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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 - Pouziti

Genvinset® Lactose Intolerance je poloautomaticka in vitro diagnosticka souprava pro kvalitativni
detekci polymorfisma -13910 C/T (NCBI dbSNP rs4988235; NM_005915.6: ¢.1917) a -13910 C/T.
+326C>T) a -22018 G/A (NCBI dbSNP rs182549; NM_005915.5: ¢.1362+117G>A) genu MCM®6
(OMIM: 601806) spojeného s perzistenci laktazy v genomové DNA extrahované z pIné krve pomoci
Real Time PCR s pouzitim specifické technologie sond TagMan®.

Pacienti, ktefi mohou mit z tohoto stanoveni prospéch, jsou pacienti odeslani specialistou. Vysledky
tohoto testu by nemély byt jediné, na nichz je zalozeno terapeutické rozhodnuti, a mély by byt pouzity
jako pomucka pri diagnostice spolu s vysledky dalSich markerd onemocnéni.

Predpokladanym uzivatelem soupravy je technicky personal vysSkoleny k provadéni protokolu a
interpretaci vysledk popsanych v tomto dokumentu.

|
3 - Souhrn a vysveétleni

Laktdza je disacharid, ktery se nachazi v mléce savcl a je hydrolyzovan ve stfeve enzymem laktazy
(také znamy jako laktaza-florizin hydrolazovy enzym nebo LPH), ¢imz se ziskaji dva vstfebatelné
monosacharidy, glukdza a galaktdza. U vétsSiny déti je aktivita laktazy na vrcholu béhem perinatalnino
obdobi a je nezbytna pro vyzivu pfi kojeni, ale po nékolika mésicich se jeji aktivita postupné snizuje
na témer nezjistitelnou hladinu v dusledku pfirozené regulace snizovani exprese laktazy (primarni

hypolaktazie) *.
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Nicméné u nékterych lidé se udrzi aktivita laktazy do dospélosti. Tudiz po 2-12 letech je mozné najit

skupinu ,laktazové neperzistence® s nizkou laktazovou aktivitou a skupinu ,laktazové perzistence®,
u které pretrvava schopnost travit mléko 2°. Frekvence vyskytu této perzistence se velmi lisi
v zavislosti na regionu: je vysoka v severoevropskych populacich (> 90% ve Svédsku a Dansku),
zatimco smérem na jih Evropy a Stfedniho vychodu postupné klesa (asi 50% ve Francii, Spanélsku
a nekterych arabskych populacich), a je velmi nizky v asijskych a africkych populacich, i kdyz se
b&zné vyskytuje u pastevcl (pfiblizng 1% v Cing,n5-20% ve vychodni Africe) *.

Nizka aktivita laktazy v dospélosti vede ke Spatnému traveni laktdzy, coz se projevuje priznaky, jako
jsou bolesti bricha a nadymani, plynatost a prijem . Mnoho lidi s nepersistenci laktazy vSsak muaze
tolerovat malé mnozstvi laktdézy bez pfiznakl a toleranci Ize ziskat adaptaci stfevni flory pfi
pravidelném prijmu laktozy (ackoli exprese laktazy se neméni)®. Proto se u vSech pacientd s
nedostatkem laktazy nevyvine intolerance laktézy.

Gen pro laktazu (LCT) se nachazi na dlouhém rameénku 2. chromozomu. S perzistenci laktazy jsou
spojeny dva jedno-nukleotidové polymorfismy pred LCT:

* LCT-13910 C/T se nachazi v intronu 13 genu pro udrzovani minichromozomu typu 6
(MCM®B), Dédi se autozomalné dominantné, pficemz pro fenotyp perzistence laktazy staci
jedna alela. Obecné se uznava, ze genotypizace polymorfismu -13910 C/T presné koreluje s
perzistenci laktazy v evropskych populacich (kde pozitivné koreluje v ~86-98 % pfipadu), a
proto by méla byt vyuzivana pfi diagnostice primarni hypolaktazie 7. Tento polymorfismus
vSak neni dobrym ukazatelem perzistence laktazy u neevropskych obyvatel, protoze

pastevecké populace Afriky a Asie, ackoli vykazuji vysokou prevalenci perzistence laktazy,

vykazuji nizkou frekvenci alely -13910T &.

