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1- Bezpecnostni informace

Prectéte si prosim cely tento navod k pouziti a nasledujte jej béhem pouzivani aktualni IVD soupravy.

Souprava IVD by méla byt pouzivana odborniky se dobrymi zkuSenostmi s analyzou DNA a
interpretaci genetickych vysledka.

V pfipadé pochybnosti ohledné popisu metody testu se poradte s vyrobcem. Kontaktujte telefonicky
+34 976 094 603 nebo emailovou adresou customersupport@bdrdiagnostics.com.

Souprava IVD méa omezenou zivotnost. Pfed pouzitim soupravy se ujistéte, ze nevyprSela doba
pouzitelnosti. Reagencie ze soupravy po datu exspirace mohou byt znehodnoceny, coz by mohlo
zhorsit vysledky. Reagencie s proslou dobou pouzitelnosti zlikvidujte podle platnych predpisu.

Kontaminace vzorku nebo Cinidla mize zpusobit nespravné vysledky. Budte pozorni pri extrakci DNA
a manipulaci se vzorky a Cinidly.

Tato souprava se muze béhem prepravy nebo skladovani poskodit. V pripadé podezfeni na
poskozeni béhem prepravy soupravu nepouzivejte. Peclivé dodrzujte podminky skladovani popsané
na Stitku a v navodu k pouziti.

Zajistéte, aby bylo s odpadem nakladano v souladu s mistnimi predpisy. Nespravné nakladani s
odpady mUze vést ke kontaminaci zivotniho prostredi.

Toxikologické vlastnosti soupravy nebyly do hloubky studovany, proto se doporucuje vyhnout se
kontaktu s kuzi a sliznicemi. Nepozivejte. BezpeCnostni listy (MSDS) jsou zakaznikim k dispozici na
vyzadani.

Ujistéte se, Ze tato souprava je vhodna pro analyzu poZadovanou lékarem.

|
2 - Zamyslené pouziti
Genvinset® HLA C*06 je poloautomaticka diagnosticka souprava in vitro pro stanoveni skupiny alel
HLA-C*06 v genomové DNA extrahované z plné krve, které souvisi s nachylnosti k psoriaze a

ucinnosti jeji IéCby, pomoci PCR v realném Case s vyuzitim technologie sond TagMan®.

Test pro urceni skupiny alel HLA CO6. je ur€ené pro pacienty doporucené prislusnym odbornikem -
dermatologem a s ohledem na kompatibilitu prezentovanych pfiznakd; vyrazka se svédivymi,
Supinatymi Cervenymi skvrnami, zejména na kolenou, loktech, trupu a pokozce hlavy, a/nebo
s rodinnou anamnézou (napf. bezprostifedni ascendent s diagndzou lupénky). Pacienti, ktefi mohou
mit prospéch z tohoto urceni, jsou ti, ktefi jsou doporuceni specialistou. Vysledky tohoto testu by
nemely byt jediné, na kterych je zalozeno terapeutické rozhodnuti a mély by slouzit jako pomucka pfi
diagnostice spolu s vysledky dalSich markerti onemocnéni.

svych pacientl. Vysledky tohoto testu by nemély byt jedinymi, na nichz je zaloZzeno terapeutické
rozhodnuti, a mély by byt pouzity jako pomdcka pfi diagnostice spolu s vysledky dalSich markert
onemocnéni.

Predpokladanym uzivatelem soupravy je odborny pracovnik vySkoleny k provadéni protokolu a
interpretaci vysledkt popsanych v tomto dokumentu.
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3 - Souhrn a vysvétleni

Psoriasis vulgaris je chronické zanétlivé onemocnéni kiize charakterizované hyperplazii epidermis,
zanétlivou bunécnou infiltraci a cévni prestavbou 2. V bézné populaci ma priblizné 2-4% prevalenci
a az u 40 % psoriatikll se vyvine psoriaticka artritida **. M& komplexni etiologii, které zahrnuje jak
genetické, tak environmentalni faktory. Hlavni pfiina psoriazy vSak zlstava neznama.

