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1- Informace pro bezpecnost

Prectéte si prosim cely tento navod k pouziti a dodrzujte jej pri pouzivani aktualni IVD sady.

Soupravu diagnostickych zdravotnickych prostredkd in vitro mohou pouzivat odbornici
s rozsahlymi zkusenostmi s analyzou DNA a interpretaci genetickych vysledkd.

V pripadé pochybnosti tykajicich se popisu metody testu se poradte s vyrobcem. Kontaktujte
nas telefonicky +34 976 094 603 nebo e-mailem customersupport@bdrdiagnostics.com.

Souprava IVD ma omezenou trvanlivost. Pred pouzitim sady se ujistéte, ze doba pouzitelnosti
nevyprsela. Reagencie ze soupravy po uplynuti doby pouzitelnosti mohou byt
znehodnoceny, coz by mohlo zhorsit vysledky. Cinidla s proslou dobou pouzitelnosti
zlikvidujte podle platnych predpisu.

Kontaminace vzorku nebo cinidla muze veést k nespravnym vysledkiim. Budte opatrni pri
extrakci DNA a manipulaci se vzorkem a Cinidly.

Tato sada se mlze béhem prepravy nebo skladovani poskodit. Soupravu nepouzivejte
v pripadée podezreni na poskozeni béhem prepravy. Peclivé dodrzujte podminky uchovavani
popsane na stitku a navodu k pouziti.

Zajistéte, aby bylo s odpadem nakladano v souladu s mistnimi predpisy. Nespravné nakladani
s odpady muze mit za nasledek kontaminaci zivotniho prostredi.

Toxikologickeé vlastnosti soupravy nebyly studovany do hloubky, proto se doporucuje
vyhnout se kontaktu s kuzi a sliznicemi. Nepozivejte. Bezpecnostni listy (SDS) jsou zakaznikovi
k dispozici na vyzadani.

Ujistéte se, ze tato souprava je adekvatni pro pozadovanou analyzu lekarem.

|
2 - Zamyslené pouziti

Genvinset® HLA B27v5 je poloautomatizovana in vitro diagnosticka souprava pro kvalitativni
detekci skupiny alel HLA-B'27 v genomove DNA extrahovane z plné krve, spojenych
s predispozici ankylozujici spondylitidy, pomoci real-time PCR s vyuzitim technologie sond
TagMan®.

Pacienti, ktefi mohou mit prospéch z tohoto stanoveni, jsou ti, kteri jsou odeslani specialistou
s klinickymi priznaky kompatibilnimi s revmatoidnimi onemocnénimi, jako je ankylozujici
spondylitida, reaktivni artritida, psoriaticka artritida nebo artritida souvisegjici s juvenilni
entezitidou a akutni predni uveitida. Vysledky tohoto testu by nemély byt jediné, na kterych
je zalozeno terapeutické rozhodnuti a mély by byt pouzity jako pomucka pri diagnostice
spolu s vysledky dalsich markert onemocnéni.

Zamyslenym uzivatelem soupravy je technicky personal vyskoleny k provadéni protokolu a
interpretaci vysledkl popsanych v navodu k pouziti.

3- Shrnuti a vysvétleni

Hlavni histokompatibilni komplex (MHC) je geneticka oblast, ktera obsahuje nejvice
polymorfnich lokust lidského genomu. Podili se na mechanismu prezentace antigenu a jako
takovy definuje obecnou imunologickou odpoved?.

V rdmci MHC je alelicka rodina HLA-B*27 souéasti lokusu HLA-B. Cetnost jedincti nesoucich
HLA-B*27 se v jednotlivych populacich znacne lisi, u bélocht je to priblizne 7-9 %2
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V roce 1972 byla objevena prvni asociace haplotypu leukocytarniho antigenu (HLA) s lidskym
zanetlivym onemocnéenim, ktera koreluje HLA-B'27 s ankylozujici spondylitidou (AS)3. To
zustava jednim z nejsilngjsich znamych vztaht mezi hlavnim antigenem histokompatibilniho
komplexu a onemocnéenim. Alely HLA-B"27 jsou pritomny az u Q0 % pacientl ve vétsine
etnickych skupin, kterée trpi AS“.

