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1. Popis vyrobku

Soupravy HISTO TYPE Kits jsou uréeny na typizaci HLA na molekularné genetickém zakladé
(informace o soupravach pro typizaci onemocnéni asociovanych s HLA alelami jsou uvedeny v kapitole
11,1.2,1.3al.4).

Zakladnim materialem pro praci s HISTO TYPE SSP soupravami je purifikovana DNA. Pfi praci s
témito soupravami se vyuziva metoda SSP (Sequence Specific Primers) — PCR. (viz. Obr. 1) [2,3]. Ta je
zaloZena na poznatku, Ze prodluZovani primer(, a tim i UspéSna PCR, je zavislé na pfesné shodé 3'
koncu obou primerll s templatovou DNA. A tedy pouze pfesné usazeni obou primerl na cilovou
sekvenci vede k ziskani produktu, ktery je pak identifikovan pfi gelové elektroforéze.

Obr. 1 Princip SSP-PCR

(TTTITIT > H‘H‘I‘I‘I‘(x

Perfect match = Amplification Mismatch -» no Amplification
(specific Allel) (unspecific Allel)
dokonalé dosednuti primeru nedokonalé nasednuti primeru
namnozeni specifického produktu amplifikace (namnozeni) neprobéhne

Slozeni jednotlivych smési primerl umozriuje jasnou HLA typizaci pomoci vyhodnocovacich diagramu a
tabulek. Kazda typizace je provadéna pomoci uritého mnozstvi prealiquotovanych a vysusenych
reak&nich smési obsahujicich také vnitfni amplifikacni kontrolu, pfi¢emz celkovy objem reakce je 10ul.

1.1 Kratky uvod k soupravé HISTO TYPE Celiac Disease

Celiakie je autoimunitni reakce proti glutenu, ktery je sou€asti mnoha obilovin. Pokud neni
diagnostikovana v raném stadiu, vede k chronickému zanétu a poskozeni tenkého stfeva. Celiakie je
silné asociovana s HLA alelami DQA1*05:01-DQB1*02:01 a DQA1*03-DQB1*03:02 haplotypem. Navic
Ize jako genetické markery vyuzit i alely DR3, DR7 a DR11. [8-10]

1.2 Kratky auvod k soupravé HISTO TYPE 57:01/B*51

Lécba antiretroviralnimi preparaty (napf. pfi HIV terapii) obsahujicimi aktivni latku Abacavir je mozna
pouze tehdy, pokud je u pacienta vylou¢ena HLA alela B*57:01. Dlvodem je riziko hypersenzitivni
reakce, ktera je asociovana s touto alelou. [11-13]

Behcetova nemoc je chronicka vaskulitida projevujici se vfiidky v Ustech a na genitaliich, oénimi a
koznimi projevy a fadou dalSich systémovych poruch. Behcetoviv syndrom je rozSifen v pasu od
vychodni Asie po Stfedomofti. HLA B*51 je pro toto onemocnéni silnym rizikovym faktorem a jeji prikaz
Ize pouzit jako diagnosticky nastroj. [14]

1.3 Kratky uvod k soupravé HISTO TYPE Narcolepsy

Narkolepsie je spankové onemocnéni se symptomy, jakymi jsou napf. Casté denni usinani, spankova
paralyza a halucinace. 98 % narkoleptickych pacientli z kavkazské rasy ma HLA DRB1*15:01 —
DQA1*01:02 — DQB1*06:02 haplotyp. HLA typizace tudiZ umoZiiuje potvrzeni nebo vyvraceni diagndzy.
[15-17].

1.4 Kratky uvod k soupravé HISTO TYPE B27
Asociaci mezi HLA alelami a nékterymi nemocemi je popsano vice nez 40. Velmi dllezitou se jevi

vazba mezi HLA-B27 a chorobami typu séronegativni arthritidy. (Bechtérevova choroba, Reiter(v
syndrom, reaktivni artritida). Pozitivni vysledek HLA-B27 testu ukazuje na velmi vysoké riziko téchto
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chorob (viz Tabulka 1) [17,18]. NejdulezitéjSim prispévkem k |éCbé je potvrzeni HLA-B27 u pacientl
s nejasnym klinickym obrazem a podezifenim na Bechtérevovu chorobu.