Rodinné studie prokazaly, ze lupénka ma geneticky zaklad a ve vétsiné pripadd, ne-li ve vSech, je
multifaktorialni. Navzdory Cetnym studiim genetickych vazeb, které prinesly nejméne 19 kandidatnich
lokusu, identita prislusnych gend zlstava nejasna °. Nicméné panuje obecna shoda, Zze hlavni
geneticka determinanta psoriazy, definovana jako "psoriasis susceptibility 1" (PSORS1 [OMIM
#177900]), se nachazi v hlavnim histokompatibilnim komplexu (MHC)>® .

Existence alelickych asociaci mezi psoriazou a geny pro lidské leukocytarni antigeny (HLA) v MH C
je znama jiz vice nez 50 let 7. HLA-C*06 byl identifikovan jako hlavni geneticky polymorfismus
nachylnosti k psoridze a identifikuje ¢asnou psoriazu (typ 1) a guttatovy podtyp onemocnéni®.
Celosvetova frekvence alely HLA-C*06 se znacné lisi a mUze se pohybovat od 14,1 % do 59,1 %,
zatimco procento pacientl s psoriazou nesoucich HLA-C*06 se podle Chena a spol.  pohybuje od
10,5 % do 77,2 %. Ackali je alela HLA-C*06 vysoce spojena s onemocnénim, frekvence alely pfimo
neodrazi prevalenci patologie, protoze patogeneze psoriazy integruje geneticke, environmentalni a
imunologické faktory'.

Bylo prokazano, ze pfitomnost alely HLA-C*06 ovliviiuje rtzné aspekty psoriazy, od genetické
nachylnosti po klinickou manifestaci, komorbiditu a U¢innost Ié¢by®. Zajimavé je, Ze ackoli je pozitivita

této alely obvykle spojena s té€z8i a nestabilngjsi formou onemocnéni, zda se, Zze odpoveéd na lécbu
je priznivéjsi jak u konvencénich pripravk(, tak u nékterych biologickych 1é¢iv 10 .

4 - Princip metody

Test je zaloZzen na metodé PCR v redlném Case a sondach TagMan®. Kazdy vzorek se
analyzuje:

e Par primert pro amplifikaci alel HLA-C*06 a par primerU pro gen B-actinu, ktery slouzi jako
interni kontrola (IPC).

e Hydrolyzni sonda specificka pro alelu HLA C*06 znacena na 5' konci fluoroforem FAM a
hydrolyzni sonda specificka pro IPC (gen -actinu) znacena na 5' konci fluoroforem HEX
Obé sondy jsoo znaCené na 3 'konci quencherem ( zhasedlem), ktery inhibuje fluorescenci,
pokud nedojde j amplifikaci.

V jak reakce PCR pokracuje dochazi k Stépeni sond hybridizovanych s komplementarni sekvenci diky
aktivité 5°—3" exonukleazy Taqg polymerazy, ¢imz se fluorofor oddéli od zhasSedla a vznika
fluorescencni signal (v redlném Case), ktery je umérny mnozstvi vzniklého produktu PCR Ktery se
monitoruje v pfistroji pro PCR v realném Case. Tudiz:

e V pfipadé vzorkl s jednou nebo dvéma kopiemi alel HLA-C*06 (HLA-C*06 pozitivni) se
sonda znacena FAM vaze na svou komplementarni sekvenci DNA u alel HLA-C*06, sonda
znaCena HEX se vaze na svou komplementarni sekvenci DNA u IPC a je pozorovana
nasledujici situace:

4
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o Fluorescencni signal v kanalu FAM (Amax 518 nm)
o Fluorescencni signal v kanalu HEX (Amax 556 nm.

e V pritomnosti vzorkl bez kopii alel HLA-C*06 (HLA-C*06 negativni) se sonda znacena HEX
vaze na svou komplementarni sekvenci DNA v IPC a je pozorovano nasleduijici:

o Z&dny signal nebo slaby signal v kanalu FAM a
o Fluorescencni signal v kanalu HEX.

|
5- Obsah soupravy

= GVS-C06-24 (24 testd)

=  GVS-C06-PM: 1 lahvicka x 192 L Primer Mix (PM) - -Modry uzavér

= GVS-C06-MM: 1 lahvi¢ka x 240 pL Master Mix (MM) - Cerveny uzavér
= GVS-C06-C+: 1 lahvicka x 15 uL Positive Control (C+) - Zeleny uzavér
=  GVS-RB: 1 lahvicka x 100 pL Reaction Blank (RB) - Pfirodni uzavér

= GVS-C06-48 (48 testu)

