpretujte data tak, jak je popsano v manuélu k softwaru HISTO MATCH.

Fotografie by mély vypadat tak, jak je vidite na obrazku 2. Obrazek 3 znazorniuje schematicky
vysledek a vyznam jednotlivych préb.

Barevny krouzek ukazuje funkci jednotlivych préb (nahlédnéte
do navodu k softwaru HISTO MATCH pro presnéjsi popis).

Obrdzek 2: Fotografie vysledkii testu pro HLA A

o @: Pozi¢ni proby: Reaguji s amplifikaénimi
PS primery z Mastermixu a ukazuji, Ze byl pridan

o0
@ococol@oloe @
ocl@l@lololo|o|@

usporadani je specifické ke kazdé Sarzi.

ololojlololo @@
@ooloe@lole
olololo@l@lo|@
olololo|l@lolo|@
@ @®olo|o|olo
@ o|ololo|olo
@oolojojolo|@
@ooclo@lolo|le@
®

proby

P @: Pozitivni alelicky specificka proba.

Obrdzek 3: Schématickd ilustrace vysledku a funkci jednotlivych prob.
7

PY O: Negativni alelicky specificka proba.

Mastermix a také vSechny reagencie pro SSO
test spravné. Navic umoznuji softwaru
lokalizovat a orientovat obrazek. Jejich

@®-+®: Amplificka¢ni kontrola pro exon 2 a
exon 3 je zdvojend. Tyto proby jsou univerzalni
pro vSechny alely daného lokusu a ukazuji, ze
PCR probéhla spravné. Jsou také pouzivany
jako referencni hladina pro alelicky specifické
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6. VAROVANI A PREDBEZNA OPATRENI

Soupravy HISTO SPOT® jsou uréeny pouze pro in vitro diagnostické pouziti a mély by byt pouzivany
pouze dobie zaskolenymi a kvalifikovanymi osobami. Veskera prace by méla probihat za dodrzovani
Standardi laboratorni prace.

S biologickym materidlem pouzitym k extrakci DNA (t.j. krvi nebo lidskou tkani) je nutno zachazet
jako s potencidlné infekénim materidlem. Pri manipulaci s biologickym materidlem doporucujeme
odpovidajici opatreni (nepipetujte Usty, noste jednorazové rukavice pii manipulci se vzorkem i pri
provadeéni testu, dezinfikujte si ruce po provedenti testu).

Biologicky materidl je treba pred likvidaci inaktivovat (napt. v autoklavu). Stejné tak jednorazové
pomtcky by mély byt po pouziti autoklavovany nebo spaleny.

Vylity potencialné infek¢ni material by meél byt ihned odstranén savym papirovym obrouskem a
kontaminovana oblast oc¢iSténa standardnim desinfekénim prostredkem nebo 70% alkoholem.
Material pouzity na tklid véetné rukavic je nutno inaktivovat pred vyhozenim (napft. v autoklavu).

Blokovaci pufr, hybridiza¢ni pufr, zesilujici roztok a TBS promyvaci pufr obsahuji ProClin®150 a
roztok chloridu hofe¢natého obsahuje ProClin®300. Tyto regencie obsahuji pouze 0,001%
konzervantu, presto zabraiite kontaktu s kiiZi a sliznicemi.

Mastermix a konjugat obsahuji jako konzervacni c¢inidlo azid sodny. Koncentrace v reagenciich je
< 0,1% azidu sodného a tato koncentrace neni povaZovana za nebezpecnou. Pfesto se vyhnéte
kontaktu s kizi a sliznicemi. Azid sodny miiZze reagovat s olovem a mosazi v instalacich odpadt
a vytvaret vybusné azidy kovid. Pii vylévani roztokid obsahujicich azid sodny splachujte tyto do
laboratornich odpadii velkym mnoZstvim vody.

VesSkera prace sreagenciemi by méla byt provdzena ndleZitou opatrnosti. PoZivejte ochranu oci,
laboratorni plasté a jednorazové rukavice. Vyhnéte se kontaktu materiald s kazi, sliznicemi a okem.
Pokud dojde ke kontaktu, oplachujte velkym mnozstvim vody. Pii nedostatetném oSetreni miZe dojit
k popaleninam.

