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LACTOSTRIP
ůSouprava pro genotypizaci polymorfizm  asociovaných s perzistencí laktázy

POUŽITÍ
ň ůLactoStrip  je  souprava,  která  umož uje  detekci  dvou  polymorfizm  genu  MCM6  asociovaných

s ěperzistencí laktázové aktivity u dosp lých: C/T 13910 a G/A 22018. 
ř řU ady lidí se po ukončení období kojení snižuje schopnost trávit laktózu (hlavní sacharide p ítomný

v ůmléce (primární laktózová intolerance). D vodem je snížení enzymu laktoza-phlorizin hydroláza (LPH),
ě ř řzodpov dné za  hydrolýzu  laktózy  na glukózu a galaktózu – cukry,  které  jsou vst ebávány ve st evech.

ůNaopak  určití  jedinci,  zejména  potomci  chovatel  skotu  mají  aktivitu  tohoto  enzymu  zachovanou  i
v ědosp losti.

Frekvence perzistence laktázové aktivity  je vysoká v populaci severní Evropy (>90 % ve Švédsku a
ě ř ě ěDánsku) a snižuje se sm rem na jih Evropy a st edního východu (ca 50 % ve Francii, Špan lsku a n kterých

arabských populacích) a je velice nízká v ěasijských a Afrických populacích, které se nev novaly pastevectví.
(ca 1 % v ěČín . 5-20 % ve východní Africe).

ů ů ě řLaktózová  intolerance  se  projevuje  r znými  zp soby,  od  nejtypičt jších  (bolesti  b icha,  nadýmání,
ů ůpr jem) až po r zné typy nevolností, zvracení, bolestí hlavy, nízké koncentrace, vážné únavy, svalových a

kloubních bolestí atd.
ůTato souprava je pouze nástroj, který má pomoci odborník m diagnostikovat výše uvedené patologie.

řTato souprava není určena jako jediný prost edek diagnostiky.

PRINCIP
ňSouprava  LactoStrip  je  založena  na  principu  reverzní  hybridizace  a  umož uje  identifikaci  dvou

ůpolymorfizm  lokalizovaných na intronech 9(C/T 13980) a 13 (G/A 22018) genu MCM6.
Pracovní postup má 3 kroky: a) extrakce DNA (reagencie nejsou součástí soupravy) b) PCR amplifikace
c) hybridizace/detekce

 Dva fragmenty MCM6 genu (introny 9 a 13), kde jsou testované polymorfismy lokalizovány,  jsou
ě ř ě ě řsoučasn  amplifikovány  polymerázovou  et zovou  reakcí.  B hem této  PCR  je  p idána  značka  (biotin)

k ůamplifikovaným fragment m DNA.
ě ěNa  testovací  membrán  jsou  kovalentn  navázány  próby,  specifické  pro  fragmenty  sekvencí

amplifikovaných PCR. Pro každý polymorfismus jsou 2 próby. Jedna pro každou možnou sekvenci. Próba
řpro kontrolu vývoje a červená a černá linie pro pozici stripu p i vyhodnocování. 

ě ěB hem hybridizace se próby specificky navážou na amplifikované fragmenty DNA vzniklé b hem PCR.
Poté,  co  jsou  produkty  PCR  hybridizovány  s ě ěpróbami  na  membrán  a  po  n kolika  následujících

promytí, aby se vyloučily nespecifické vazby je hybridizace detekována („vývoj“). Membrána je inkubována
se  konjugátem streptavidin-peroxidáza,  který  se  naváže  na  biotin  v řmolekule.  Poté  je  p idán  substrát

řperoxidázy (TMB), který vytvo í modrý precipitát v ěmíst  hybridizace.
Konečným výsledkem reakce je  vzorec linií,  který je  interpretován pomocí diagramu a kontrolního