= GVS-C06-PM: 2 lahvic¢ky 192 uL Primer Mix (PM) - -Modry uzavér
= GVS-CO6-MM: 2 lahvicky 240 pL Master Mix (MM) - Cerveny uzavér
= GVS-C06-C+: 1 lahvicka x 15 plL Positive Control (C+) - Zeleny uzavér
=  GVS-RB: 1 lahvicka x 100 pL Reaction Blank (RB) - Pfirodni uzavér

|
6 - Skladovani soupravy

VSechny slozky soupravy by mély byt uchovavany pri teploté -18 az-30 °C. P¥i této teploté jsou
reagencie stabilni do data expirace vyznacené na lahvicce.

Neprovadéjte vice nez 3 zmrazovaci / rozmrazovaci cykly lahvicek nebot tim muize byt snizena
senzitivita testu a ovlivnény vysledky. Pokud se provani béhy s méné vzorky, doporucCuje se
reagencie alikvotovat a tak zredukovat zmrazovaci / rozmrazovaci cykly

Z divodU fotosenzitivity Primer Mixu, zabrante stalé expozici svétlu.
|

7 - Material potrebny, ale nedodavany

Obecné
o Rukavice
e Laboratorni plast

o Spotfebni material

e FiltraCni Spicky ( P200, P20, P10)

¢ 1,5 ml autoklavované zkumavky

o RT-PCR reagencie specifické pro pfistroj

o Vybaveni

o Vortex-mixer

o Centrifuga

e Pipety (P200, P100 & P10)

e Real-time PCR pristroj s detekénimi kanaly FAM a HEX/VIC. Nasledujici pristroje byly

validovany:

5
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o 7500, QuantStudio™ 5 and QuantStudio™ 6 Real-Time PCR Systems, Applied Biosystems™.
LightCycler® 96 and LightCycler® 480 System, Roche.

Rotor-Gene® Q, Qiagen®.

DT Lite Real-Time PCR System, DNA-Technology.

qTOWERS, Analytik Jena.

CFX 96 Real-Time PCR, BioRad.

Mic gPCR, Bio Molecular Systems

O

O

O

O

O

O

Tato souprava je kompatibilni s automatizovanymi pipetovacimi systémy, jako jsou OMNIA (Masmec
Biomed), OT-2 (Opentrons) a epMotion® 5075 (Eppendorf). Ve vSech pfipadech musi byt pred
pouzitim s touto soupravou proveden validacni test téchto systém.

|
8 - Odbér vzorku a priprava

Vzorky musi byt odebirany v souladu s navodem k pouziti odbéroveho zafizeni (neni soucasti
soupravy) a podle narodnich a mezinarodnich pokynd.

Tento test by mél byt provadén pouze s genomovou DNA extrahovanou ze vzorkl plné krve
konzervovanych antikoagulacnimi latkami, jako je EDTA nebo citrat. (podrobnosti viz oddil 12)

Tato technika je kompatibilni s nékolika metodami extrakce DNA. Byly zjistény nékteré interferujici
substance (viz oddil 12). Pred poskytnutim vysledkl s diagnostickym ucelem by mél byt proveden

validacni test s takovou extrakéni metodou.

POZOR!
@

— VSechny biologicke a krevni vzorky musi byt povazovany za potencialné infekéni.
Pri manipulaci s nimi dodrzujte odpovidajici zakladni a univerzalni opatreni.

9 - Pracovni postup
=>» Pfiprava PCR

POZOR'!

e Definujte pracovni prostory pre- a post- PCR, které by mély byt oddéleny,
aby se snizilo riziko kontaminace. Pripravte PCR v oblasti pre-PCR.
Pouzivejte laboratorni plast a jednorazové rukavice.

e Pracujte na ledu nebo nad chladicim blokem. Minimalizujte dobu mezi
pfipravou a zahajenim testu.

e Pro kazdy test se doporucuje testovat kontrolu kontaminace (slepa reakce —
Reaction Blank) a kontrolu (C+), které jsou soucasti soupravy.