Onemocnéni Frekvence B27 u pacientt Relativni riziko
Ankylozujici spondylitida (Bechtérevova choroba) 90,2% 91
Reiterdv syndrom 78,8% 37,6
Post infek&ni reaktivni arthritida 70,2%

Tabulka 1: HLA-B27 frekvence a riziko

2. Material

2.1 Obsah souprav HISTO TYPE SSP kits

HISTO TYPE desticky nebo stripy pro HLA typizaci. Pfedkapané, prealiquotované reakéni
smési obsahuji specifické primery, vnitini kontrolu (specifickou pro lidsky gen G3PDH) a smés
nukleotidd. Prvni reakéni smés je oznacena Sipkou (viz schéma na str. 6). U vétSiny souprav
HISTO TYPE je na prvni nebo posledni pozici kontamina¢ni kontrola. Lze ji identifikovat na
zakladé jejiho zbarveni (modra reakéni smés). Cislo Sarze je wyti§téno na kazdém
stripu/desticce.

PCR stripy (po osmi) obsahujici kontaminaéni kontrolu s vnitfnimi kontrolnimi primery a
amplikon specifickymi primery (pokud souprava obsahuje kontaminacni kontrolu - viz vyse, neni
pfikladana samostatnég, a neni také u souprav HISTO TYPE B27).

10xPCR pufr.

Vicka ke stripim nebo PCR folie.

Informacni CD (obsahujici navod k pouziti pro soupravy HISTO TYPE a software HISTO
MATCH**, tabulku vztaht alel a mixa (hit table) * , pracovni list*, seznam netestovanych
primerd, Sarzovy soubor pro praci v HISTO MATCH** a SCORE?*, cerifikat kontroly kvality).
*nedodava se pro HISTO TYPE B27 low / **nedodava se pro HISTO TYPE B27 low a HISTO
TYPE Narcolepsy

2.2 DalSi potfebné vybaveni a reagencie

OBAG

Happy Taq (kat.€. 70976), (nebo jina Taq polymeraza validovana se soupravami HISTO TYPE
uzivatelem). Soupravy HISTO TYPE budou dodavany zdarma s potfebnym mnozstvim Happy
Taq polymerazy.
Nepouzivejte, prosime, Hot-Start polymerazu!

BAG EXTRA GENE | Kit (kat.€. 7095) pro extrakci DNA z krve / lymfocytd / leukocytl. Nebo
jiné souprava na DNA izolaci.

Pipety (0,5 — 250 ul)

Sterilni Spicky s integrovanym filtrem

DNA cyklér (seznam validovanych cyklér(i na strané 6).

Vybaveni pro gelovou elektroforézu

Agardza pro separaci DNA

0,5xTBE pufr (45 mM Tris, 45 mM kyselina borita, 0,5 mM EDTA)
Ethidium bromid (EtBr

Jednotka na gelovou elektroforézu DNA

Zdroj napéti (200-300V, 200mA)

DNA délkovy standard (kat. €. 7097)

O O O O O O

Vybaveni pro interpretaci a dokumentaci vysledkt

o Zdroj UV zafeni (220-310 nm)

o Fotograficky pfistroj (napf. Polaroid) s filmem (napf. Polaroid typ 667) nebo video
systém s termo-papirem (napf. typ KP65HM-CE)

o K interpretaci Ize vyuzit PC se software HISTO MATCH (BAG Health Care) nebo
SCORE (plnou verzi)
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2.3 Skladovani a stabilita

Soupravy HISTO TYPE jsou dodavany nezmrazené pfi pokojové teploté. Po obdrzeni skladujte veskeré
reagencie v temnu pfi £ -20° C nebo pfi 2°C...8°C v temnu v zafizenich s monitorovanou teplotou.
(Prosime zabrante ¢astym zménam teploty skladovani!) Skladujte polymerazu Happy Taq pfi < -20°
C v zafizeni s monitoringem teploty. (Prosime zabrante ¢astym zménam teploty béhem skladovani!)
Datum expirace je uvedeno na Stitku na kazdé reagencii a je platné i pro reagencie po prvnim otevieni.
Datum expirace uvedené na obalu soupravy odpovida reagencii s nejkratSi dobou trvanlivosti.