ů řstripu.  Každý  polymorfizmus  m že  být  charakterizován  t emi  situacemi:  pro  pozici  13910 jsou  možné
genotypy CC, CT, TT a pro pozici22018 jsou možné GG, GA a AA.
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OBSAH SOUPRAVY

LACTOSTRIP 16 testová souprava

Membrány 16

8-pozic rámeček 2

PCR Reagent
REAG     PCR

ěPCR sm s 0,8 ml

Primery 0,1 ml

Taq 0,030

Denaturace 1 ml

Hybridizační pufr 60 ml

Promývací pufr 1 100 ml

Konjugát 60 ml

Promývací pufr 2 130 ml

Substrát 30 ml

Návod 1

Interpretační tabulka 1

MATERIÁL, KTERÝ NENÍ SOUČÁSTÍ SOUPRAVY:
řPro použití soupravy je pot eba následující materiál:

1. Mikrozkumavky pro PCR.
2. ř ř ěMikropipety a p íslušné špičky (sterilní nebo ošet ené UV, ideáln  s filtrem).
3. Pinzeta/kleštičky a tužka (volitelné).
4. Hodiny.
5. ěTeplom r.

VYBAVENÍ, KTERÉ NENÍ SOUČÁSTÍ SOUPRAVY
1. řThermoshaker – t epačka pro destičky

Souprava  byla  validována  pro:  PST-60HL  (Biosan  S.L.),  Profiblot  T30  y  T48  (Tecan),  Autoblot
3000H (medTEC), TENDIGO (Fujirebio).

2. Termocykler
ř ě ěNásledující  p ístroje  byly  úsp šn  používány  se  soupravou:  PTC-100  (MJ  Research),  MJ  Mini

Gradient  Thermal  Cycler   (BioRad),  Mastercycler  Personal  (Eppendorf),  S1000  Thermal  Cycler
(BioRad).
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Developing control
Control line

Control line

13910 C

13910 T

22018 G

22018 A

PL

REAG PCR MIX

REAG PRIMER

REAG TAQ

SOLN DN

BUF HYB

  BUF WASH 1

CONJ    HRP

  BUF WASH 2

 SUBS    TMB

STRIPS



ĚUPOZORN NÍ
1. Pouze pro in vitro použití. 
2. ř ě řP esn  následujte pracovní postup. Modifikace p edepsaných ůkrok  a teplot ů ě m že významn  ovlivnit

výsledek
3. Všechen  materiál  musí  být  bez  kontaminace  DNA.  Doporučuje  se  použití  špiček  s filtrem  pro

ě řzamezení  kontaminace aerosolem. Ujist te  se,  že byla  provedena všechna obvyklá  opat ení  pro
amplifikaci. Používejte autoklávovaný materiál pro hybridizaci a vývoj.

4. Součásti soupravy skladujte podle návodu.
5. Nekombinujte části souprav ůr zných šarží.
6. Nepoužívejte reagencie po datu exspirace.
7. Stripy jsou pro jedno použití.
8. Dodávaná plata jsou pro jedno použití.
9. Do každého žlábku dejte pouze jeden strip.
10.V ř ě ěp ípad ,  že  je  poškozený  vn jší  obal  soupravy,  ale  komponenty  nebyly  poškozeny,  je  možné

soupravu používat
11. ř ůJednotlivé komponenty je t eba likvidovat podle místních zákon  o odpadu.
12. ů řSe vzorky pacient  je t eba vždy nakládat jako s ě řpotenciáln  infekčním. Je t eba dodržet standardy

řochrany prost edí a bezpečnosti práce.
13. řPo použití  doporučujeme se stripy manipulovat se stejnou opatrností,  jako se vzorky. Je t eba je

pokládat za nebezpečný biologický materiál.
14.Denaturační rozto ů ůk obsahuje <2 % NaOH a m že podráždit zrak i k ži (H314 a P280, P305, P351,

P338, P310).
15.Nelikvidujte  věnjší  obal  soupravny,  dokud jste  zcela  nespotřebovali  obsah  Vnější  obal  obsahuje

ůd ležité informace o CE značení a šarži složek.