* LCT-22018 G/A se nachazi v intronu 9 MCM6. Tento polymorfismus je lepSim indikatorem
perzistence laktozy. V severni Ciné a v japonské brazilské populaci #'° a ve vétsing pripad(

se vyskytuje ve spojeni s -13910 C/T, az na vyjimky 2.
Polymorfismy spojené s perzistenci laktazy jsou dominantni a aktivita laktazy zlstava zachovana s
jedinou alelou perzistujici laktazy . Byly vSak zaznamenany nékteré minoritni pfipady pacientl

heterozygotnich pro polymorfismus -22018 G/A, ktefi vykazuiji nepersistenci laktazy >4 .

Polymorphism Genotype and phenotype

: Lactase non-persistence
Lactase persistence .
-13910C/T (Lactose intolerant)

/T Cc/T c/C

Mainly associated

Lactase , Lactase non-persistence
; with lactase .
-22018 G/A persistence e (Lactose intolerant)
A/A G/A G/G

4 - Princip metody

Test je zaloZzen na metodée PCR v redlném case a sondach TagMan®. Kazdy vzorek se
analyzuje ve dvou reakcich provadénych ve dvou rdznych jamkach (reakce C13910T
a reakce G22018A). V kazdé reakci se analyzuji nasledujici polymorfismy:

B Genvinset® Lactose Intolerance
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Polymorphism FAM channel | HEX channel

C13910T -13910 C/T (rs4988235) Allele T Allele C
G22018A -22018 G/A (rs182549) Allele A Allele G

V reakci C13910T se kazdy vzorek analyzy pouziva:

e Par primert pro amplifikaci fragmentu genu MCM6, kde se nachazi polymorfismus -13910
C/T.

e Hydrolyzni sonda specificka pro alelu divokého typu (C v rs4988235) znaCena na 5' konci
fluoroforem HEX a hydrolyzni sonda specificka pro mutantni alelu (T v rs4988235) znacena
na 5' konci fluoroforem FAM.

V reakci G22018A se kazdy vzorek analyzy pouziva:

e Par primert pro amplifikaci fragmentu genu MCM6, kde se nachazi polymorfismus -22018
G/A.

e Hydrolyzni sonda specificka pro alelu divokého typu (G u rs182549) znacena na 5' konci
fluoroforem HEX a hydrolyzni sonda specificka pro mutantni alelu (A u rs182549) znacena
na 5' konci fluoroforem FAM.

Vsechny sondy jsou na 3' konci oznaceny zhaSeCem (quencher), ktery potlacuje fluorescenci
fluoroford, kdyz je sonda neporusena.

Jak PCR reakce postupuje, Stépi 5'3'exonukleazova aktivita Taqg polymerazy sondy pfipojené k jejich
komplementarni sekvenci, ¢imz se oddéli fluorofor od zhasece (quencheru) a vznika fluorescencni
signal (v realném &ase), ktery je umérny mnozstvi vzniklého produktu PCR a sleduje se v pfistroji pro
PCR v realném case. Tudiz:

e V pfipadé homozygotnich vzorkd divokého typu (wt) pro analyzované zmény (-13910 C/C
nebo -22018 G/G) se sonda specificka pro wt alelu znacena HEX navaze na komplementarni
sekvenci amplifikovaného genu a je pozorovana:

o fluorescencni signal v kanalu HEX (Amax 556 nm) a
o zadny nebo slaby signal v kanalu FAM (Amax 518 nm).

eV pripadé homozygotnich mutantnich (mut) vzorkd pro analyzované zmeény (-13910 T/T nebo
-22018 A/A) se sonda specifickd pro mutovanou alelu znatena FAM véaze na svou

amplifikovanou komplementarni sekvenci. V tomto pripadé se detekuje nasleduijici:

o fluorescencni signal v kanalu FAM a
o z&adny signal nebo slaby signal v kanalu HEX.