Pri rozliti reagencii je nejprve nared'te vodou a pak utirejte. Substrat nesmi prijit do styku s kovy a
oxida¢nimi Cinidly.

Likvidace vzorkl, nepouzitych reagencii a odpadu musi byt ve shodé s prisluSnymi mistnimi
nafrizenimi.

Zabrante mikrobialni kontaminaci vzorkl pti odebirani aliquotl ze zasobnich lahvi. Doporucuje se
pouzivat sterilni jednorazové pipety a pitovaci Spicky. NepouZivejte reagencie s patrnym zakalem
nebo mikrobialni kontaminaci.

Bezpecnostni listy (Material Safety Data Sheets (MSDS)) jsou k dipozici ke stazeni na:
www.bag-healthcare.com

7. SPECIFIKACE VYKONNOSTNICH CHARAKTERISTIK

7.1  Vyhodnoceni

Vyhodnoceni souprav HISTO SPOT® SSO bylo provedeno s min. 180 vzorky. Vysledky byly porovnany
s dalsimi typizacnimi metodami (tj. SSP, sekvenovani). Nebyly pozorovany zadné rozdily mezi
jednotlivymi metodami.

Pro kazdou Sarzi je kazda préba verifikovana pomoci referen¢nich DNA vzorkd.
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7.2 PCR amplifika¢ni reakce

Alely amplifikované kazdou HISTO SPOT® SSO soupravou, pouZitd HLA nomenklatura a exony, které
jsou amplifikovany, jsou popsany v odpovidajicich informacich specifickych k prislusné sarzi. Tyto
informace jsou dostupné na CD prilozeném ke kazdé soupravé.

7.3 RozliSeni testu

HISTO SPOT® SSO typizaéni systém je navrzen tak, aby produkoval jednozna¢né vysledky prinejmesi
na urovni skupiny alel (t.j. dvou cislic).

Rizna kombinace alel naptic alelickymi skupinami mtize mit také stejny pattern (vzor) préb a v tomto
pripadé jsou tedy interpretovany jako nejednoznac¢né ambikvitni.

HISTO SPOT 4D typizacni kity produkuji vysledky na urovni alel (¢tyri cislice) pokud je pouzit filtr
pro bézné alely. Kritéria tohoto filtru jsou: frekvence alel = 0,5% alespon v jedné populaci s rozsahem
vétsSim nez 1000 vzorkil podle databaze www.allelefrequencies.net.
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8. OMEZENI METODY

Protoze PCR je vysoce citlivdA na kvalitu a koncentraci DNA, lze pouzit pouze vzorky, které maji
koncentraci 15 -30 ng/ul a indexy Cistoty: pomér extinkci OD260/0D2s0 mezi 1,5 a 2,0 a pomér extinkci
0D260/0D230>1,8.

Je treba vénovat maximalni pozornost zabranéni kontaminace souprav a dalsiho laboratorniho
materidlu a vybaveni amplikony DNA. Pravidelné stérové testy (napt BAG WipeTest,
kat. ¢. 7091) a negativni kontroly v kazdém testu jsou doporuceny.

Hybridizace je velmi citliva na piresné dodrzeni teploty. Proto je nezbytné pouzivat soupravy HISTO
SPOT® SSO pouze v piistroji MR.SPOT®, aby byly zajistény spravné inkubacni teploty a Casy.

Veskeré piistroje a nastroje (pipety, cykléry, termobloky, ptistroj MR.SPOT®) musi byt kalibrovany
podle pokyni vyrobce. Presnost a teplotni uniformita cykléri miZe byt zkontrolovana pomoci testu
BAG CyclerCheck (kat. ¢. 7104).

9. VNITRNi KONTROLA KVALITY

Vnitfni kontrola kvality novych $arzi HISTO SPOT® SSO souprav miiZze byt provadéna pomoci
kombinace DNA vzorki o znamém HLA typu.

Vnitini pozitivni kontrola je zahrnuta vkazdé testovaci jamce a umozZnuje kontrolu spravné
amplifikace a hybridizace.

Doporucuje se provadéni negativnich kontrol k pritkazu mozné kontamice. Pouzijte PCR reakci bez
DNA a naslednou hybridizaci jako negativni kontrolu.