SKLADOVÁNÍ
řVšechny reagencie skladujte p i 2-8 ºC. V ě ě ř ěn kterých roztocích se b hem skladování p i nízké teplot

řmohou objevit precipitáty (hybridizační pufr, promývací pufry 1 a 2, konjugát), to neovlivní kvalitu testu. P i
temperování reagencií dojde k ě ě ř ě řop tovnému rozpušt ní: p i laboratorní teplot  (konjugát) nebo p i 42 ºC
(hybridizační pufr a promývací pufry 1 a 2).

ěDatum exspirace je vytišt no na nálepce.

VZORKY 
ě ůZákladním  materiálem  pro  provád ní  testu  je  DNA  o  známé  koncentraci.  Tato  DNA  m že  být

extrahována z krve (EDTA nebo citrát),  ze slin nebo z ě ětkán  a m la by mít dostatečnou kvalitu na PCR
amplifikaci. (R260/280 >1,5).

ě ťN které extrakční protokoly, které zajiš ují dobrý výsledek LactoStripu byly následující: 
a) Vysolování (DNA extrakce precipitací solí).
b) Extrakce pomocí silika-kolonek.
c) Extrakce z ů ěkapky krve na FTA filtračním papíru za použití soupravy Chelex (8 mm pr m r kruhu, 25

µl Chelexu, PCR s 5 µl).
d) Extrakce z ů ěkapky krve na FTA filtračním papíru za použití soupravy Whatman (2 mm pr m r kruhu).

řDNA vzorky uchovávejte p i 2-8 ř°C pro použití ihned nebo p i -20 °C pro delší dobu skladování.
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LACTOSTRIP  – PRACOVNÍ POSTUP
1. ř ěPolymerázová et zová reakce (PCR)

řP íprava PCR: 
ů ř ř ěD ležité:  p ed  otev ením  víček  reagencie  krátce  centrifugujte.  To  zajistí,  že  celý  obsah  bude  na  dn

zkumavky.
• ř řP ipravte pot ebný počet PCR zkumavek podle počtu DNA na amplifikaci.
• ř ůDo každé PCR zkumavky p idejte: 39 µl PCR premixu + 5 µl primer  + 1 µl Taq + 5 µl DNA

(50 ng/µl). 
ě ř ě řKdekoliv je možné b hem p ípravy udržujte reagencie a sm si p i 2-8 ºC  

ů ř ě ě řPokud budou amplifikovány r zné vzorky DNA, p ipravte b žnou sm s tak, aby bylo možné p idat 45 µl
ě řsm si + 5 µl DNA (50 ng/µl). Nap íklad:

Počet PCR PCR premix Primery Taq

1 39 µl 5 µl 1 µl

3 136.5 µl 17.5 µl 3.5 µl

5 214.5 µl 27.5 µl 5.5 µl

8 351 µl 45 µl 9 µl

ě ě ř* Sm s obsahující všechny PCR komponenty by m la být vždy p ipravena 
v nadbytku s ěohledem na kompenzaci ztráty b hem pipetování.

Vzhledem k ů ěpožadavk m „správné laboratorní praxe“ by m la být v řkaždé sérii za azena negativní
kontrola, aby byly vyloučena kontaminace a je-li vyžadováno, také pozitivní kontrola

Amplifikace: 
ůOdpovídající koncentrace DNA je d ležitá pro dobý výsledek.

ě ř řUmíst te zkumavky do termocykleru, pokud je t eba, p idejte kapku Nujol mineral oil do každé PCR reakce
a amplifikujte podle následujícího programu:

 94 °C, 3 min  
ů30 cykl : 94 °C, 30 s

52 °C, 30 s
72 °C, 30 s

72 °C, 5 min
4 °C

Verifikace PCR 
ů ěř μVýsledek m že být ov en na 2 % agarózovém gelu. Aplikujte 5 l z každé PCR do jamky na gelu.