e V pfipadé heterozygotnich vzorkl pro analyzovanou zménu (-13910 C/T nebo -22018 G/A)

se obé sondy vazou na amplifikované sekvence DNA a generuiji:

o signal v kanalu FAM a
o signal v kanalu HEX.
|

5 - Obsah soupravy

=> Reference: GVS-LAC-24 (24 tests)

=  GVS-CT139-PM: 1 lahvickax 96 uL  Primer Mix C13910T (PM) -Modry uzavér
*  GVS-CT139-MM: 1 lahvitka x 120 uL Master Mix C13910T (MM) -Cerveny uzavér
= GVS-GA220-PM: 1 lahvickax 96 uL  Primer Mix G22018A (PM) -Modry uzavér
*  GVS-GA220-MM: 1 lahvi¢ka x 120 uL  Master Mix G22018A (MM) -Cerveny uzavér

5
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= GVS-LAC-C1: 1 lahvickax 15 uL  Control WT (C1). -Zeleny uzavér
=  GVS-LAC-C2: 1 lahvicka x 15 uL ~ Control MUT (C2). -Zeleny uzavér
= GVS-RB: 1 lahvicka x 100 uL Reaction Blank (RB) -Pfirodni uzavér

= Reference: GVS-LAC-48 (48 tests)

=  GVS-CT139-PM: 2 lahvicky x 96 uL  Primer Mix C13910T (PM) -Modry uzavér
*  GVS-CT139-MM: 2 lahvi¢ky x 120 uL Master Mix C13910T (MM) -Cerveny uzavér
=  GVS-GA220-PM: 2 lahvicky x 96 uL  Primer Mix G22018A (PM) -Modry uzavér
" GVS-GA220-MM: 2 lahvigky x 120 uL  Master Mix G22018A (MM) -Cerveny uzavér

= GVS-LAC-C1: 1 lahvickax 15 uL  Control WT (C1). -Zeleny uzaveér
=  GVS-LAC-C2: 1 lahvicka x 15 uL ~ Control MUT (C2). -Zeleny uzaveér
= GVS-RB: 1 lahvic¢ka x 100 uL Reaction Blank (RB) -Pfirodni uzaver

|
6 - Skladovani soupravy

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

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

Z dlvodU fotosenzitivity reagencii, zabrarite stalé expozici svétlu.
|

r

7 - Material potrebny, ktery neni soucasti

soupravy
Obecné
e Rukavice

e Laboratorni plast

Spotrebni material
o Filtracni $picky (P1000, P200, P20)
¢ 1,5 ml autoklavované zkumavky
o RT-PCR reagencie specifické pro pfistroj
(napr. kdyz pro Rotor Gene-Q Ize pouzit pouze 0,1 ml zkumavky)

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:
o StepOne™, 7500 Real-Time PCR System, and QuantStudio™ 5 Dx Real-Time PCR Systems,
Applied Biosystems™
o LightCyclere 96 System, Roche
o CFX96, BioRad
o DT Lite Real-Time PCR System, DNA-Technology

B Genvinset® Lactose Intolerance



8 - Odbeér vzorku a priprava

Vzorky musi byt odebirany v souladu s navodem k pouziti odbérového zarizeni (neni soucasti
soupravy) a podle narodnich a mezinarodnich pokynu.

Tento test by mél byt provadén pouze s genomovou DNA extrahovanou ze vzorkl plné krve
konzervovanych antikoagulacnimi latkami, jako je EDTA nebo citrat. Heparin maze interferovat s
procesem PCR a je tfeba se mu vyhnout.

Tato technika je kompatibilni s nékolika metodami extrakce DNA. Pred poskytnutim vysledkd s
diagnostickym uCelem by mél byt proveden validacni test s takovou extrakCni metodou.

POZOR'!

VSechny biologické a krevni vzorky musi byt povazovany za potencialné infekeni.
Pri manipulaci s nimi dodrzujte odpovidajici zakladni a univerzalni opatfeni.

