BAG A care

Gebrauchsinformation

Wischtest

Kontaminationskontrolle
Testkit zur Erfassung von Kontaminationen
auf molekulargenetischer Basis

REF 7091

40 Reaktionen

1. Produktbeschreibung

Der Einsatz der Polymerase Chain Reaction (PCR) fiir die HLA-Typisierung ist inzwischen
zur Routine geworden. Da es sich bei der PCR um eine &aul3erst sensitive Methode
handelt, missen besondere Vorsichtsmal3hahmen ergriffen werden, um Kontaminationen
und damit falsch-positive Reaktionen zu vermeiden (siehe auch 3.1).

Zur Vermeidung von Kontaminationen und damit zur Qualitatssicherung in einem Labor,
sollten regelmaRig Arbeitsgeréte, Laborbereiche oder auch einzelne Reagenzien (z.B. Taq
Polymerase) auf Verunreinigungen uberpriuft werden (nach EFI Richtlinie L1.2200 alle 2
Monate).

Der Wischtest ist hervorragend zur Erfassung von Kontaminationen durch genomische
DNA oder Amplifikate aus den HLA Klassen | und Il geeignet.

Die Testdurchfilhrung basiert auf der Sequence Specific Primer-(SSP)® PCR (Abb. 1)
[2,3]. Diese Methode nutzt die Tatsache, dass fur eine erfolgreiche Reaktion beide Primer
- speziell am sogenannten 3"-Ende - keine Fehlpaarungen aufweisen durfen. Somit fuhrt
nur eine vollstandige Ubereinstimmung der Primer mit einer Zielsequenz zu einem

Amplifikat, welches durch eine anschlie3ende Gelelektrophorese sichtbar gemacht wird.

[TITIITIT > rrrl-m-(x

Primer-Bindung =>Amplifikation Fehlpaarung = keine Amplifikation
(spezifisches Allel) (unspezifisches Allel)

Abb. 1: Prinzip der SSP-PCR
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2. Material

2.1 Inhalt des Wischtests
¢ 5 PCR Streifen (a 8 dunnwandige PCR GefalRe) ausreichend fir

40 Reaktionen (13 Wischtests). Die vorpipettierten und getrockneten Reaktions-
ansatze bestehen aus einem allelspezifischen Primer-Set fur die HLA Klassen |
und Il, internen Kontroll-Primern (spezifisch fur das humane G3PDH Gen) und
Nukleotiden.

4 1x1,1ml10x PCR-Puffer

€ 5 x 8er-Streifen Deckel

€ Gebrauchsinformation

2.2 Zusatzlich erforderliches Material

*

Tag-Polymerase (5 U/ul)

BAG EXTRA-GENE Kit zur DNA-Extraktion aus Blut / Lymphozyten / Leukozyten
oder Material fur andere DNA-Extraktions-Methoden

Kolbenhubpipetten (0,5-250 pl)

sterile Spitzen, ggf. mit Filter

*

Vliespapier
DNA-Cycler (z. B. PTC 100-96V mit "Hot Bonnet"; Fa. BioRad)

L IR IR R 2

Gerate und Material fur die Gelelektrophorese

DNA-Agarose

0,5 x TBE-Puffer ( 45 mM Tris, 45 mM Borséaure, 0,5 mM EDTA)
Ethidiumbromid (EtBr)

Flachgelkammer mit KAmmen

Spannungsgeber (200 - 300 V, 200 mA)

DNA-Langenstandard (Best.-Nr.: 7097)

L R R R R IR 2

Gerate zur Auswertung und Dokumentation
€4 UV-Leuchtplatte (220-310 nm)
€ Photoeinrichtung (z.B. Polaroid-System) mit Filmen (Polaroid Typ 667)
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2.3 Lagerung und Haltbarkeit

Der Kit wird ungekuhlt versandt. Nach Erhalt werden alle Kit-Reagenzien bei -20...-80°C
lichtgeschitzt gelagert. Die Haltbarkeitsdauer ist den Etiketten auf den jeweiligen
Reagenzien zu entnehmen und gilt auch nach dem ersten Offnen. Die auf dem
Aul3enetikett angegebene Haltbarkeit gilt fir alle im Kit enthaltenen Reagenzien. Den 10x

PCR-Puffer kurz vor Gebrauch auftauen.