řPCR premix obsahuje loading pufr a 2 barvy pro kontrolu elektroforézou). Elektroforéza probíhá p i 100 V
ě ě40 min a odečítá se pod UV sv tlem.  M ly by být nalezeny 2 linie: 278 a 228 pb.

ď ďPo ukončení amplifikace prove te bu  ihned vyvíjení stripu nebo vzorky uchovejte po dobu 24 hod.
ř řp i 2-8 °C nebo po delší dobu zmražené p i -20°C.
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PCR diagram:

2. Hybridizace/ Vývoj stripu 
ř řNa vyžádání  Operon poskytne pracovní  postup na specifický  p ístroj  (Profiblot  o  Autoblot3000H)

ěnebo pro manuální provád ní analýzy (PST-60HL manuální – thermoshaker – postup na konci pracovního
návodu).

http://www.OPERON, S.A..es/es/products/protocols.
V denaturačním kroku se pipetuje do žlábku ě12,5µl denaturačního roztoku + 12,5 µl sm si PCR.

ř ě ů ěřProdukt  byl  testován  na  ad  r zných  obecných  platforem  komerční  názvy  ov ených  byly  výše
ě ě ěspecifikované  nicmén  nejsou  určené  výlučn .  Souprava  a  pracuje  korektn  na  kterémkoliv  systému,

ůd ležité je ězajišt ní správné teploty a dodržení pracovního protokolu.

3. Interpretacja pasków

ż ą ę ą ąInterpretacja  pasków  mo e  być  wykonana  wzrokowo,  stosuj c  tablic  ewaluacyjn  zawart  w
ę ż ązestawie  (patrz  instrukcj  wykonania  dla  ka dego  instrumentu)  lub  automatycznie  ,  stosuj c  scannery

(BIOSCITEC) -BLOTrix R2 lub BLOTrix S1.

ż ż ęNa yczenie  ,  OPERON,S.A.  dostarczy  u ytkownikowi  instrukcj  do  automatycznej  interpretacji
żpasków z u yciem skanerów (DO-09053004 "Instructions of use BLOTRix R2_S1"). Alternatywnie prosimy

ś ę ę ąodnie ć si  do nast puj cego adresu w sieci:

http://www.OPERON, S.A..es/es/products/protocols.

Ż ą ąWA NE: wyniki  interpretacji  pasków za pomoc  skanerów musz  być  zawsze weryfikowane wzrokowo:
ąż ąbardzo słabe pr ki mog  być nie wykryte przez instrumenty.

VÝSLEDKY: 
Pro každý z ůtestovaných polymorfizm  je možné získat 3 výsledky:

13910
T/T (asociovaný s perzistencí  laktázové aktivity)  jedna modrá linie se objeví  na pozici  pro tento
polymorfizmus (nižší pozice).
T/C (asociovaný  s perzistencí  laktázové  aktivity ě)  dv  modré  linie  se  objeví  na  pozici  pro  tento
polymorfizmus (nižší pozice).
C/C (asociovaný s ne-perzistencí laktázové aktivity) jedna modrá linie se objeví na pozici pro tento
polymorfizmus (vyšší pozice).

 6  /  1 2



22018
A/A (asociovaný s perzistencí laktázové aktivity)  jedna modrá linie se objeví na pozici  pro tento
polymorfizmus (nižší pozice).
A/G (hlavní asociovaný s perzistencí laktázové aktivity) ědv  modré linie se objeví na pozici pro tento
polymorfizmus (nižší pozice).
G/G (asociovaný s ne-perzistencí laktázové aktivity) jedna modrá linie se objeví na pozici pro tento
polymorfizmus (vyšší pozice).