9 - Pracovni postup
= Priprava 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
pripravou a zahajenim testu.

e Pro kazdy test se doporuCuje testovat v obou reakcich (C13910T a
G22108A) kontrolu kontaminace (slepa reakce) a obé kontroly WT (C1) a
kontrolu MUT (C2), které jsou soucasti soupravy.

1. Pred zahajenim testu rozmrazte vSechny soucCéasti soupravy. Injekeni lahviCky se smési primerd
siiné promichejte a injekeCni lahviCky s master smési peclivé promichejte. Kratce odstredte, abyste
zachytili objem na dné zkumavek.

2. Pro kazdou reakci (C13910T a G22018A) pfipravte reakéni smés pro n+1 vzorkl s pouzitim
mnozstvi uvedenych v nasleduijici tabulce:

C13910T reakce G22018A reakce
Obj. na vzorek (uL) Obj. na vzorek (uL)
Primer Mix 4 4

Master Mix 5 5

Jemné promichejte a odstredte, aby se veSkery objem usadil na dné zkumavek.

Pipetujte 9 pl kazdé smési do destic¢ek/zkumavek PCR.

4. Do kazdeé jamky pridejte 1 ul DNA, slepé reakce, kontroly WT nebo kontroly MUT. Protoze se jedna
0 dvé reakce, pouziji se dvé jamky pro kazdy vzorek.

5. Uzavrete desticky/zkumavky pomoci pfislusného tésnéni a kratce odstredte, abyste odstranili

pfipadneé bubliny. Ujistéte se, ze se veSkery objem usadil na dné jamky.

w

6. Umistéte destiCku/zkumavky do termocykleru a nastavte amplifikacni program termocykleru, jak
7
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je popsano v nasledujici Casti.
= Konfigurace termo-cykileru

1. Nastavte nasledujici Cteci kanaly:

e - FAM kanal pro detekci sondy MUT
e - HEX/VIC kanal pro detekci sondy WT.

2. Nastavte nasledujici amplifikacni program a spustte béh:

Cykly Teplota

Denaturace 95 05:00
Cykly 95 00:15 X
40 60 01:00 Single
Chlazeni 1 15 00 X
=» Likvidace

Likvidace produktu musi byt v souladu s lokalnimi nafizenimi.

10- Vysledky
=> Vizualizace vysledku

Analyza vysledkl se provadi pomoci specifického softwaru pouzitého pfistroje pro PCR v realném
Case a podle pokynl vyrobce.

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

e 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 pozadi nebo exponencialni signal s Ct>35 by nemél byt
povazovan za pozitivni amplifikaci. Tento test umozriuje detekci alel, které se lisi pouze o
jeden nukleotid, a proto Ize u vzorkl homozygotnich pro jednu z alel pozorovat slabé
nespecifické signaly fluoroforu pouzitého pro detekci druhé alely. Vyskyt téchto signall
neznamena neplatnost testu.

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

POZOR!

nasledujicim zpasobem:

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

B Genvinset® Lactose Intolerance




=> Interpretace vysledki

Vysledky ziskané pomoci této soupravy Ize interpretovat vizualizaci amplifikaCnich krivek v kanalech
FAM a HEX nebo pomoci grafu rozptylu hodnot intenzity koncového bodu kanalt FAM a HEX.

Amplifikagni krivka

Zvolte "linearni stupnici" a pozorujte nepfitomnost/pfitomnost sigmoidnich amplifikacnich kfivek v
kazdém kanalu.

Reakce C13910T
;. Amplifieation Plot C13g10T . Amplification Plot C13910T ) Amplification Plot C13g10T
o 5 |
- 3 o = L oo -
mem| py
- - & = ya
— = =

— —_—— — - af— — —

Amplifikacni krivky pro homozygotni wt (-13910 C/C) (vlevo), heterozygotni (-13910 C/T) (uprostred)
a homozygotni mut (-13910 T/T) (vpravo) vzorky. Kanal FAM (modra Cara), kanal HEX (zelena Cara)

Reakce G22018A
N Amplification Plot Gezo184 . Amplification Plot Gzzo18A Amplification Plot Gzze18A
o0 e -
S £ g7 e
= #~ | = e
““:_7 T B Vg N N W "“““_7 1 [ ____’ = ) ) /

Cucla ' e :

Amplifikacni kfivky pro homozygotni wt (-22018 G/G) (vlevo), heterozygotni (-22018 G/A) (uprostied)
a homozygotni mut (-22018 A/A) (vpravo) vzorky. Kanal FAM (modra Cara), kanal HEX (zelena Cara).