3. Testdurchfihrung

3.1 Vorsichtsmaflinahmen

Bei der PCR handelt es sich um eine auf3erst sensitive Methode. Besondere Vorsichts-

malnahmen sind zu beachten, um Kontaminationen und damit falsche Reaktionen zu

vermeiden:

€ prinzipiell mit Handschuhen (moglichst puderfrei) arbeiten

€ bei jedem Pipettierschritt neue Spitzen (mit Filtereinsatz oder integriertem Stempel)
verwenden

€ zwei getrennte Arbeitsbereiche fur die Pra-Amplifikation (DNA-Isolierung, Ansetzen
der Reaktionen) und die Post-Amplifikation (Amplifikation, Gel-Elektrophorese,
Dokumentation); moglichst zwei getrennte Raume

€ Gerate und andere Materialien nur an den jeweiligen Arbeitsplatzen verwenden und

nicht austauschen

3.2 DNA-Isolierung

Fur die Testung der Positiv-Probe wird Leukozyten-DNA bendtigt. Bestens geeignet fur die
Isolierung ist der BAG EXTRA-GENE Kit, welcher ohne Einsatz von giftigen Chemikalien
oder Lésungsmitteln in kurzer Zeit reine DNA aus Vollblut liefert. Weiterhin sind andere in
der Literatur beschriebene Methoden [5] wie die Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)-
Methode oder Phenol-Chloroform Reinigung geeignet, DNA mit ausreichender Reinheit zu
erhalten. Heparin kann unter Umstanden die PCR-Reaktion hemmen [6]. Es wird daher
der Einsatz von EDTA- oder Citrat-Blut fur die Typisierung empfohlen. Die DNA sollte
einen Reinheitsindex (Extinktionsverhaltnis OD,gq /OD,gq ) zwischen 1.6 und 2.0

aufweisen.
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3.3 Amplifikation

Der vorpipettierte Reaktionsmix beinhaltet bereits die allelspezifischen Primer, Nukleotide

sowie die Primer der internen Amplifikationskontrolle und liegt in getrockneter Form vor. Je

Testung werden 3 vorgetropfte und getrocknete Reaktionsansatze mit einem

Endvolumen von 20 pl eingesetzt.

3.3.1 Testablauf "Wischtest"

1.

1,5 ml Reaktionsgefal3e mit den zu untersuchenden Bereichen (z.B. Arbeitsplatte,
Targriff,...) beschriften und je 200 pl steriles Aqua dest. hineinpipettieren.

Fir jeden Testbereich ein Stiick Vlies (ca. 1 cm2) in das jeweilige Reaktionsgefar
eintauchen und mit dem befeuchteten Vlies den Testbereich abwischen.

Das Vlies wird in das jeweilige Reaktionsgefal gesteckt und 2 Stunden bei Raum-
temperatur in den 200 ul Aqua dest. inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wird das Vlies
verworfen.

Die gewiinschte Anzahl der PCR Geféalie (je drei fiur einen Testbereich) aus dem
Gefrierschrank entnehmen und den 10x PCR-Puffer auftauen. Ein Gefal3 mit
"Testbereich”, eines mit "Positivkontrolle” und das dritte mit “Inhibitionskontrolle”
beschriften.

Herstellen der Tag-Vorverdinnung (Minimum 5 Reaktionen):

Ansatz fur Anzahl der gewiunschten Reaktionen + 2 herstellen: = Kurz vortexen

pro 1 Reaktion |5 Reaktionen 8 Reaktionen
10x PCR-Puffer 2 ul 10,0 pl 16 ul
Tag Polymerase (5 U/ul) | 0,12 pl 0,60 ul 0,96 ul

In die beschrifteten ReaktionsgefalRe die folgenden Reaktionsmixe pipettieren:

Testbereich Positivkontrolle | Inhibitionskontrolle
steriles Aqua dest 14 pl 17 pl 13 pl
Probe des Testbereichs 4 ul - 4 ul
genomische DNA (40ng/ul) - 1l 1l
Tag-Vorverdinnung 2 pl 2 pl 2 ul




Die GefalRe werden mit den dafiir vorgesehenen Deckeln dicht verschlossen. Es ist
darauf zu achten, dass die Deckelinnenseiten und die oberen Rander nicht mit den
Fingern beruhrt werden, um Verunreinigungen zu vermeiden. Puder von Latex-
Handschuhen (Talkum) ist ein starker Inhibitor der PCR! Weiterhin sollte darauf
geachtet werden, dalR sich die gesamte Reaktionslésung im Gefallboden befindet.
Wenn nicht, sollte dies durch leichtes Tippen der Platten auf die Arbeitsplatte

geschehen.