Podobnym zpUsobem byla prokazana vysoka prevalence tohoto antigenu u dalSich poruch
spojenych s HLA-B"27, vCetné reaktivni artritidy (dfive oznacovaneé jako Reitertv syndrom)
(60-70 %)55, psoriaticke artritidy (14-40 %), artritidy souvisejici s juvenilni entezitidou (60-90
%)89a akutni predni uveitidy (50 %)°.

Navzdory uznavané asociaci HLA-B'27 s témito poruchami neni prispevek HLA-B'27 k
patogenezi onemocnéni zcela jasny a bylo navrzeno nékolik teorii, protoze mechanismus,
kterym k onemocnéni dochazi, zGstava nezcela pochopen™.

4- Zasady postupu

Test je zalozen na technologii PCR v realném case s hydrolytickymi sondami. Kazdy vzorek
pomaha analyzovat:

e Par primert pro amplifikaci alel HLA-B*27 a par primert pro amplifikaci fragmentu
genu HBB (B-globinu), ktery slouzi jako vnitrni pozitivni kontrola (IPC).

e Hydrolyticka sonda pro detekcialel HLA-B"27 znacenych na 5' konci FAM fluoroforem
a hydrolyticka sonda pro detekci amplifikovaného fragmentu genu HBB (IPC) znaceny
na 5 konci HEX fluoroforem. Obé sondy jsou na 3' konci oznaceny zhasecem, ktery
inhibuje fluorescencni emisi, kdyz je sonda neporusena.

Jak PCR reakce pokracuje, 5'->3'exonukledzova aktivita Taq polymerazy Stépi sondy
hybridizované na jejich komplementarni sekvenci, oddéluje fluorofor od zhasece a produkuje
fluorescencni signal uméerny mnozstvi generovaného PCR produktu, ktery je monitorovan
v redlném Case v pristroji pro real-time PCR. Tedy:

eV pfipadé vzorkl s jednou nebo dvema kopiemi alel HLA-B"27 (HLA-B"27 pozitivni) se
FAM-znacena sonda vaze na svée komplementarni sekvence DNA, HEX-znacena
sonda se vaze na svou komplementarni sekvenci DNA na IPC a je pozorovano
nasledujici;
o Fluorescencni signal v kanalu FAM (Amax 518 nm) a
o Fluorescencni signal v HEX kanalu (Amax 556 nm).

e V pritomnosti vzorkl bez kopii alel HLA-B"27 (HLA-B*27 negativni) se sonda znacena
HEX vaze na svou komplementarni sekvenci DNA na IPC a je pozorovano nasledujici:

o Zadny signal nebo slaby signal v kanalu FAM a
o Fluorescencni signal v HEX kanalu.

5- Obsah sady

=2 GVS-B2705-24 (24 testl)
e  GVS-B27v5-PM: 1 injekeni lahvicka x 192 pl Primer Mix (PM) - modré vicko
e  GVS-B27v5-MM: 1 injekéni lahvicka x 240 ul Master Mix (MM) - Cervene vicko
e GVS-B27vs-C+: 1injekeni lahvicka x 15 pl Pozitivni kontrola (C+) — zelené vicko
e GVS-RB: 1injekeni lahvicka x 100 ul Reakeni blank (RB) - prirodni vicko
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=2 GVS-B2705-48 (48 testi)
e GVS-B27v5-PM: 2 lahvicky x 192 pl Primer Mix (PM) — modré vicko
e GVS-B27v5-MM: 2 lahvicky x 240 pl Master Mix (MM) - cerveneé vicko
e GVS-B27v5-C+: 1injekeni lahvicka x 15 pl Pozitivni kontrola (C+) — zelené vicko
e GVS-RB: 1injekeni lahvicka x 100 ul Reakeni blank (RB) - prirodni vicko

6- Skladovani sady

VSechny soucasti soupravy musi byt pfi prijmu skladovany pri teploté -30°C az -18°C. Za
téchto podminek si souprava zachovava svou funkcnost az do data expirace uvedeného na
Stitku.