3. Vykonnost testu

Uspofadani reakénich smési zarucuje hodnovérnou identifikaci HLA typU podle evaluaénich diagram(
(zalozeno na poslednich sekvenénich datech). Aktualizace dat se provadi a bude nadale pravidelné
provadét.

Pro kazdou Sarzi byla kazda smés primera testovana pomoci DNA z referenénich vzork(. Alely, které
nejsou zahrnuty a/nebo z davodu jejich veliké vzacnosti netestovany, jsou vyznaceny v evaluacnich
diagramech a tabulkach specifit.

Studie vykonnosti testu byly provadény s kazdou soupravou HISTO TYPE s minimalné 30ti vzorky.
Srovnani s vysledky SSP testl jiného vyrobce neukazalo Zzadné rozdily. Evaluace a kontrola kvality
smési byla provadéna se vzorky DNA ziskanymi pomoci soupravy EXTRA GENE | (vysolovaci metoda),
nebo souprav Qiagene (kolonkova metoda). Soupravy HISTO TYPE jsou validované s polymerazou
Happy Taq (kat.€. 70976). Pfi pouziti jiné Taq polymerazy musi uZivatel validovat pouziti dotyéného
enzymu se soupravami HISTO TYPE sam. Hodnovérné vysledky jsou zarueny pfi obsahu DNA 25-50
ng na reakéni smés.

4. Provedeni testu

4.1 Bezpeé€nost prace a specialni poznamky

PCR je obzvlasté citliva metoda a méla by byt provadéna dobfe vyskolenymi pracovniky se zkusenostmi
v molekularné-biologické praci a v testovani histokompatibility. DodrZzovanim transplantaénich smérnic a
standardtd EFI minimalizujete nebezpedi chybnych typizaci, obzvlasté pak pfi neshodé sérologickych a
molekularné-biologickych vysledku.

Aby béhem pracovniho postupu nedoSlo ke kontaminaci a tim i chybnym vysledkim, je nezbytné
dodrzovat nasledujici:

e Pfi praci pouzivejte rukavice (pokud mozno bez pudru).

e Pro kazdé pipetovani berte novou $picku (s integrovanym filtrem).

e Vyhradte oddélena pracovni mista pro pre-amplifikaéni (izolace DNA, pfiprava reakci) a post-
amplifikaéni (elektroforéza, dokumentace) ¢ast procesu. Kde je to mozné, pouzivejte oddélené
mistnosti.

Nepouzivejte pipety a jiné pracovni pomlcky na vice pracovnich mistech, nepfenasejte je.
Pouzivejte kazdou sadu pomucek na jednom pracovnim misté, pro ni uréeném.

4.2 1zolace DNA

Souprava BAG EXTRA-GENE | je nejvhodnéjSim nastrojem k izolaci, nebot €istd DNA je ziskana z plné
krve v kratkém &Case a bez pouziti toxickych chemikalii &i rozpoustédel. | jiné metody, jako jsou
komeréni kolonkové metody, extrakce pomoci partikuli nebo metody popsané v literatufe jsou
pouzitelné pro ziskani DNA vhodné kvality. Pfitomnost heparinu ve vzorku muze blokovat PCR [6] a
tedy vhodnym materialem pro typizaci je EDTA nebo citratova krev.
DNA by méla mit nasledujici indexy Cistoty:

e pomér extinkci OD260/OD2go = >1,5 a < 2,0 (indikator pro kontaminaci RNA/proteiny).

e pomér extinkci OD260/OD230 = >1,8 (indikator kontaminace solemi, uhlovodiky a organickymi

rozpoustédly)
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4.3 Amplifikace

VeSkeré prealiquotované a vysusené reakéni smési jiz obsahuji primery specifické pro danou alelu,
stejné jako kontrolni primery a nukleotidy. Dodavany jsou vysu3ené na dné reakéni zkumavky.
Amplifikaéni parametry jsou nastaveny na celkovy objem reakce 10 pl.

1. Vyjméte odpovidajici pocet HISTO TYPE HLA-SSP desticek nebo stripd a 10xPCR pufr z
krabice.

2. Pfipravte Master-Mix z 10xPCR pufr, roztoku DNA, Tag-polymerazy a Cisté destilované vody a
dobfe ho promichejte. Veskeré HISTO TYPE SSP soupravy pracuji se stejnym Master-
Mixem a ten tedy maze byt pouzivan se vSemi soupravami. SloZeni Master-Mixu zavisi na
poctu reakénich smési tak, jak je uvedeno v tabulce 1 (viz nize).