1. Pred zahajenim testu rozmrazte vSechny soucasti soupravy. Injekeni lahvicky se smési primer
silné promichejte a injekcni lahviCky s master smési peclivé promichejte. Kratce odstiedte, abyste
zachytili objem na dné zkumavek.
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A

Pripravte reakéni smés pro n+1 vzorkl s pouzitim mnozstvi uvedenych v nasleduijici tabulce:

Master Mix 10

Primer Mix 8

Jemné promichejte a odstredte, aby se veSkery objem usadil na dné zkumavek.
3. Pipetujte 18 pl kazdé smési do destiCek/zkumavek PCR.
Do kazdé jamky pridejte 2 pyl DNA, (doporucena koncentrace mezi 10 a 200 ng/ul), Rakeniho
Blanku nebo pozitivni kontroly (C+).
Uzavriete destiCky/zkumavky pomoci prislusného tésnéni a kratce odstfedte, abyste odstranili
pfipadné bubliny. Ujistéte se, Ze se veskery objem usadil na dné jamky.
Umistéte destiCku/zkumavky do termocykleru a nastavte amplifikacni program termocykleru, jak
je popsano v nasledujici Casti.

B

o

2

=>» Konfigurace termo-cykleru
1. Nastavte nasledujici Cteci kanaly:

e FAM kanal pro detekci préb znacenych FAM
e HEX/NVIC kanal pro detekci prob znacenych HEX.

2. Nastavte nasledujici amplifikacni program a spustte béh:

Denaturace 05:00
Cykly 20 95 00:10 X
64 00:30 (*) Single
Chlazeni 1 15 00 X

(*) Pro Rotor-Gene® (Qiagen) a DT-Lite (DNA-Technology) real-time PCR termo-cyklery prosim
nastavte nasledujici program:

Teplota

Denaturace 05:00
Cykly 40 95 00:10 X
64 00:25 (%) Single
Chlazeni 1 15 00 X
=» Likvidace

Likvidace produktu musi byt v souladu s lok&lnimi nafizenimi.
|
10 - Vysledky
=>» Vizualizace vysledku

Analyza vysledkl se provadi pomoci specifického softwaru pouzitého pristroje pro PCR v realném

BDR Genvinset® HLA C'06 /




Case a podle pokynl vyrobce.

Po dokonceni béhu vyberte linearni stupnici pro vizualizaci amplifikacnich krivek. Doporucuje se
zkontrolovat spravné chovani ziskanych amplifikacnich krivek:

o Amplifikacni signal je povazovan za pozitivni, pokud je pozorovan rychly a pravidelny narUst
hodnot fluorescence (exponencialni) (sigmoidalni amplifikace) s Ct<35.

e Slaby fluorescencni signal, signal na pozadi nebo exponencialni signal s Ct>35 by nemél
byt povazovan za pozitivni amplifikaci. Tento test umozfuje detekci nékterych alel
zahrnutych do skupiny vysoce polymorfnich alel HLA, mezi nimiz byly popsany malé rozdily
v jejich sekvencich. Proto Ize v kanalu FAM pozorovat slabé nespecifické signaly jinych
sekvencné podobnych, ale nedetekovanych alel HLA. Vyskyt téchto signalt neznamena
neplatnost testu.

Vzorek je povazovan za pozitivni, pokud dochazi k exponencialni amplifikaci s Ct<35. Vzorek je
povazovan za negativni, pokud dochéazi k neexponencialni amplifikaci s nizkou intenzitou nebo
exponencialni amplifikaci s hodnotou Ct >35.

POZOR'!
o Pro stanoveni hodnoty Ct v kazdém kanalu postupujte nasledujicim zplsobem:

Zvolte linearni zobrazeni stupnice a vyberte oblast, kde je fluorescencni signal
stabilni pred exponencialnim zesilenim. Umistéte prahovou ¢aru nad tento signal
pozadi tak, aby prochazela blizko inflexniho bodu amplifikacni kfivky. Tato Cara
by méla mirné presahovat hodnotu nejvyssi fluorescence ziskanou u negativnich
vzorkud pro alelu detekovanou v tomto kanalu.

=> Interpretace vysledk

Vysledky ziskané pomoci této soupravy Ize interpretovat vizualizaci amplifikacnich kfivek v kanalech
FAM a HEX. Zvolte "linearni stupnici® a urCete nepfitomnost/pfitomnost sigmoidalni amplifikace
v kazdem kanalu.