řP íklady:

ůVe studii zahrnující 196 finských subjekt ; 137 s perzistencí laktázové aktivity a 59 s nízkou laktázovou
aktivitou byly získány následující výsledky:
• ůZe 137 subjekt  s ě ěperzistencí laktázoví aktivity: žádný nem l genotyp CC13910 –GG22018. 74 m lo

ěgenotyp TT13910 – AA22018; 63 m lo genotyp TC13919 – GA22018
• Z ů59 subjekt  s ů řnízkou laktázovou aktivitou: Všech 59 subjekt  p edstavovalo genotyp CC13910; 6/59

řp edstavovalo genotyp GA22018 a 53/59 GG22018.

ř ů ů ěVe studii  bylo zahrnující  40 p ípad  ne-finských subjekt  (Jižní  Korea,  Itálie,  N mecko)  s nízkou
ř řlaktázovou aktivitou Všech 40 p edstavovalo genotyp CC13910; 1/40 p edstavovalo genotyp GA22018;

řa 39/40 p edstavovalo genotyp GG22018.

KONTROLA KVALITY
řProužek kontroly kvality vývoje se vždy objeví nad černou linií. Jeho nep ítomnost ukazuje na problémy

ěb hem hybridizace / vývoje stripu.
Strip odpovídající negativní kontrole amplifikace musí vykazovat pouze kontrolní linii. V každém vzorku

ň ě řse musí objevit alespo  jedna modrá linie pro každý polymorfismus. (krom  p ípadu potenciální delece
ě ě řgenu)  ale  maximáln  dv .  Nep ítomnost  linií  asociovaných  s polymorfismem ukazuje  na  chybu  v PCR

ěř ěř(ov te kvalitu DNA na 2 % agarózovém gelu) nebo hybridizaci (ov te teplotu hybridizace).

VLASTNOSTI/ EXTERNÍ A INTERNÍ HODNOCENÍ
ěPoužití tohoto testu je omezené na školené odborníky, zb hlé v ěmolekulárn  biologických metodách.

ěřTest  byl  ov en  64  DNA vzorky  a  výsledky  100 % odpovídaly  jiným standardním genotypizačním
metodám (sekvenování nebo restrikční testy)

ů ůU 14 pacient  byly porovnány výsledky test  pro primární laktózovou intoleranci pomocí LactoStripu
oproti s dechovému testu. Tyto výsledky korelovaly ve 100 %.
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Developing control
Control line

Control line

13910 C

13910 T

22018 G

22018 A

13910 C/C
22018 G/G

13910 T/T
22018 A/A

13910 C/T
22018 G/A

13910 C/C
22018 G/A



MOŽNÉ PROBLÉMY
1. Na stripu se neobjeví žádný proužek, ani kontrolní
• Konjugát nebo substrát nebyl vytemperován na správnou teplotu.
• řNebyl p idán konjugát nebo substrát nebo byl v řp íliš nízké koncentraci.

2. Objeví se pouze kontrolní proužek
• ě ě ěřPCR amplifikace neprob hla správn  (ov te na agarózovém gelu).
• ř řNebyl p idán vzorek nebo byl v p íliš nízké koncentraci pro hybridizaci.
• Nesprávná hybridizace nebo teplota promývacího pufru 1 (vyšší než v návodu).
• Nesprávná teplota inkubace (vyšší než v návodu)

3. Na stripu je silné barevné pozadí
• ěPromývací  krok  nebyl  proveden  efektivn  (špatné  načasování,  malý  objem promývacího  pufru,

studený pufr).

4. Nehomogenní zbarvení stripu
• ř řNeadekvátní t epání (zkontrolujte program thermoshakeru – t epačky).
• ř ř ěStripy nebyly dob e pono eny b hem inkubace.

5. Neočekávané výsledky
• Neadekvátní inkubace nebo teplota reagencií.
• ěřKontaminace PCR (ov te pomocí negativní kontroly.
• ů ě ř ě řKontaminace žlábk  b hem p enášení reagencií b hem p idávání hybridizačního pufru.