PFi pouziti soupravy HISTO TYPE B27 doporucujeme pfipravit roztok Taq polymerazy ve vodé.

0,08 pl Taq polymeraza (5 U/ul)  x (pocet testd + 1)
1,0 pl 10 x PCR pufr x (pocet testd + 1)
7,0 H20 X (pocet testu + 1)

Prosime promichejte peclivé smés a pfidejte 8 pyl do kazdé reakéni zkumavky
a doplnte 2 pl roztoku DNA (12,5-25 ng/ul).

V pfipadé, Ze ma byt provadéna kontaminaéni kontrola, pfipravte Master-Mix bez DNA
a napipetujte 10ul této smési do kontaminacni kontroly (znaCena modre). Poté pfidejte DNA
do zbyvajiciho Master-Mixu a rozdélte ho do jednotlivych reakénich zkumavek.

Tabulka 1: Slozeni Master-Mixu v zavislosti na poc¢tu reakénich smési.

Poéet Destil. 10xPCR Roztok DNA sg& ?;’J:g; Celkovy

smeési H20 pufr (25-50 ng/pl) (5U / pl) objem
1 8 1 1 0,08 10 pl
4 63 8 8 0,6 80 pl
8 79 10 10 0,8 100 pl
24 222 28 28 2,2 280 pl
30 269 34 34 2,7 340 pl
32 285 36 36 2,9 360 ul
48 412 52 52 4,2 520 pl
54 459 58 58 4.6 580 pl
56 475 60 60 4,8 600 pl
72 618 78 78 6,2 780 ul
80 681 86 86 6,9 860 pl
96 808 102 102 8,2 1020 ul

Mnozstvi DNA by mélo byt 25-50ng na 1 reakéni smés (mix). Pro jiné koncentrace DNA je tfeba
zménit objem DNA roztoku a H20 (napf¥. pro 24 reakénich smési: 14 pl DNA roztoku (100 ng/pl) a
236 pl dest.H20)

——> Pokud je pouzita jind Taq polymeraza, musi uZivatel sdm validovat pouZiti tohoto enzymu se
soupravami HISTO TYPE.

3. Po promichani na Vortexu pfidejte
okamzité 10|J| této sSmesi do I-1ark|ng -} (B‘ .;2:' {3) ':‘i-j (5) (@. (?} CS:-

pfedkapanych reakénich smési ve
stripech. Vyménujte $picku po kazdém (E;:. (]@
pipetovani. Pevné uzaviete —
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mikrozkumavky vi€ky nebo folii. Nedotykejte se vnitfni strany vicek, ani hornich okrajd
mikrozkumavek prsty, abyste maximalné omezili kontaminaci. U cykléra s tésné uzaviratelnymi
viky Ize pouzit i PCR kryty k opakovanému pouziti. Lehce sklepnéte desti¢kou dolu, tak aby se
Master-Mix dostal ke zbytku reagencii na dné mikrozkumavky a rozpustil modry pelet. VeSkeré
PCR reagencie by mély byt na dné.

Poznamka pro HISTO TYPE B*57:01/B*51

Pokud chcete typovat pouze B*57:01 nebo pouze B*51, dejte MasterMix pouze do
odpovidajich reakci (specifitu reakci naleznete v tabulce specifit na prilozeném CD).

4. Vlozte reakéni mikrozkumavky do cykléru a upevnéte tésné viko, aby se mikrozkumavky
v prubéhu PCR neotevrely. Nastavte a spustte PCR program. Piekryti mineralnim olejem neni
u cyklér s vyhfivanym vikem nutné.

Parametry amplifikace

Krok programu Teplota|Cas |Poéet cyklu validované typy cykléru:
Prvni denat 96°C__ 15min. 1 PTC 100/200/ C1000 (MJ Reserch /
rvni denaturace min. BioRad)
Denaturace 96°C |20 sec. 5
Annealing + extenze|68°C |1 min. GeneAmp PCR-System 9600/9700 (
ABI) (pouzijte faktor ohfevu 9600)
Denaturace 96°C |20 sec. Veriti (ABI)
Annealing 64°C |50 sec.|10 )
Extenze 72°C |45 sec Mastercycler epGradient S
i (pouzijte funkci "simulate Mastercycler
Denaturace 96°C |20 sec. gradient”) (Eppendorf)
Annealing 61°C |50 sec.\15 Tprofessional (Biometra)
Extenze 72°C |45 sec.