Neprovadéijte vice nez 3 cykly zmrazovani/rozmrazovani lahvicek soupravy, protoze to mtze
snizit citlivost testu a ovlivnit vysledky. Pokud maji byt testy provadeny s malym poctem
vzorkU, doporucuje se pouzit alikvoty Cinidel, aby nedoslo k prekroceni doporuc¢eneho poctu
cykll zmrazovani/rozmrazovani.

Vzhledem k fotosenzitivni povaze Primer Mixu se vyhnéte trvaléemu vystaveni svéetlu.

7- Materialy pozadovane, ale nedodavané

Obecneé

e Jednorazove rukavice
e Laboratorni plast

Spotrebni zbozi
e Filtracni Spicky (P200, P20 a P10)
e Autoklavované zkumavky o objemu 1,5 ml
e Kompatibilni spotfebni material pro kazdy pristroj pro PCR v redlném Case

Vybaveni

e Virovy mixer/Vortex
e Centrifuga / Odstredivka
e Mikropipety (P200, P20 a P10)
e Pristroj pro PCR v redalném case s detekcnimi kanaly FAM a HEX/VIC. Validovana byla
nasledujici zarizeni:
o 7500, QuantStudio™ 5 a QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR Systems,
Applied Biosystemsm™
Systémy LightCycler® g6 a LightCycler® 480, Roche.
Rotor-Gen® Q, Qiagen®.
DT Lite Real-Time PCR System, DNA Technology.
qTOWERS3G, Analytik Jena.
CFXg6 Real-Time PCR, BioRad.
Mic gPCR, Molecular Systems

O 0O O O O O

Tato souprava je kompatibilni s automatizovanymi pipetovacimi systemy, jako jsou OMNIA
(Masmec Biomed), OT-2 (Opentrons) a epMotion® 5075 (Eppendorf). Ve vsech pripadech musi
byt pred pouzitim s touto soupravou provedena validacni zkouska téchto systemd.
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8- Odbeér a priprava vzorku

Vzorky musi byt odebrany v souladu s navodem k pouziti odbéroveho zarizeni (neni soucasti
sady) a podle narodnich a mezinarodnich smeérnic.

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

Tato technika je kompatibilni s nékolika metodami extrakce DNA. Byly testovany néktere
interferujici latky, které by mohly ovlivnit vysledek (viz bod 12). Pred poskytnutim vysledkt
s diagnostickym ucelem by mél byt proveden validacni test s takovou extrakéni metodou.

POZOR!

VSechny biologické vzorky a vzorky krve by mély byt povazovany za potencialne
infekcni. Pri manipulaci s nimi dodrzujte odpovidajici zakladni a univerzalni opatreni.

9- Postupy pouziti

=2 Nastaveni PCR

1

POZOR!

o Definujte pracovni oblasti pred a po PCR, ktere by mely byt oddéleny, aby se
snizilo riziko kontaminace. Pripravte PCR v oblasti pre-PCR.

e Pourzivejte laboratorni plast a jednorazove rukavice.

e Pracujte na ledu nebo na chladném bloku. Minimalizujte dobu mezi pripravou
a zacatkem testu.

e U kazdeho testu se doporucuje otestovat negativni kontrolu (RB) a pozitivni
kontrolu (C+) dodavanou se soupravou.

Pred zahajenim testu rozmrazte vSechny soucasti soupravy. Nalijte lahvicku Primer
Mix a opatrné promichejte lahvicku Master Mix. Kratce odstredujte, aby se shromazdil
objem na dné zkumavek.

Pripravi se reakcni smeés pro n+1 vzorkl s pouzitim mnozstvi uvedenych v této tabulce:

_ Objem na vzorek (ul)

Master Mix 10

Primer Mix 8

Jemné promichejte a odstredte, abyste zajistili, ze se veskery objem usadi na dne
zkumavky.

Napipetujte 18 pl této smési do desticky/zkumavek PCR.

Do kazdé jamky se prida 2 ul DNA (doporu¢ena koncentrace mezi 10 a 200 ng/ub),
Reaction Blank nebo Positive Control (C+).