Následující tabulka ukazuje v šedé oblasti rozsah odpovídající pracovní teploty pro každou próbu
ř ř(hybridizace/  vývoj  testované na termot epačce PST-60HL)  (dobrá intenzita  hybridizace,  žádné  zk ížené

reakce)
39 ºC 40 ºC 41 ºC 42 ºC 43 ºC 44 ºC 45 ºC

13910C
13910T
22018G
22018A

SENZITIVITA
ěSenzitivita soupravy LactoStrip byla stanovena n kolika výrobními šaržemi Nejmenší množství detekce

ěDNA na PCR, které lze správn  genotypovat je 5-10 ng (linie s dobrou intenzitou) menší množství než 5 ng
ůzp sobuje slabé linie, které je obtížné hodnotit.

SPECIFICITA
ůSpecificita  soupravy  LactoStrip  pro  detekci  polymorfizm  byla  hodnocena  64  vzorky  o  známém

ř ů řgenotypu t emi r znými šaržemi. Ve všech p ípadech se výsledky shodovaly 100%.
Diagnostická specificita soupravy LactoStrip soupravy byla srovnávána s ědechovým testem. Celkov

ůbylo analyzováno 14 pacient  a výsledky se shodovaly.

HOOK EFFECT 
ěByl posuzován vliv vysoké koncentrace DNA (až 5000 ng) na výsledky LactoStrip souprav. Nebyl zjišt n

ěinhibiční vliv PCR ani se nezm nila intenzita zbarvení.
ř řP i  koncentraci  vyšší,  než  1000ng DNA byla  pozorována slabá zk ížená  reakce na  13910C a  stejná
ř řzk ížená reakce byla pozorována p i koncentraci 5000ng DNA na linii 22018A.
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SPOLEHLIVOST MEZI SÉRIEMI (INTRA-ASSAY PRECISION)

ů ř ů ěBylo analyzováno 5 replik 3 vzork  DNA pomocí t í r zných šarží LactoStripu. Analýzy byly provád ny
ř řjednou osobou a výsledky byly identické ve všech p ípadech. To p edstavuje vysokou spolehlivost mezi

sériemi analýz.

SPOLEHLIVOST MEZI DNY (INTER-DAY PRECISION) 
řT i vzorky DNA byly analyzovány v řdubletech t emi šaržemi v ě5 po sob  následujících dnech. Analýza

ě řbyla  provád na  jednou  osobou  a  získané  výsledky  byly  identické  ve  všech  p ípadech.,  což  dokazuje
vysokou spolehlivost analýzy mezi dny. 

SPOLEHLIVOST NA PROVEDENÍ (INTER-LABORATORY PRECISION)     
řT i lidé analyzovali 3 vzorky DNA v dubletech pomocí soupravy LactoStrip jedné šarže. Analýza byla
ěprovád na ve stejný den; získané výsledky byly identické, což dokazuje vysokou spolehlivost LactoStripu

v rámci zastupitelnosti personálu.

Ů ŮSPOLEHLIVOST VÝSLEDK  U R ZNÝCH ŠARŽÍ (INTER-LOT PRECISION)   
ř ůT i  r zné  vzorky  DNA  byly  analyzovány  v ř ůtripletech  t emi  r znými  šaržemi  LactoStrip  soupravy.

ěAnalýza  byla  provád na  stejnou  osobou  v jeden  den  a  byly  získány  identické  výsledky,  což  dokazuje
ůvysokou spolehlivost výsledk  mezi šaržemi.
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PRACOVNÍ POSTUP PRO MANUÁLNÍ THERMOSHAKER PST-60HL 
(Verze: 2, Datum: 10/06/2016)

řP íprava:
 1. ř ř ěNaprogramujte thermoshaker pro destičky: rychlost t epání 450 rpm p i teplot  42ºC.
 a) ř ř řP ipojte p ístroj, pro dosažení požadované teploty nechte víko zav ené 
 b) řNastavte šipkami označenými RPM (č.2 na obrázku) rychlost t epání na 450 rpm.
 c) řNastavte šipkami označenými T (°C) (č.3 na obrázku) teplotu na 42ºC.  Začne zah ívání.