HLA C*06 pozitivni vzorky

Amplification Plot FAM channel Armplification Flot HEX channel

B8 EEE 2 EEE S 8 EE =

g

D4l iRy

Cele Cycle

. Exponencialni amplifikace s Ct<35 v kanalu FAM i HEX

8
B Genvinset® HLA C'06




HLA C*06 negativni vzorky

Amplification Plot FAM channel Amplification Plat HEX channel

AFn
=
|

Z&dny signél nebo signal s nizkou intenzitou v kanélu FAM a exponencidlini zesileni v kanélu HEX (Ct<35).

|
11 - Kontrola kvality

Souprava obsahuje reakeni blank a pozitivni kontrolu (C+), které musi byt testovany v v kazdém béhu.

Odpovidaijici chovani téchto kontrolnich vzorkUl je zarukou spravného provedeni testu soupravou.

Vysledky se povazuji za platné, pokud se u kontrolnich vzorkd ziska nasledujici amplifikacni vzorec:

Slepa reakce
Amplification Plot FAM channel amplification Plat HEX channel

e
[ o
o aan

-
o o

mmom SSEeY

fut=y]

sz mom

ARn

o
waco —_—
mom o

Cycle . l.'.'.nr.l.'.- :

Z&dny signél v kanélech FAM i HEX nebo amplifikace s Ct>35.

Pozitivni kontrola (C+)

Armpllication Flot FAM channel Aamplihication Plot HEX channsl

.....

o 4 8 2 0 3 B EN I EER ZH
- 8 F 83 FR I EERDFEDEE
Fin
E

F
|

.&.

. dtki i ’ .

Pozitiv;/" signal s Ct<35 v kanalech HEX a FAM.

IPC se detekuje v kanalu HEX a pouziva se jako vnitfni pozitivni kontrola pro kazdy
analyzovany vzorek. Proto je vysledek vzorku povazovan za platny, pokud je v kanalu HEX
alespon sigmoidni amplifikace s Ct<35.

Pokud je u vySe uvedenych kontrol pozorovano odpovidajici chovani, pokracujte v
interpretaci vzorkd, jak je uvedeno v predchozim oddile.
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Vysledek se povazuje za neplatny a mél by se opakovat, pokud:

e Je pozorovana amplifikacni kfivka s Ct<35 v kanalech FAM a/nebo HEX v Reaction
Blank.

e Je pozorovan neexponencialni amplifikacni signal nebo se v pozitivni kontrole objevi
amplifikacni signal s Ct>35.

e Vzorky DNA s amplifikacnimi kfivkami s Ct>35 v kanalech FAM a/nebo HEX je tfeba
povazovat za pochybneé a je tfeba je znovu otestovat provedenim nové extrakce DNA.

|
12 - Specificka operacni data
=» Analyticka specificita
Analyticka specificnost soupravy Genvinset® HLA C*06 byla analyzovana na zakladé:

e vysledkl ziskanych béhem interni validace této soupravy, kdy byla v nasich zafizenich
analyzovana studie s raznymi vzorky gDNA dfive typovanymi alternativni metodou. Vysledky
soupravy Genvinset® HLA C*06 jsou pIné v souladu s vysledky genotypu ziskanymi alternativni
metodou. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Genvinset® HLA C*06 kit
HLA-C’06 positive 25 0
HLA-C’06 negative 0 93

e Zarovnani sekvence primerl a sond s databazi genomové DNA. Nebyly hlaSeny zadné jevy
zkfizené reakce s jinymi oblastmi DNA.

e Zarovnani sekvence primerU a sond s databazi IPD-IMGT/HLA. Je mozné, ze intronové oblasti
nékterych neCastych alel jesté nebyly sekvenovany, takze in silico zarovnani primert a sond v
téchto oblastech neni znamo. Vygeneruje se zprava se seznamem detekovanych alel a
zadnych testovanych alel s moznym signalem nizké intenzity. Tato zprava je kazdoroCné
aktualizovana a Ize ji nalézt na adrese www.bdrdiagnostics.com.

Byl analyzovan ucinek nékterych exogennich a endogennich potencialné interferujicich latek na
vysledky soupravy Genvinset® HLA C*06 a byly vypocteny hodnoty IC50. Tyto latky byly pfidany do
gDNA, které byly nasledné analyzovany soupravou Genvinset® HLA C*06. Hodnoty IC50 jsou
zobrazeny v nasledujici tabulce:

e | o

Hemoglobin 208 g/L
Immunoglobulin G 10.02g/L
FeCl3 0.28mM
Citrate 1.5mM
K2-EDTA 7.03mM
Ethanol 26.7%

10
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Pritomnost potencialné inhibi¢nich latek musi byt béhem protokoll extrakce a purifikace DNA
eliminovana. Pred poskytnutim vysledkd s diagnostickym ucelem by mela byt provedena validacni
zkouska s takovou extrakéni metodou.