Die ReaktionsgefalRe in den Cycler stellen (auf festen Sitz achten!) und das PCR-
Programm starten.
Ein Uberschichten der Ansatze mit Mineraldl ist bei Verwendung eines beheizten

Deckels nicht nétig !

Amplifikationsprotokoll

Programm-Schritt Zeit Temp. | Anzahl Zyklen Cycler-Typen:

- . PTC100 / 200 (MJ Research /
Erste Denaturierung |5 Min. |96° C |1 Zyklus _

Fa. BioRad)

Denaturierung 20 Sek. [96° C |5 Zyklen und
Annealing+Extension |60 Sek. |68° C GeneAmp PCR-System 9600 /
Denaturierung 20 Sek |96° C |10 zyklen 9700 (bitte Heizrate vom
Annealing 50 Sek. [64° C 9600 verwenden) (ABI)
Extension 45 Sek [72°C
Denaturierung 20 Sek [96° C |15 Zyklen
Annealing 50 Sek. |61° C
Extension 45 Sek [72°C
Extension 5Min |72°C |1 Zyklus

Da Cyler verschiedener Hersteller sich in ihrem Verhalten unterscheiden und sogar

verschiedene Cycler eines Typs unterschiedlich kalibriert sein kénnen, muss ggf.
das Amplifikationsprotokoll optimiert werden.

Werden andere Cycler-Typen eingesetzt oder Reaktionsparameter (z.B. Volumen)
geandert, so mul3 das Amplifikationsprotokoll neu optimiert werden. Prinzipiell kann
folgendermal3en vorgegangen werden:
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Bei falsch positiven Reaktionen (unspezifische Banden):

Erh6hung der Annealing-Temperatur in 1°C-Schritten.

Bei falsch negativen Reaktionen (fehlende Banden und/oder Amplifikationskontrollen):
Erniedrigung der Annealing-Temperatur in 1°C-Schritten und / oder Erh6hung der Annea-
ling-Zeiten in 5-Sekunden-Schritten und / oder Erh6hung der Denaturierungs-Zeiten in 5-
Sekunden Schritten.

Es wird empfohlen nur regelméRig kalibrierte Cycler zu verwenden. Hierfir eignet
sich gut der BAG-Cycler Check Kit (Bestellnr.: 7104).

Die Qualitatskontrollen wurde mit Cyclern des Typs PTC 200 bzw. 100 (MJ
Research) und 9700 (ABI) durchgefihrt.

3.4 Gelelektrophorese

Die Auftrennung und Auswertung der Amplifikationsprodukte erfolgt durch Elektrophorese
Uber ein (Horizontal-) Agarose-Gel. Als Laufpuffer wird 0,5 x TBE (45 mM Tris, 45 mM
Borsaure, 0,5 mM EDTA) - Puffer empfohlen. Die Gelstarke sollte 2,0 - 2,5% Agarose
betragen. Vor dem Probenauftrag sollte das Gel mindestens 30 Min. polymerisieren. Nach
Beendigung der Amplifikation werden die Proben dem Cycler enthommen und die
kompletten Ansatze vorsichtig in jeweils eine Tasche des Gels pipettiert. Die Zugabe von
Probenpuffer ist nicht mehr noétig. Zusatzlich sollte eine Tasche mit einem DNA-
Langenstandard fur den GroRenvergleich beladen werden. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgt bei 10-12 V/cm (bei 20 cm Gel-Lange ca. 200-240 V) fur 20-40 Min..
Nach abgeschlossenem Lauf wird das komplette Gel fir 30-45 Min. in einer
Ethidiumbromid(EtBr)-L6sung (ca. 0,5 pg/ml EtBr in H2O oder TBE-Puffer) gefarbt.
Alternativ kann auch EtBr (0,5 pg/ml) dem Elektrophorese-Puffer oder dem Agarose-Gel
zugesetzt werden. Im Bedarfsfall kann das Gel fiir ca. 20-30 Min. in H2O entfarbt werden.