ř ůPozn.: Pokud si p ejete, m žete také naprogramovat inkubační čas pomocí šipek označených TIME (č.1 na
obrázku). V ř ětomto p ípad  začne odpočítávání po stisknutí tlačítka TIME (č-5 na obrázku) nebo tlačítkem

řRPM (č.4 na obrázku), pokud krok vyžaduje t epání).
 2. ř ř ů ěP edeh ejte hybridizační pufr, promývací pufr 1 a promývací pufr 2 na 42°C. M žete ud lat ve vodní
lázni nebo v řoh ívači (nastavte teplotu o 1 °C vyšší než požadovaná teplota, tj. na 43 °C). Pokud se objevil
precipitát v ř ěpufru, po jeho zah átí, mírným promíchávání urychlíte jeho rozpušt ní. 
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 3. řP eneste ostatní reagencie (denaturační roztok, konjugát a substrát) do pokojové teploty. Pokud jsou
ř ě ř ěuvnit  konjugátu  precipitáty,  m ly  by  být  p i  pokojové  teplot  pomocí  jemného  promíchávání  zcela
ěrozpušt ny.

 4. Hybridizace / Vývoj Stripu: 
 1. ě ř ěOpatrn  odst ihn te  hliníkový  obal  obsahující  stripy  nad  zipovým  zavíráním.  Pomocí  kleštiček

ě ř ů řvyjm te pot ebný počet strip  uchycením na jednom konci stripu. Uzav ete obal zipem. Pod červenou linií
ům žete stripy grafitovou tužkou označit. Nikdy se nedotýkejte rukou membrány rukou.

 2. ě ěVyjm te hybridizační  stojánek ze sáčku a umíst te strip do každého žlábku tak, že je strip blíže
horního konce stojánku. Stri ě ů ěp je umíst n popsanou stranou vzh ru (barevné linie jsou vid t).
 3. ř řP idejte pot ebné množství denaturačního činidla do spodní části každého žlábku ve stojánku (viz
Návod k použití soupravy, bod Vývoj stripu).
 4. ř řNa špičku denaturačního roztoku p idejte pot ebné množství PCR (viz Návod k použití soupravy, bod

řVývoj stripu) jeden vzorek na každý žlábek a dob e pipetováním promíchejte. V ětuto chvíli by se sm s
ěnem la dotýkat membrány 

 5. Vložte  tácek do thermoshakeru  na vyznačenou pozici.,  tak,  že  konce stojánku jsou vloženy do
ř řobdélníku uvnit  thermoshakeru. Uzav ete kryt thermoshakeru a inkubujte 10 min., aby došlo k denaturaci

PCR.
 6. ř ř řPo 10 min. p idejte 2 ml p edeh átého hybridizačního pufru do každého žlábku se stripem na horní
stranu žlábku. Pracujte rychle, aby nedošlo k ěvychladnutí pufru. Jemn  promíchejte pomalým pohybem

ůnahoru a dol .
 7. ř ěUzav ete thermoshaker a zapn te RPM tlačítko (č.4 na obrázku) pro promíchávání. Teplotu 42 °C a
řt epání udržujte konstantní po celou dobu hybridizace/ Vývoje stripu.
 8. Inkubujte 30 min.
 9. ř ňOtev ete  thermoshaker  a pomocí  pipety/  mikropipety  nebo aspirační  vakuové pumpy odstra te
hybridizační pufr (je možné použít stejnou špičku). Nedotýkejte se stripu. Pokud vyjímáte stojánek se žlábky
z ř ř ř ť řthermoshakeru, uzav ete víko, aby nedošlo ke snížení teploty. Uvnit  p ístroje. Po odsátí vra te co nejd íve

ěžlábky se stripy zp t.
 10. ř ř řP idejte  2  ml  p edeh átého  promývacího  pufru  1  do  každého  žlábku  hybridizačního  stojánku.
ř ř řZav ete kryt a inkubujte 10 min. 42 °C p i t epání 450 rpm.