Zavérecna extenze [72°C 5min. |1

Prosime, nepouzivejte hlinikové bloky (jako napi. GeneAmp PCR system 9600/9700).

Pri pouziti cykléerd umoznujicich velmi rychlé ohfivani a chlazeni doporucujeme nastavit
pomalejsi ohfivani a chlazeni (cca 2,5 °C/s).

Vzhledem k faktu, ze cykléry od riznych vyrobcl se liSi svymi parametry reakce a nékdy
i jednotlivé pfistroje jednoho typu mohou byt rizné kalibrovany, miize byt nékdy nutné
optimalizovat amplifika€ni parametry.

K dosazeni optimalizace vaSeho pfistroje postupuijte nasledujicim zplsobem:

e Pri faleSné pozitivnich vysledcich (nespecifické prouzky, nadbyte¢né typy): zvySujte teplotu
annealingu v 1 °C krocich.

e Pri faleSné negativnich vysledcich (absence prouzk(l): snizujte teplotu annealingu v 1 °C
krocich a/nebo zvySujte dobu trvani annealingu v 5ti vtefinovych krocich a/nebo zvySujte dobu
trvani denaturace v 5ti vtefinovych krocich.

Doporuéujeme pouzivat pouze pravidelné kalibrované cykléry.
Pro kalibraci je velmi vhodny BAG-CyclerCheck (kat.c. 7104, 71044).

Testy kontroly kvality byly provadény na cyklérech PTC-200 resp. C1000 (MJ Research/BioRad),
9700 (ABI) a Mastercycler epGradient S (Eppendorf) a Tprofessional (Biometra).

4.4 Gelova elektroforéza

Separace amplifikacnich produktd se provadi pomoci gelové elektroforézy na horizontalnim
agarézovém gelu. Doporu¢enym pufrem pro elektroforézu je 0,5 x TBE (45 mM tris, 45 mM kyselina
borita, 0,5 mM EDTA). Koncentrace gelu by méla byt 2,0-2,5% agarézy. Pfed vnesenim vzork( nechte
gel polymerizovat alespori 30 minut. Po ukonéeni amplifikace vyjméte vzorky z cykléru a vneste cely
reakEni objem vzorku opatrn& do odpovidajici jamky v gelu. Déle pfidejte 10 pl DNA délkového
standardu, tak aby bylo mozno odecist délku produktt amplifikace. Elektroforeticka separace se provadi
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pfi 10-12 V/cm (napf. pfi 20cm vzdalenosti elektrod pfiblizné 200-240 V) po dobu 20-40 minut. Po
ukonéeni béhu provedte barveni cely gel v roztoku ethidiumbromidu (EtBr) (0,5 pug/ml EtBr ve vodé
nebo TBE pufru) po dobu 30-40 minut. Jinou moznosti je pfidat EtBr (0,5 ug/ml) do elektroforetického
pufru nebo pfimo do gelu. Pokud je to nutné, Ize odstranit pfebytec¢ny EtBr z gelu macenim ve vodé
nebo 0,5xTBE po dobu 20-30 minut.

4.5 Dokumentace a interpretace vysledku

K zobrazeni vysledk( prosvitte gel UV transiluminatorem (A=220-310 nm) a vyfotografujte vysledek
vhodnym fotografickym pfistrojem. Idealnim je digitalni fotografie, ale Ize pouzit i klasicky fotoaparat
nebo systém Polaroid (flm 667), nebo video systém s termo-papirem KP65HM-CE). Nastavte Cas
a expozici tak, aby jednotlivé prouzky byly vykresleny ostfe a staly jasné proti tmavému pozadi (napf.
clona 11, exp. ¢as 1s).