Graf rozptyiu

Mnoho softwarovych programd pro PCR v realném Case umoznuje automaticky vykreslit graf
intenzity fluorescence jednoho kanalu oproti druhému (alelické diskriminace/genotypizace). V tomto
typu znazornéni odpovidaji datove body umisténé v blizkosti os X a Y homozygotnim genotyptim pro
alelu detekovanou fluoroforem znazornénym na pfislusné ose. Body umisténé pfiblizné uprostred osy
odpovidaji heterozygotnim genotyptim a negativni kontrola (Reaction Blank) by se méla objevit vievo

dole, blizko pocatku.
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Allelic Discrimination Plot C13910T
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Graf znazorriujici heterozygotni (zelené body), homozygotni mutované (modré body) a homozygotni
wt (Cerveneé body) vzorky pro polymorfismus -13910 C/T a prazdnou reakci (Cerny Ctverec) s
pouzitim soupravy Genvinset® Lactose Intolerance Reaction C13910T.

Allelic Discrimination Plot G22018A
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Graf zobrazujici heterozygotni (zelené body), homozygotni mutované (modré body) a homozygotni wt
(Cervené body) vzorky pro polymorfismus -22018 G/A a slepou reakci (Cerny Ctverec) s pouZitim
soupravy Genvinset® Lactose Intolerance Reaction G22018A.

11 - Kontrola kvality

Souprava obsahuje Reagnecni blank, kontrolu WT (C1) a kontrolu MUT (C2), které musi byt
testovany v obou reakcich C13910T a G22018A v kazdém behu. Odpovidajici chovani téchto
kontrolnich vzorkU je zarukou spravného provedeni reakce.
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Vysledky se povazuji za platné, pokud se u kontrolnich vzorkd ziska nasledujici amplifikacni vzorec:

Kontrolni WT (C1)
Amplrication Flot ©139101 Amplification Plot G22018A
5 o | § e
- PR c T w = W on ec;deu = = = = = = = 2 = b 2 . R ] C;.de" @ m m m  w m @M
zadny signal nebo signal s nizkou intenzitou v kanalu FAM (modra c¢ara) a sigmoidni signal s Ct<35
v kanalu HEX.
Kontrolni MUT (C2)
Amplification Plot C13910T ) Amplification Plot G22018A
§ o] J
: e “C:I'Clen i 0w m @ 2 2w m @ & B e S S T A ‘,C;de,, PR R
Zesileni signalu s Ct<35 v kanalu FAM (modra ¢ara) a Zadny signal nebo signal s nizkou intenzitou
v kanalu HEX (zelena Cara).
Slepa reakce
e Amplification Plot C13910T _ Ampilification Plot G22018A
- g e

75.000 75 000 |
s0.000 90.000 {

an.0m0 20003 |
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Cycle

Z&dny signal v kanalech FAM i HEX nebo amplifikace s Ct>35.

# @ = m o= w = @ %

Cycle

Vysledky se povazuji za neplatné a meély by se opakovat, pokud:

e v kanalech FAM a/nebo HEX v Reaction Blank je pozorovana amplifikacni kfivka s Ct<35.
e Je pozorovan neexponencialni amplifikacni signal nebo se objevi amplifikacni signal s Ct>35
v jamkach Control WT nebo Control MUT.

Pokud je v pozitivnich kontrolnich reakcich pozorovano odpovidajici chovani, pokracuijte
v interpretaci ostatnich vzorkd, jak je uvedeno v pfedchozim oddile.
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12 - Specificka operacni data
= Analyticka specificita

Zkrizena reaktivita byla namérena v nezavislych validaCnich studiich soupravy Genvinset® Lactose
Intolerance, které jsou popsany nize.