=>» Analyticka senzitivita

o LoD: Diluéni test byl proveden s pouzitim dvou vzorkd DNA (HLA C*06 pozitivni a C*06
negativni vzorky). Testované vstupni hladiny DNA se pohybovaly od 40 ng do 0,016 ng (**)
v trojnasobné fedici sérii. Kazda uroven byla testovana ve tfech opakovanich. Byly ziskany
nasleduijici udaje:

e Mez detekce = 1,48 ng (Ct<35).

o Horni mez: Dva vzorky s riznymi genotypy (HLA C*06 pozitivni a negativni) byly testovany v
sérii dvojnasobného fedéni v rozmezi od 800 ng do 6,25 ng (**). Vykonnost testu zustala na
vSech vstupnich urovnich pfijatelna: vhodné sigmoidaini amplifikaCni kfivky a genotypova
volani byla pfesné detekovana na vSech urovnich (s hodnotami Ct<35).

O (**) Koncentrace DNA byla méFena pomoci spektrofotometru Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific)

=>» Diagnosticka senzitivita a specificita

o Vrlznych laboratofich byly analyzovany rtizné vzorky. Tyto vzorky byly dfive typizovany jinou
metodikou genotypizace nez je souprava Genvinset® HLA CO06. Byly ziskany néasledujici

Genvinset® HLA C*06 kit

HLA-C’06 positive HLA-C*06 negative

23 0

HLA-C*06
Previous positive
genotype HLA-C*06
negative

o) 26
vysledky:
o Byla zjisténa 100% shoda pfi testovani soupravou Genvinset® HLA CO06 a jinymi metodami.
=>» Pfesnost

Studie opakovatelnosti spoCiva v mérfeni variability v ramci série prostrednictvim analyzy replik vech
druhd vzorkd, které Ize soupravou mefit (pozitivni i negativni vzorky HLA-C*06). Kazdy vzorek byl
analyzovan ve dvou opakovanich.

Souprava Genvinset® HLA C*06 vykazala 100% opakovatelnost.

Byla provedena studie ke stanoveni reprodukovatelnosti Cinidla. Umoznuje odhadnout variabilitu
mezi jednotlivymi béhy, Sarzemi, real-time termocyklery a operatory. Pouzité vzorky reprezentuji cely
rozsah oCekavanych analytl, které Ize méfit pomoci soupravy Genvinset® HLA C*06, tj. jak HLA
C*06 pozitivni, tak negativni vzorky. Tfi rizné Sarze ve tfech real-time termocyklerech byly testovany
rlznymi operatory.

Souprava Genvinset® HLA C*06 vykazala 100% reprodukovatelnost.
=>» Pravdivost

Spravnost analytického postupu soupravy Genvinset® HLA C*06 byla posouzena porovnanim
s referencni metodou. Studie byla vypracovana jako interni validace, v niz byla prokazana pravdivost
se 100% hodnotou. Viz oddil "Diagnosticka senzitivita a specificita”.
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13 - Omezeni metody

e Souprava detekuje alely HLA C*06 zahrnuté v "HLA alleles detected_GVS-C06" na adrese
www.bdrdiagnostics.com. Vzhledem k vysoce polymorfni povaze alel HLA se mohou objevit
slabé signaly z jinych alel podobnych sekvenci.

e Jsou mozné mutace nebo polymorfismy v mistech nasedani primerd/sond, coz maze vést
k nedostatecné definici alel. K vyreSeni typizace by mohly byt nezbytné dalsi technologie.

e VSechna doporuceni uvedena v tomto dokumentu by méla byt pecliveé dodrzovana. Jakékoli
ukony, které tyto pokyny nesplfiuji, mohou vést ke Spatnym vysledkdm.

e Nepouzivejte soupravu, pokud existuje podezieni na moznou ztratu reaktivity, kontaminaci,
poskozeni vnéjsi krabiCky nebo jakykoli jiny vyskyt, ktery by mohl ovlivnit vykon soupravy.