Utésnéte desticku/zkumavky pomoci vhodného tésnéni, kratce virujte a kratce
odstredte, abyste zajistili, ze se veskery objem usadi na dné jamky. Pokud je to
mozne, ujistéte se, ze v jamkach nejsou zadné bubliny.
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6. Umistéte desticku/zkumavky do termocykleru a nastavte amplifikacni program
termocykleru, jak je popsano v nasledujici casti.

= Konfigurace termocykleru
1. Nastavte nasledujici Cteci kanaly:

e FAM kanal pro detekci sondy znacené FAM.
e HEX/VIC kanal pro detekci sondy znacené HEX.

2. Nastavte prislusny profil zesileni” a spustte béh:

95

00:10 X

Chlazeni 1 15 o X

(") Pro tepelné cyklery PCR v realnem case Rotor-Gene® (Qiagen) i DT-Lite (DNA-
Technology) nastavte nasledujici program amplifikace:

95

00:10 X

Chlazeni 1 15 0 X
= Likvidace

S odpadnimi produkty musi byt nakladano v souladu s mistnimi predpisy.

10- Vysledky
= Vizualizace vysledku

Analyza vysledkl se provadi pomoci specifického softwaru pouzivaneho pristroje real-time
PCR a podle navodu k pouziti vyrobce.

Po dokonceni behu vyberte linearni meritko pro vizualizaci krivek ampllifikace. Pred
interpretaci vysledkl se doporucuje zkontrolovat spravné chovani ziskanych amplifikacnich
krivek:

e Amplifikacni signal je povazovan za pozitivni, pokud je pozorovan rychly a pravidelny
narust hodnot fluorescence (exponencialni zesileni) s Ct<35.

e Slaby fluorescencni, linearni nebo exponencialni signal pozadi s Ct>35 by nemél byt
povazovan za pozitivni amplifikaci. Tento test umoznuje detekovat néktere alely
zarazené do skupiny vysoce polymorfnich HLA alel, mezi nimiz byly popsany male
rozdily v jejich sekvencich. Proto mohou byt v kanalu FAM pozorovany slabe
nespecificke signaly z jinych podobnych sekvenci, ale nedetekovanych HLA alel.
Vzhled téchto signald neznehodnocuje test.

BDR Genvinset® HLA B27vs5 7




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

Vzorky s anomalnimi amplifikacnimi krivkami musi byt znovu testovany.

POZOR!

Chcete-li urcit hodnotu Ct v kazdém kanalu, upravte prahovou caru nasledujicim
zpusobem:

Vyberte zobrazeni linearniho méritka a vyberte oblast, kde je fluorescencni signal
stabilni pred exponencialnim zesilenim. Umistéte prahovou caru nad tento signal
pozadi tak, aby protinal blizko inflexniho bodu zesilovaci krivky. Tato cara by méla
mirné prekracovat hodnotu nejvyssi fluorescence ziskanou s negativnimi vzorky pro
alelu detekovanou v tomto kanalu.

= Interpretace vysledku

Vysledky ziskaneé pomoci této sady musi byt interpretovany vizualizaci amplifikacnich krivek
v obou FAM a HEX kanalech. Vyberte 'linearni méritko" a urcete nepritomnost/pritomnost
vhodného zesileni v kazdem kanalu.

HLA-B*27 pozitivnich vzorkt

Amplification Plot FAM channel Amplification Plot HEX channel
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Cycle Cycle

Exponencialni zesileni s Ct<35 v FAM i HEX kandlu

HLA-B*27 negativni vzorky
Amplification Plot FAM channel Amplification Plot HEX channel
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Cycle Cycle

Zddny signdl nebo signdl nizké intenzity v kandlu FAM a exponencidlni zesileni v kandlu HEX (Ct<35)
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11- Kontrola kvality

Tato souprava obsahuje reakcni slepy vzorek Reaction Blank (negativni kontrola) a pozitivni
kontrolni vzorek (C+), které musi byt testovany v kazdem testu. Adekvatni chovani kontrolnich
vzorkU je zarukou spravneho provedeni testu.