3.5 Dokumentation und Auswertung

Zur Dokumentation wird das Gel auf einen UV-Transilluminator (220-310 nm) gelegt und
mit einer geeigneten Kamera (z.B. Polaroid, Film Typ 667) fotografiert. Belichtungszeit und
Blende sind so zu wahlen, dal3 die Banden scharf gezeichnet sind und sich gegen den

dunklen Hintergrund abheben (Naherungswerte: Blende 11, Belichtungszeit 1 Sekunde).
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Liegt keine Kontamination vor, darf in der "Testbereich” Probe keine Bande erscheinen.

Kontaminationen werden durch folgende Banden angezeigt:

Kontamination mit Amplifikat: 78 bp und/oder 104 bp und/oder 282 bp
Kontamination mit genomischer DNA: 282 bp und evil. 78 bp, 104 bp, 176 bp,
ca. 580 bp

In der Positivkontrolle und in der Inhibitionskontrolle muf3 ein Bandenmuster wie bei einer
Kontamination mit genomischer DNA zu sehen sein. Liegen in der Positivkontrolle keine
Amplifikate vor, so hat keine PCR-Reaktion stattgefunden. Wenn die Positivkontrolle in
Ordnung ist, aber in der Inhibitionskontrolle keine Banden zu sehen sind, so muf3 davon
ausgegangen werden, dal3 beim Abwischen des Testbereichs inhibitorische Substanzen in
die Probe gelangt sind. In diesem Fall beweist eine saubere “Testbereich” Probe nicht,

dass der Testbereich tatsachlich nicht verunreinigt ist.

4. Warn- und Entsorgungshinweise

Ethidiumbromid ist ein stark mutagenes Reagenz. Hautkontakt und Kontaminationen vermeiden !
Die Gebrauchsinformation sowie die Warn- und Entsorgungshinweise des entsprechenden
Herstellers sind zu beachten !

Der Transilluminator sendet sehr kurzwelliges UV-Licht aus, das Verbrennungen der Haut und
der Netzhaut hervorrufen kann. UV-Gesichtsschutz tragen!

Samtliche fur den Test verwendete Materialien biologischen Ursprungs, die zur Gewinnung
von DNA verwendet werden (z.B. Blut, sonstige Korperfliissigkeiten) sollten als potentiell
infektios betrachtet werden. Beim Umgang mit biologischen Materialien werden deshalb
angemessene Sicherheitsvorkehrungen empfohlen (nicht mit dem Mund pipettieren;
Schutzhandschuhe bei der Testdurchfihrung tragen; Handedesinfektion nach der
Testdurchfiihrung).

Biologische Materialien mussen vor der Entsorgung inaktiviert werden (z.B. durch
Autoklavieren). Einwegmaterialien sind nach Gebrauch zu autoklavieren oder zu verbrennen.

Verschittetes potentiell infektioses Material sollte unverziglich mit einem saugféahigen
Papiertuch entfernt werden und der kontaminierte Bereich mit einem geeigneten
Desinfektionsmittel oder 70%igem Ethanol desinfiziert werden. Material, dass fir die
Entfernung von Verschittetem benutzt wurde, muss vor der Entsorgung inaktiviert werden

(z.B. durch Autoklavieren).
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6. Erklarung der Symbole auf den Etiketten

Jf Lagertemperatur

Lot-Nr.

E Verwendbar bis

REF Bestell-Nr.

E[ﬂ Gebrauchsinformation beachten

®Die SSP-Methode entspricht der geschiitzten Bezeichnung ARMSTM der Firma ZENECA , Manchester. Die Methode
ist geschitzt unter der européischen Patentnummer 0 332 435 B1 und wird mit Einverstéandnis der Firma ZENECA

benutzt.
Auftragsannahme/Ordering:
BAG Health Care GmbH Tel.: +49(0)6404/925-450
D B AG Amtsgerichtsstrae 1-5  Tel.: +49(0)6404/925-0 www.bag-healthcare.com Fax: +49(0) 6404/925-460
35423 Lich/Germany Fax: +49(0)6404/925-250  info@bag-healthcare.com verkauf@bag-healthcare.com
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Customer Service:

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