Kromé toho bylo in silico ovérena navazani ( alignment) primert a sond. Navazovani sekvenci
primerl je specifické. Sondy se vazou specificky na pozice -13910 C/T (NCBI dbSNP rs4988235;
NM_005915.6: ¢.1917+326C>T) a -22018 G/A (NCBI dbSNP rs182549; NM_005915.5:
c.1362+117G>A) v genu MCM6 (OMIM: 601806). Nebyly zaznamenany zadné projevy zkfizené
reakce s genomovou DNA.

Interference byla studovana pomoci bibliografické reSerSe. Heparin mUze inhibovat aktivitu Taqg
polymerazy a soutézit s cilovou nukleovou kyselinou, proto musi byt odebrana krev oSetfena jinymi
antikoagulanty, jak je uvedeno v oddile "Odbér a priprava vzorku". Nékteré latky v krvi jsou znamé
jako inhibitory PCR: hemoglobin, hemin, bilirubin, zluc¢ové soli, laktoferin a imunoglobulin G.
Polymeraza obsazena v pfipravku Genvinset® Lactose Intolerance prokazala vysokou odolnost vici
inhibici a slozeni Master Mixu je navrzeno tak, aby nebyla ovlivnéna interferujicimi latkami. Nicméné
potencialne inhibicni latky musi byt odstraneny béhem extrakce DNA a purifika¢niho protokolu. Pred
poskytnutim vysledkd za diagnostickym ucelem by mél byt proveden validacni test pro takovou

extrakeni metodu.

= Analyticka senzitivita

Test byl proveden s pouzitim sériovych fedéni 1:4 tfi vzorkd DNA, homozygotniho divokého typu
(-13910 C/C a -22018 G/G), heterozygotniho (-13910 C/T a -22018 G/A) a homozygotniho mutanta
(-13910 T/T a-22018 A/A) pro polymorfismus C13910T i G22018A. Vzorky DNA byly ziskany pomoci
konvenc¢niho automatického extrakéniho systému (QIAsymphony, Qiagen) v koncentraci 76,9, 93,8
a 100,00 ng/ul. Z hlediska analytické citlivosti pfi detekci alel divokého typu a mutant byly ziskany

nasledujici udaje.
* Mez detekce divokého typu a mutantnich alel = 1,5 ng/ul (Ct<35)
=» Diagnosticka senzitivita a specificita

Bylo analyzovano 151 vzorkl DNA ziskanych z nékolika laboratofi. Pfedtim byly genotypizovany jinou

soupravou. Byly ziskany nasledujici vysledky:

Genvinset® Lactose Intolerance

C13910T G22018A
Genotype Genotype
C13010T c/c C/T  T/T G22018A G/G  G/A A/A
9 3 c/C 51 0 0 ) 3 G/G 48 0 0
== o7 o 68 o [=£ aA o 73 o
o & g7 0 0 32 || & = A/A 0 0 30

i

Vysledky ziskané pomoci Genvinset® Lactose Intolerance se 100% shoduiji s vysledky genotypizace,
které byly drive ziskany pomoci jiné komercni soupravy.
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= Presnost

Studie opakovatelnosti spoCiva v méreni variability v ramci série prostrednictvim analyzy replik véech
druht vzorkd, které Ize soupravou meéfit (homozygotni a heterozygotni vzorky). Kazdy vzorek byl
analyzovan ve dvou opakovanich.

Genvinset® Lactose Intolerance vykazal 100% opakovatelnost.

Byla provedena studie ke stanoveni reprodukovatelnosti ¢inidla. Umoznila odhadnout variabilitu mezi

jednotlivymi sériemi, Sarzemi a operatory. Pouzité vzorky reprezentuji cely rozsah ocCekavanych
analytt, které lze pomoci Genvinset® Lactose Intolerance méfit, tj. homozygotni divoky typ,
homozygotni mutant a heterozygot pro oba polymorfismy C13910T a G22018A. Tri operatofi provedli
test ve tfech rliznych sériich a testovali tfi rizné Sarze Cinidel.