Pro interpretaci vysledk( pouzijte odpovidajici vyhodnocovaci diagram nebo tabulku specificit (pfilozeny
samostatné). Pouze prouzky s odpovidajici délkou fragmentu (méfeno dle DNA délkového standardu)
jsou povazovany za pozitivni. Spravné délky jsou uvedeny v tabulkach a vyhodnocovacich diagramech.

| U souprav HISTO TYPE B27, ma specificky prouzek délku 420 bp a/nebo 85 bp. |

U ostatnich souprav musi byt v kazdé pozici pfi nepfitomnosti specifického prouzku pfitomna
1070bp dlouha vnitini kontrola (u soupravy BAG HISTO TYPE Celiac Disease je kotrola 1070bp /
425bp). Ve vétsiné pFipadu je prouzek vnitfni kontroly v pfitomnosti specifického prouzku slaby nebo
zcela chybi! Pro interpretaci $patnych vysledki nahlédnéte do kapitoly 6 - Reseni problémd.

V kontaminaéni kontrole by nemél byt patrny zadny prouzek. Pokud doSlo ke kontaminaci
genomickou DNA, bude pfitomen prouzek o délce 282 bp. DalSi prouzky se mohou vyskytovat v
pozicich 78 bp, 104 bp, 176 bp a 580 bp. V pfipadé kontaminace amplifikaty budou patrny prouzky o
délce 78 bp a/nebo 104 bp a/nebo 176bp a nebo 282bp a nebo 580bp.

Vyhodnoceni provadéjte pomoci softwaru HISTO MATCH (zdarma od BAG Health Care) nebo
SCORE (pIna verze), software musi byt pouzivan u v8ech HISTO TYPE souprav (kromé HISTO TYPE
B27 low a HISTO TYPE Narcolepsy).

Soubory pro evaluaci jsou k dispozici na pfilozeném CD, téz je lze ziskat z download serveru
(http://service.bag-healthcare.com) nebo od nadeho zakaznického oddéleni (telefon: +49 (0)6404-925-
125, v CR: +420 286 840 508).

5. Varovani a bezpeénostni opatieni

Ethidiumbromid je silny mutagen. Pfi praci s gely nebo roztoky obsahujicimi EtBr pouZivejte rukavice.
Postupujte podle navodu a bezpecnostnich instrukci vyrobce! Transiluminator vyzafuje velmi
kratkovinné UV zafeni, které muze spalit kizi a sitnici. Pouzivejte ochranny UV obli¢ejovy §tit!

Veskery material pouzity pro extrakci DNA, tj. krev, tkané atd., je tfeba povazovat za potencialné
infek&ni. PFi praci s biologickym materidlem dodrzZujte standardni bezpeénostni opatfeni (nepipetujte
usty, pouzivejte jednorazoveé rukavice, dezinfikujte ruce po ukon&eni prace).

VeSkery biologicky material musi byt po praci inaktivovan (napf. ve sterilizatoru). Stejné tak i vedkeré
jednorazové pomucky.

Rozlity potencialné infekéni material musi byt odstranén okamZité a kontaminovana mista o€isténa
standardnim dezinfekénim prostfedkem nebo 70% alkoholem. Material pouzity k cisténi je tfeba
inaktivovat (napf. ve sterilizatoru) pfed jeho likvidaci.

VeSkery odpad, zbytky vzork( a reagencii musi byt likvidovany v souladu s platnou narodni legislativou.
Bezpec€nostni listy (MSDS) jsou ke ztaZzeni na www.bag-healthcare.com.

Auftragsannahme/Ordering: Customer Service:
BAG Health Care GmbH Tel.: +49(0) 6404 /925-450 Tel.: +49(0) 6404 /925-125
n B AG Amtsgerichtsstrale 1-5 Tel.: +49(0) 6404 /925-0 www.bag-healthcare.com Fax: +49(0) 6404 /925-460 Fax: +49(0) 6404 /925-421
35423 Lich/Germany Fax: +49(0) 6404/925-250  info@bag-healthcare.com verkauf@bag-healthcare.com service@bag-healthcare.com
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6. Reseni problému