 11. ňOdstra te pufr a opakujte postup.
 12. řOdsajte  promývací  roztok  a  p idejte  2  ml  konjugátu  (laboratorní  teploty)  do  každého  žlábku.
Inkubujte 30 min. 42 °C 450 rpm.
 13. ř ř ř řOdsajte konjugát a p idejte 2 ml p edeh átého promývacího pufru 2. Inkubujte 5 min. 42 °C p i
řt epání 450 rpm.
 14. ěOdsajte promývací pufr 2 a opakujte postup ješt  dvakrát.
 15. řOdsajte  promývací  roztok 2  a p idejte  1 ml  substrátu  (laboratorní  teploty)  do každého žlábku.

řInkubujte 5-10 minut p i 42 °C 450 rpm.
 16. ěVyjm te  stojánek  z ě ěthermoshakeru  a  n kolikrát  promyjte  2  ml  destilované  vody.  Vyjm te  stripy
z ň ř ěkorýtek, položte je na rovnou plochu a nechte je uschnout. Chra te p ed sv tlem
 17. ř ůNalepte stripy na papír (pro lepší uchovávání je p ekryjte pr hlednou celofánovou folií Za pomoci
odečítací tabulky a kontrolního stripu interpretujte výsledky. Zarovnejte stripy podle černé a červené linie
na stripu a identifikujte linie vzhledem k jejich pozici na stripu.
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TIME RPM T (ºC)

RPM

TIME

RUN/STOP

hr:min RPM T(ºC)

Set p.
Actual p.

00:00
STOP

1000
0000

35.0

35.0

1 2 3 4 5



Poznámky:
1. Pokud se špička nedostane do kontaktu s ř ů řvnit kem plotny, m žete použít stejnou špičku na p idávání

ů ř ě ř ě ě ůpufru do všech žlábk . (špičkuje t eba vym nit p i vým n  reagencií nebo pufr .

2. ů ř ůStejnou špičku m žete použít p i odsávání reagencií ze všech žlábk .

3. ř ř ř ů řT epání je pot ebné po p idání hybridizačního pufru, (stiskem tlačítka RPM). M žete nechat t epat po
ě řcelou dobu b hem celého postupu nebo deaktivovat a aktivovat pro každý krok odsávání a/ p idávání
ř ř řpufru (tj. Zastavit t epání, odsát pufr, p idat další pufr/reagent a znovu aktivovat t epání.

4. Vždy, když vyndáváte stojánek z řthermoshakeru uzav ete víko, aby nedocházelo ke snížení teploty. 

KROKY AKCE TIMING
1 nastavení,     42 °C 450 rpm
2 denaturace 12,5 µl denat + 12,5 µl PCR 10 min
3 hybridizace + 2 ml hybridiz 30 min.
4 promytí 1 + 2 ml

+ 2 ml
10 min
10 min

5 konjugát + 1 ml konjugátu 30 min
6 promytí 2 + 2 ml

+ 2 ml
+ 2 ml

5 min
5 min
5 min

7 substrát + 1 ml substrátu 5-10 min
sušení

TOTAL Ca 2 hodiny inkuba
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Expirace

Šarže

Pro in vitro diagnostiku

ňTento výrobek spl uje požadavky direktivy 98/79/CE

Katalogové číslo

ě řČt te prosím p íbalový leták

Výrobce

řUrčeno pro <n> vyšet ení

řSkladujte p i

Opatrnost

Žíravina
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