Tets se povazuje za platny, pokud je v kontrolnich vzorcich pozorovan nasledujici vzor
amplifikace:

Reakéni blank (RB)
Amplification Plot FAM channel Amplification Plot HEX channel
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Cycle Cycle

Zddny signdl nebo signdl nizké intenzity (Ct>35) v kandlech FAM i HEX

Pozitivni kontrola (C+)

Amplification Plot FAM channel Amplification Plot HEX channel
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Cycle A Cycle

Exponencidlni zesileni s hodnotou Ct<35 v kandalech FAM i HEX.

IPC je detekovan v HEX kanalu a pouzit jako interni pozitivni kontrola pro kazdy analyzovany
vzorek. Proto je vysledek vzorku povazovan za platny, pokud je v HEX kanalu alespon
exponencialni amplifikace s Ct<35.

Pokud je u vyse uvedenych kontrol pozorovano adekvatni chovani, pokracujte v interpretaci
vzorky, jak je uvedeno v predchozi ¢asti.

Vysledek je treba povazovat za neplatny a mél by se opakovat, pokud:

o Amplifikacni kfivka s Ct<35 je pozorovana v kanalech FAM a/nebo HEX v reak¢nim
blamku.

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

e Vzorky DNA s amplifikacnimi krivkami s Ct>35 v FAM a/nebo HEX kanalech musi byt
povazovany za pochybne a mély by byt znovu testovany s pouzitim nove extrakce
DNA.
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12- Specifické provozni udaje

= Analyticka specificitat
Pro zjisténi analyticke specificity Genvinset® HLA B27v5 kitu byly pouzity ::

e Vysledky ziskané pri interni validaci této soupravy, kdy byla v naSich zarizenich
analyzovana studie s rtznymi vzorky gDNA drive typizovanymi alternativni metodou.
Vysledky kitu Genvinset® HLA B27v5 jsou plné v souladu s genotypy ziskanymi jinou
technologii. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

_ Genvinset® stavebnice HLA B27v5

Predchozi metoda HLA-B*27 pozitivhi | HLA-B"27 negativni

HLA-B*27 pozitivni 36 o]
HLA-B*27 negativni 0 57

e Zarovnani sekvence primert a sond s databazi genomové DNA. Nebyly hlaseny zadne
zkrizené reakce s jinymi oblastmi DNA.

e Zarovnani sekvence primert a sond s databazi IPD-IMGT/HLA. Je mozné, ze intronove
oblasti nékterych méné castych alel jesté nebyly sekvenovany, takze in silico
zarovnani primerd a sond v téchto oblastech neni znamo. Byla vygenerovana zprava
se seznamem detekovanych alel a netestovanych alel s moznym signalem nizkée
intenzity. Tato zprava je aktualizovana kazdy rok a je k dispozici na adrese
www.bdrdiagnostics.com.

Byl analyzovan vliv nekterych exogennich a endogennich potencialné interferujicich latek na
vysledky Genvinset® HLA B27vs kitu a byly vypocteny hodnoty IC50. Tyto latky byly pridany
do gDNA, které byly nasledné analyzovany pomoci Genvinset® HLA B27v5 kit. Hodnoty IC50
jsou zobrazeny v nasledujici tabulce:

Imunoglobulin G 0,50 g/l
FeCl3 0,74 mM
Hemoglobin 1,77 9/
K2-EDTA 18,47 mM
Citrat 12.5 mM
Ethanol 38,94 % (v/V)

Naproxen 290,83 g/l
Ibuprofen 12,24 g/l

Pritomnost potencialné inhibicnich latek musi byt vyloucena béhem extrakce a purifikace
DNA. Pred poskytnutim vysledku s diagnostickym ucelem by mél byt proveden validacni test
s takovou extrakcni metodou.

= Analyticka citlivost

LoD: Test fedéni byl proveden pomoci dvou vzorkd DNA (HLA-B*27 pozitivni a HLA-B*27
negativni). Testované vstupni hladiny DNA se pohybovaly od 40 ng do 0,016 ng () v
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trojnasobne redici sérii. Kazda uroven byla testovana ve trech vyhotovenich. Byly ziskany
nasledujici udaje:

e Detekenilimit = 1,48 ng (Ct<35)
Horni hranice: Dva vzorky (HLA-B"27 pozitivni a negativni) byly testovany ve dvojitem redeéni
v rozmezi od 400 ng do 6,25 ng (). Vykon testu zUstal prijatelny na vsech vstupnich urovnich:
vhodné sigmoidalni amplifikacni krivky a genotypizacni volani byly presné provedeny na
vsech urovnich (s hodnotami Ct<35).