Problém

Mozny davod

Reseni

zadna amplifikace,
délkovy standard
viditelny

DNA kontaminovana ihibitory PCR

opakuijte izolaci DNA, pouzijte jinou
metodu

koncentrace DNA je pfilis
vysoka/nizka

zménte koncentraci DNA, opakujte
izolaci DNA

chybi enzym nebo je jeho
koncentrace pfili§ nizka

opakujte PCR, zménte koncentraci
enzymu

DNA z heparinizované krve

opakujte praci s EDTA, nebo
citratovou krvi

Spatné amplifikacni parametry

optimalizujte amplifikaéni parametry
(viz 4.3)*

opakované chyby
v jednotlivych reakénich

netésnici reakéni mikrozkumavky,
ztrata vody a zmény koncentrace

uzavirejte mikrozkumavky tésné,
pouzijte jiné mikrozkumavky

amplifikacni produkty,
nadbyte€né prouzky
(zadné prouzky Spatné
prouzky nesmi byt
pfitomny)

liniich (chybi v pribéhu PCR
amplifikagni kontrola)
nespecifické kontaminace produkty amplifikace | opakuijte test, zajistéte pfesnou praci

DNA kontaminovana solemi

opakuijte izolaci DNA, pouzijte jinou
metodu

pfili§ vysoka koncentrace DNA

pouzijte méné DNA

pfili§ vysoka koncentrace enzymu

pouzijte méné enzymu

Spatné parametry amplifikace

optimalizujte amplifikacni parametry
(viz. 4.3)*

pfi interpretaci vysledky
ukazuji na vic nez dvé
specifity

kontaminace pfenosem
amplifikaénich produktt
nova alela

otestujte typizani smés bez pfidani
DNA
zajistéte pfesnou praci

zadné, nebo pouze
slabé prouzky, délkovy
standard neni vidét

slabé barveni EtBr

opakujte barveni

pozadi gelu sviti pfilis
silné

prili§ dlouha doba barveni,
pfili§ vysoka koncentrace EtBr

ponofite gel do vody nebo TBE,
snizte koncentraci EtBr

rozmazané prouzky

elektroforeticky pufr je pfili§ horky
Spatny elektroforeticky pufr
nedostateCna polymerizace gelu

snizte napéti
pouZzijte 0,5 x TBE pufr
pouzijte zcela polymerizovany gel

* Pokud pouzivate material a pfistroje tak, jak je zde popsano, je zména parametr(i amplifikace az tim poslednim
feSenim. Ve vétSiné pfipadl Ize vyhodnotit test odstranénim nadbyte¢nych prouzkl podle rozdilu v délkach
fragmenta.

Customer Service:

Tel.: +49(0)6404/925-125
Fax: +49(0) 6404 /925-421
service@bag-healthcare.com

Auftragsannahme/Ordering:
Tel.: +49(0) 6404 /925-450
Fax: +49(0) 6404 /925-460
verkauf@bag-healthcare.com

BAG Health Care GmbH
Amtsgerichtsstrale 1-5
35423 Lich/Germany

Tel.: +49(0)6404/925-0
Fax: +49(0) 6404 /925-250

www.bag-healthcare.com
info@bag-healthcare.com
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. Pouziti in-vitro symbolu (IVD)

Teplota skladovani

Pouzijte do

Viz navod k pouziti

e

Dostatecny pro n testd

@}

ONT

Obsahuje

ICONTROL | CC|

Kontaminaéni kontrola

LA TYPING

Uréeno pro HLA typizaci

Navod k pouziti

Eii
gl|lC

Pouze pro in-vitro diagnostické pouziti

LOT] Cislo sarze

Nebo

PCR pufr, 10x koncentrovany
PCR vitka
PCRFOIL] PCR folie

PCR desticky
PCRSTRIP PCR stripy
REACTIONMIX Reaké&ni mixy/smési
REF] Katalogové ¢islo
RTU Pripraveno k pouziti
TAQ POLYMERASE| Taq polymeraza
WORKSHEET] Pracovni list

Navod k pouziti v jinych jazycich viz

http://www.bag-healthcare.com

http://service.bag-healthcare.com

Telefon: +49 (0)6404-925-125

BAG Health Care GmbH
n B G Amtsgerichtsstrale 1-5 Tel.: +49(0) 6404 /925-0 www.bag-healthcare.com
35423 Lich/Germany Fax: +49(0) 6404 /925-250

V CR: BAG Health Care GmbH
Na Hlinach 555/17
182 00 Praha 8
tel.: +420 286 840 508
fax: +420 286 840 510
e-mail: info@bag-healthcare.cz
www.bag-healthcare.cz

Auftragsannahme/Ordering:

Tel.: +49(0) 6404 /925-450
Fax: +49 (0) 6404 /925-460

info@bag-healthcare.com verkauf@bag-healthcare.com
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