Genvinset® Lactose Intolerance vykazoval 100% reprodukovatelnost.
=» Pravdivost

Spravnost analytického postupu Genvinset® Lactose Intolerance byla posouzena porovnanim s
referencni metodou. Studie byla vypracovana jako interni validace Cinidla, v niz byla prokazana
pravdivost se 100% hodnotou. Viz ¢ast "Diagnosticka citlivost a specificnost".

|
13 - Omezeni metody

e Metoda detekuje polymorfismy -13910 C/T (rs4988235) a -22018 G/A (rs182549) v genu
MCM6.

e Jsou mozné mutace nebo polymorfismy v mistech nasedani primert/sond, coz muze vést k
nedostateCnemu vymezeni alel. K vyfeSeni typizace by mohly byt nezbytné dalsi technologie.

e VSechna doporuceni uvedena v tomto dokumentu by méla byt peclivé dodrzovana. Jakékoli
ukony, které tyto pokyny nesplfiuji, mohou vést ke spatnym vysledkdam.

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 VeSkerd 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 pacientl s podezienim na intoleranci
laktézy. Tyto vysledky pouzivejte ve spojeni s klinickymi udaji a vysledky dalSich testd
provedenych u pacienta.
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14 - RESENi PROBLEMU

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

o PCR pfistroj neni spravné naprogramovan. Tepelny profil neni spravny/Cteci
kanaly nejsou spravné nakonfigurovany/ vybrané fluorofory nejsou vhodné.

o Zkontrolujte, zda byl pfistroj spravné naprogramovan.

e Pozice vzorkd a kontrol uvedenych na pracovnim listu se neshoduji s pozicemi, ve
kterych byly umistény v pristroji.

o Spravné prifadte polohu vzorku.

« Cinidlo nepracuje spravné.

o Zajistéte, aby byla souprava skladovana pfi vhodné teploté (mezi -30°C a -
18°C) a chraneéna pred svétlem. Vyhnéte se zbyteCnym cyklim
zmrazovani/rozmrazovani. Nepouzivejte ji po uplynuti doby pouzitelnosti.

e Do reakéni smési nebyla pridana uvedena mnozstvi jednotlivych Cinidel.

o Zkontrolujte objemy jednotlivych slozek pridanych do smési.

e Pouzity spotfebni material neni kompatibilni s pouzivanym zafizenim.

o Ujistéte se, Ze pouzivate spravny spotrebni material (kompatibilni s

pfistrojem PCR).

= V klinickych vzorcich neni detekovan Zadny signal (signal se
objevuje v pozitivnich kontrolach)

o Spatna kvalita pouzité DNA
o Zkontrolujte pomér absorbance 260/280 a vyrfadte nekvalitni vzorky.
Vyhnéte se pfitomnosti inhibitord (heparin, hemoglobin, hemin, bilirubin,
ZluCoveé soli, laktoferin, imunoglobulin G). Opakujte odbér vzorkl a extrakci
DNA
e NedostateCna koncentrace DNA.
o Zkontrolujte, zda je koncentrace DNA nad mezi detekce.
e Inhibice amplifikace.
o Odeberte plnou krev do zkumavek s EDTA nebo citratem.
e Nebyl pfidan zadny vzorek.
o Opakuijte test a ujistéte se, ze byly pfidany vzorky.
=> Signal detekovan v negativni kontrole
e Chyba pfi pipetovani.
o Prikazdém pridani DNA do jamky vyménte SpiCku pipety. Zkontrolujte, zda
vzorek pridany do jamky odpovida tomu, co je napsano v pracovnim listu.
e Znecisténi lahvicky se smési primerd/master mixu/reakéniho slepého vzorku.
o Opakuijte test s Cerstvymi alikvoty.
e  Prostor pro pfipravu PCR je kontaminovan.
o Vycistéte povrchy, nastroje, laboratorni plasté a vymeénte spotrebni material
a reagencie. Opakuijte test.
=> Intenzita fluorescence se u jednotlivych vzorku lisi nebo jsou
Zjistény abnormalni amplifikaéni krivky.
e ZneCisténi vne reakeni zkumavky rusi detekci fluorescence.
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o Ddkladné vycCistéte zafizeni. Zkontrolujte, zda je vnéjSi strana
zkumavek/plotynek  Cista. S destiCkami/zkumavkami  manipulujte v
rukavicich.