(*") Koncentrace DNA byla mérena pomoci spektrofotometru Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

= Diagnosticka senzitivita a specificita

V ramci validace této soupravy byly v externich laboratofich analyzovany rlizné vzorky gDNA,
které byly dfive typizovany pomoci genotypizacni metodiky odlisné od Genvinset® HLA
B27v5 kitu. Byly ziskany nasledujici vysledky:

Genvinset® stavebnice HLA B27v5
_ HLA-B"27 pozitivni HLA-B"27 negativni

HLA-B 27
ier y 1 0
Predchozi pozitivni 3
metoda HLA-B_ 27' % “
negativni

Existuje 100% shoda ve vysledcich ziskanych pomoci soupravy Genvinset® HLA B27v5 a
genotypu drive ziskanych jinou metodou typizace.

= Presnost

Studie opakovatelnosti spocCiva v méreni variability v ramci série prostrednictvim analyzy
replik vSech druht vzorkd, ktere lze soupravou merit (HLA-B™27 pozitivni a negativni vzorky).
Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat.

Souprava Genvinset® HLA B27v5 vykazovala 100% opakovatelnost.

Byla provedena studie ke stanoveni reprodukovatelnosti Cinidla. Umoznuje odhadnout
variabilitu mezi béhy, sarzemi, termalnimi cyklery a operatory v realnem case. Pouzité vzorky
predstavuji celou skalu ocekavanych analytd, které lze méfit pomoci soupravy Genvinset®
HLA B27 vs, tj. HLA-B'27 pozitivnich a negativnich vzorkd. Tri rlzné Sarze ve trech
termocyklerech v realnem case byly testovany rlznymi operatory.

Souprava Genvinset® HLA B27v5 vykazovala 100% reprodukovatelnost.

= Pravdivost

Pravdivost analytického postupu soupravy Genvinset® HLA B27v5 je hodnocena porovnanim
s referencni metodou. Studie byla vyvinuta jako interni validace cinidla, ve které byla
prokazana pravost se 100% hodnotou. Viz c¢ast "Analyticka specificita”.

13 Omezeni postupu

Souprava detekuje alely HLA-B'27 obsazene v "HLA alleles detected_GVS-B27v5" na
www.bdrdiagnostics.com. Vzhledem k vysoce polymorfni povaze HLA alel se mohou
objevit slabé signaly z jinych alel podobnych sekvenci.

e Mutace nebo polymorfismy v mistech nasedani primeru/sondy mohou vest
k nedostatecné definici alely. K vyreseni typizace mohou byt zapotrebi dalsi
technologie.

Genvinset® HLA Ba27vs
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e VSechna doporuceni uvedena v tomto dokumentu by méla byt peclivé dodrzovana.
Jakekoli ukony, ktereé nesplnuiji tyto indikace, mohou vest ke Spatnym vysledkiim.

e Soupravu nepouzivejte, pokud existuje podezreni na moznou ztratu reaktivity,
kontaminaci, poskozeni externi krabice nebo jakoukoli jinou udalost, ktera by mohla
ovlivnit vykon soupravy.

e Veskeré manipulace s Cinidly Genvinset® musi byt provadény v souladu se spravnou
laboratorni praxi a musi byt pfizpisobeny mistnim predpistim.

e Nemichejte komponenty z jinych sad nebo Cisel Sarzi.

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

e Termocykler PCR v redalnem case musi byt kalibrovan podle doporuceni vyrobce a mél
by byt pouzivan v souladu s pokyny vyrobce.

e Data ainterpretace vysledkl musi byt revidovana kvalifikovanym personalem.

e Slouzi jako pomocny nastroj pro diagnostiku pacientll s podezfenim na poruchy
spojene s HLA-B"27. Pouzijte tyto vysledky ve spojeni s klinickymi udaji a vysledky
dalsich testl provedenych na pacientovi.