10. RESENIi PROBLEMU

projev moZna zavada/y moZné/a reseni

ptistroj nefunguje, nebo funguje | mnohé konzultujte manual k MR.SPOT®

Spatné

chybové hlaseni pti prenosu dat | chyba pri prenosu dat manualné preneste data na USB

flash disku

zadné vysledky chyba v analyze obrazu proved’te manualni gridovani

v jamkach nejsou zadné tecky chyba v PCR, nebyl pridan zopakujte cely test a zkontro-
Master mix lujte PCR produkt na gelu

pouze kontrolni tecky jsou chyba v amplifikaci, nebyla zopakuijte cely test a zkontro-

pozitivni pridana DNA lujte PCR produkt na gelu

faleSné pozitivni préby prilis mnoho DNA, nebo prilis zkontrolujte koncentraci DNA,

vysoka koncentrace konjugatu stoCte konjugat
(nebyl stocen pred pouzitim)

vypadek jednoho exonu koncentrace DNA piilis vysoka, | zkontrolujte koncentraci DNA,
DNA degradovana dejte DNA na gel

zadné vysledky nebo chyba v fedéni konjugatu, zopakujte test, zkontrolujte

nerozliSitelné vysledky Spatna amplifikace, chyba teplotu hybridizace v pristroji

v dtsledku slabého signalu pristroje

11. OCHRANNE ZNAMKY POUZITE V TOMTO DOKUMENTU A NA VYROBCIH:

Proclin® je ochranna zndmka spole¢nosti Rohm and Haas
BCIP® je ochranna zndmka spolec¢nosti Sigma Aldrich Co.
Veriti™ je ochrana znamka spole¢nosti Applied Biosystems.
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2.  VYSVETLENIi SYMBOLU NA ETIKETACH
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Pouze pro IN VITRO pouziti

Teplota skladovani

Cislo Sarze
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Spotrebujte do
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Katalogové cislo

Viz navod k pouziti

Mastermix pro amplifikaci HLA-A lokusu

Mastermix pro amplifikaci HLA-B lokusu

C

Mastermix pro amplifikaci HLA-C lokusu

Mastermix pro amplifikaci HLA-DRB1 lokusu

Mastermix pro amplifikaci HLA-DQB1 lokusu,

Mastermix pro amplifikaci HLA-DQB1 a HLA-DQA1 lokusti
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Mastermix pro amplifikaci HLA-DPB1 lokusu

|Mastermix | DRB3/4/5|

Mastermix pro amplifikaci HLA-DPB3/4/5 lokusti
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o

estwells | Al Testovaci jamky s navazanymi prébami k typizaci HLA-A lokusu

I
o]

estwells Testovaci jamky s navazanymi probami k typizaci HLA-B lokusu

e

estwells | C Testovaci jamky s navazanymi préobami k typizaci HLA-C lokusu

[Testwells | DRB1| Testovaci jamky s navazanymi probami k typizaci HLA-DRB1 lokusu

[Testwells | DQB1] Testovaci jamKy s navazanymi prébami k typizaci HLA-DQB1 lokusu

Testovaci jamKky s navazanymi probami k typizaci HLA-DQB1 a HLA-DQA1 lokusi

H

estwells | DQ

[Testwells | DPB1| Testovaci jamKy s navazanymi prébami k typizaci HLA-DPB1 lokusu

[Testwells | DRB3/4/5| Testovaci jamky s navazanymi préobami k typizaci HLA-DRB3/4/5 lokust

Roztok chloridu hote¢natého
Blokovaci pufr

HYBBUF Hybridiza¢ni pufr
[STRGWASH | Zesilujici roztok

TRIS pufrovany fyziologicky roztok

Substrat

<IN EZINE]
= |2

Streptavidin alkalicka fosfataza-konjugat

Navody k pouziti v jinych jazycich miiZete nalézt na:
http://www.bag-healthcare.com/en/Diagnostika/Downloads/

BAG Health Care GmbH, organizacni slozka, Na Hlinach 17, 182 00 Praha 8, tel.: 286 840 508,
fax: 286 840 510, info@bag-healthcare.cz, www.bag-healthcare.cz
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