e VeSkera manipulace s Cinidly Genvinset® musi byt provadéna v souladu se spravnou
laboratorni praxi a musi byt pfizplsobena mistnim narizenim.

e Nemichejte slozky z jinych souprav nebo Cisel Sarzi.

e Nepouzivejte soupravu po uplynuti doby pouzitelnosti. Prosla Cinidla zlikvidujte v souladu
s platnymi predpisy.

e Termocykler PCR v realném ¢ase musi byt kalibrovan podle doporuceni vyrobce a meél by byt
pouzivan v souladu s pokyny vyrobce.

o Udaje a interpretaci vysledk( by mé&l revidovat kvalifikovany personal.

e Tento produkt je pomocnym nastrojem pro diagnostiku pacientd s podezfenim na
onemocnéni asociovana s HLA-C*06. Tyto vysledky pouzivejte ve spojeni s klinickymi udaji
a vysledky dalSich testl provedenych u pacienta.

|
14 - Reseni problému

= V zadném vzorku neni detekovan amplifikaéni signal (ani v pozitivnich
kontrolach) nebo je jeho intenzita velmi nizka.

o PCR pristroj neni spravné naprogramovan. Tepelny profil neni spravny/cteci
kanaly nejsou spravne nakonfigurovany/ vybrané fluorofory nejsou vhodné.
o Zkontrolujte, zda byl pfistroj spravné naprogramovan.
e Pozice vzorkl a kontrol uvedenych na pracovnim listu se neshoduji s pozicemi, ve
kterych byly umistény v pfistroji.
o Spravné prifadte polohu vzorku.
« Cinidlo nepracuje spravné.
o Zajistéte, aby byla souprava skladovana pfi vhodné teploté (mezi -30 °C
a -18 °C) a chranéna pred svétlem. Vyhnéete se zbyteCnym cyklim
zmrazovani/rozmrazovani. Nepouzivejte ji po uplynuti doby pouzitelnosti.

e Do reakCni smési nebyla pfidana uvedena mnozstvi jednotlivych Cinidel.

e Zkontrolujte objemy jednotlivych slozek prfidanych do smési.
e Pouzity spotfebni material neni kompatibilni s pouzivanym zarizenim.
o Ujistéte se, ze pouzivate spravny spotfebni material (kompatibilni s
pfistrojem PCR).
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=>» V klinickych vzorcich neni detekovan Zzadny signal (signal se objevuje
v pozitivni kontrole)

o Spatna kvalita pouzité DNA

o Zkontrolujte pomér absorbance 260/280 a vyradte nekvalitni vzorky.
Vyhnéte se pfitomnosti inhibitort (heparin, hemoglobin, hemin, bilirubin,
ZluCové soli, laktoferin, imunoglobulin G). Opakujte odbér vzorkl a
extrakci DNA

¢ NedostateCna koncentrace DNA.
o Zkontrolujte, zda je koncentrace DNA nad mezi detekce.
o Nastavte koncentraci DNA na doporucovanou hodnotu
¢ Inhibice amplifikace.
o Odeberte plnou krev do zkumavek s EDTA nebo citratem.
e Nebyl pfidan zadny vzorek.
o Opakujte test a ujistéte se, ze byly pfidany vzorky.
=>» Signal detekovan v negativni kontrole
o Chyba pfi pipetovani.

o Pfi kazdem pridani DNA do jamky vymente SpiCku pipety. Zkontrolujte,
zda vzorek prfidany do jamky odpovida tomu, co je napsano v pracovnim
listu.

e Znecisténi lahviCky se smesi primert/master mixu/reakeniho slepého vzorku.
o Opakuijte test s Cerstvymi alikvoty.
e Prostor pro pfipravu PCR je kontaminovan.

o Vycistéte povrchy, nastroje, laboratorni plasté a vymérte spotiebni
material a reagencie. Opakujte test.

=>» Intenzita fluorescence se u jednotlivych vzorku li§i nebo jsou zjistény
abnormalni amplifika¢ni kfrivky.

ZneCisténi vné reakeni zkumavky rusi detekci fluorescence.

o Dukladneé vycistéte zafizeni. Zkontrolujte, zda je vnéjsi strana
zkumavek/plotynek Cista. S destiCkami/zkumavkami manipulujte v
rukavicich.