e Objem neni na dne jamky nebo se v ném vyskytuji bublinky.

o Pred viozenim do termocykléru desti¢ky/zkumavky odstredte.

o Zkontrolujte, zda se v nich nevyskytuji bubliny. Pokud ano, odstrante je.
o Desticka/zkumavky nebyly radné uzavreny.

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

e Byly pouzity DNA o ruznych koncentracich nebo pouzity vzorek obsahuje inhibitor
reakce.

o Opakuijte odbér vzorkl a extrakci DNA.

e Pritomnost polymorfismt nebo mutaci na vazebnych mistech sondy/primeru.
Kontaktujte naSe oddéleni technické podpory prostfednictvim webové
stranky customersupport@bdrdiagnostics.com.
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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 ¢lenského 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 zemeé a/nebo zemi pacienta. Hlaseni
zavaznych incidentll pro vsSechny ostatni zemé musi byt provedeno v souladu s mistnimi
pozadavky pro kazdou zemi.

o Genvinset® Intolerance laktozy 16

o Vyrobky spole¢nosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U. by nemély byt dale prodavany,
upravovany za UcCelem dalsiho prodeje nebo pouzivany k vyrobé jinych komercnich vyrobkl bez
pisemného souhlasu spole¢nosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U.

e VsSechny informace obsazené v tomto dokumentu mohou doznat zmén bez predchoziho
upozornéni. Spolecnost Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U. nenese zadnou odpoveédnost za
pfipadné chyby v dokumentu. Tento dokument je povazovan za Uplny a pfesny v dobé jeho
zverejnéni. Spolecnost Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U. v zadném pfipadé nenese
odpovednost za nahodneé, zvlastni, vicenasobné nebo odvozené Skody vzniklé v dusledku pouziti
tohoto dokumentu.

e Zakoupenim tohoto produktu ziskava kupujici prava vyplyvajici z nékterych patentl spole¢nosti
Roche, které se pouzivaji pouze k poskytovani diagnostickych sluzeb in vitro. Neudéluje zadny
genericky patent ani zadné jiné patenty zameérené na jiné pouziti nez uvedené.

o FAM™ a HEX™ jsou ochranné znamky spole¢nosti Life Technologies Corporation.

o 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.

e Genvinset® je ochranna znamka spolecnosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U.

17- Kontrola zmén

Rev. 00 Prvni verze

Pridani CE znacky a odstavce " Diagnosticka senzitivita a

Rev. 01 I
specificita

Rev. 02 Pfidani pfistroje CFX96 qPCR do seznamu validovanych pfistroj

Rev,03 Graficka Uprava odstavce "Vysledky"

Oprava preklepl a prekladatelskych chyb. Presnost a pravdivost, Informace
pro bezpecnost. Byly pfidany informace tykajici se uréeného uZivatele,
uréeného pacienta a interferenci.

Zména objemu injekénich lahvicek. Zména v nazvu kontrolniho WT a
kontrolniho MUT. Zmény v seznamu validovanych real-time PCR cyklerd.
VloZeni UDI-DI kédU

Rev. 04
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18 - Vysvétleni symboll pouzitych na stitcich

IVD Ergisttrégieak?nosticky g Datum expirace

REF Katalogové Cislo W Obsah staci pro <n> testl
LOT Cislo $arze u Vyrobce

/i/ Teplotni omezeni :’:‘E‘:" Chranite pred sluncem

F:DNHIDL + e Prostudujte si elektronicky
Pozitivni kontrola . s
navod k pouziti

Tento vyrobek splnuje pozadavky Evropske Direktivy 98/79/EC pro in vitro
diagnostické zdravotnické prostredky

17

B Genvinset® Lactose Intolerance