Objem neni na dné jamky nebo se v ném vyskytuji bublinky.

o Pred vlozenim do termocykleru desticky/zkumavky odstredte.

o Zkontrolujte, zda se v nich nevyskytuji bubliny. Pokud ano, odstrante je.

DestiCka/zkumavky nebyly fadné uzavieny.

o Zopakujte analyzu a zkontrolujte, zda byly desticky/zkumavky spravnée
uzavieny.

Byly pouzity DNA o rdznych koncentracich nebo pouzity vzorek obsahuje inhibitor reakce.
o Opakujte odbér vzorkd a extrakci DNA.

Pritomnost polymorfismd nebo mutaci na vazebnych mistech sondy/primeru.

13
& Genvinset® HLA C'06




o Kontaktujte nade oddeleni technické podpory prostfednictvim webové
stranky customersupport@bdrdiagnostics.com.

o Pritomnost interferujicich substanci

Vyhnéte se pritomnosti inhibitort. Opakujte testy s novymi vzorky a DNA extrakci
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16 - Poznamky zakaznikovi

e Tento produkt byl vyvinut pro diagnostické ucely in vitro.

e Pokud je souprava pouzivana na Uzemi kteréhokoli Clenského statu Evropské unie a pokud
dojde k zavaznému incidentu v souvislosti s pouzitim soupravy, musi to uzivatel nahlasit vyrobci
(regulatory@bdrdiagnostics.com) a pfislusnému organu své zemé a/nebo zemi pacienta.
Hlaseni zavaznych incidentd pro vSechny ostatni zemé& musi byt provedeno v souladu s
mistnimi pozadavky pro kazdou zemi.

e Souhrn bezpecCnosti a vykonu (SSP) je nahran do databaze EUDAMED a je pfistupny
uzivateldm soupravy (https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home

e Vyrobky spole¢nosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U. by nemély byt dale prodavany,
upravovany za ucelem daldiho prodeje nebo pouzivany k vyrobé jinych komercnich vyrobku
bez pisemného souhlasu spolecnosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U.

e VSechny informace obsazené v tomto dokumentu mohou doznat zmén bez predchoziho
upozornéni. Spole¢nost Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U. nenese zadnou odpoveédnost
za pripadné chyby v dokumentu. Tento dokument je povazovan za Uplny a presny v dobé jeho
zverfejnéni. SpoleCnost Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U. v Zadném pfipadé nenese
odpovednost za nahodné, zvlastni, vicenasobné nebo odvozené Skody vzniklé v dusledku
pouziti tohoto dokumentu.

e Zakoupenim tohoto produktu ziskava kupujici prava vyplyvajici z nékterych patent spolecnosti

"

Roche, které se pouZivaji pouze k poskytovani diagnostickych sluzeb in vitro. Neudéluje zadny
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genericky patent ani zadné jiné patenty zamérené na jiné pouziti nez uvedené.
o FAM™ a HEX™ jsou ochranné znamky spolecnosti Life Technologies Corporation.

e« Na FAM™ a HEX™ se muze vztahovat jeden nebo vice patentd spolec¢nosti Applied
Biosystems, LLC. Kupni cena tohoto produktu zahrnuje omezena, nepfenosna prava.

o TagMan® je registrovana ochranna znamka spolecnosti Roche Molecular Systems, Inc.

¢ Genvinset® je ochranna znamka spole¢nosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U.

17 - Kontrola zmén

Oprava preklepl a chyb v prekladu. Nové sekce: Informace pro
bezpecnost, Pfesnost a Pravdivost. Byly pfidany informace tykajici se

Rev. 02 urceného uzivatele, ur¢eného pacienta a interferenci. Novy design
dokumentu. Zména objemu pozitivni kontroly. Zmény v seznamu
validovanych pfistrojd. VloZzeni kédd UDI-DI.

18 - Vysvétleni symbolu pouzitych na stitcich

IVD In vitro diagnosticky Datum expirace
prostredeki
REF Katalogové ¢islo W Obsah staci pro <n> testl
LOT Cislo arze u Vyrobce
) . b N
Teplotni omezeni AN Chrante pred sluncem
.
" L .
hm Pogitivni kontrola [:EI Prostudujte si elektronicky

navod k pouziti
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Tento vyrobek spliuje pozadavky Evropského nafizeni (EU) 2017/746 proin
vitro diagnostické zdravotnickeé prostredky
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