14- Pravodce odstranovanim problému

= V zadném vzorku neni detekovan zadny amplifikacni signal (ani
v kladnych kontrolach) nebo je intenzita velmi nizka

Pristroj PCR v realném case neni spravné naprogramovan. Tepelny profil neni
spravny/cteci kanaly nejsou spravné nakonfigurovany/vybrané fluorofory nejsou
vhodné.
o Zkontrolujte, zda je pristroj spravné naprogramovan.
e Polohy vzorkl a kontrol uvedené behem pripravy testu neodpovidaji poloham, ve
kterych byly umisteny do zarizeni.
o Spravné priradte polohu vzorkU.
 Cinidlo nefunguje spravné.

o Ujistete se, ze je souprava skladovana pri vhodné teploté (mezi -30°C a -18°C) a
chranéna pred svétlem. Vyhnéte se zbyte¢nym cyklim
zmrazovani/rozmrazovani. Nepouzivejte jej po uplynuti doby pouzitelnosti.

e Uvedena mnozstvi kazdeho z Cinidel nebyla pridana do reakcni smési.
o Zkontrolujte objem kazde slozky pridané do smeési.
e Pourzity spotrebni material neni kompatibilni s pouzivanym zarizenim.
o Ujistete se, ze byl pouzit spravny spotfebni material (kompatibilni s pouzitym
pristrojem PCR v realném case).

= V klinickych vzorcich nebyl detekovan zadny signal (signal se
objevi v pozitivni kontrole)
Spatna kvalita pouzité DNA.
o Zkontrolujte pomér absorbance 260/280 a zlikvidujte nekvalitni vzorky. Vyhnéte
se pritomnosti inhibitort. Opakujte odbér vzorkl a extrakci DNA.
Nedostatecna koncentrace DNA.
o Upravte koncentraci DNA na doporuceny rozsah koncentrace.
o Zkontrolujte, zda je koncentrace DNA nad mezi detekce.
Inhibice amplifikace.
o Odebirejte plnou krev do zkumavek s EDTA nebo citratem.
Nebyl pridan zadny vzorek.
o Opakujte test a ujistéte se, ze samples byly pridany.
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= Signal detekovany v negativni kontrole
e Chyba davkovani (pipetovani).
o Vymente Spicku pipety pokazde, kdyz je DNA pridana do jamky. Zkontrolujte, zda
vzorek pridany do jamky odpovida tomu, co je napsano na listu.
e Kontaminace lahvicky Primer Mix/Master Mix/Reaction Blank Amp.
o Opakujte test s Cerstvymi alikvoty.
e Oblast pripravy PCR je kontaminovana.
o Ocistéte povrchy, nastroje, laboratorni plaste a vyménte spotrebni material a
cinidla. Opakujte test.

= Intenzita fluorescence se liSi mezi vzorky nebo se objevi
abnormalni amplifikaéni kfivky
Necistoty mimo reakcni zkumavku narusuji detekci fluorescence.
o Zafizeni dUkladné vycistéte. Zkontrolujte, zda je vnéjSi strana
zkumavek/desticky cista. S destickou/zkumavkou manipulujte v rukavicich.
e Objem neni na dné studny nebo jsou tam né&jaké bubliny.
o Pred vlozenim zkumavek/desticek do termocykleru odstredte
o Zkontrolujte, zda nejsou néjakeé bubliny. Pokud ano, provedte kratke stoceni,
abyste je odstranili.
e Desticka/zkumavky nebyly spravne uzavreny.
o Opakujte test a zkontrolujte, zda jsou zkumavky /desticky spravné utésneny.
e Byly pouzity DNA s ruznymi koncentracemi nebo pouzity vzorek obsahuje inhibitor
reakce.
o Opakujte odbér a extrakci DNA.
Pritomnost polymorfismi nebo mutaci ve vazebnych mistech sondy/primeru.
o Kontaktujte nase oddéleni technicke podpory na customersupport@
bdrdiagnostics.com
Pritomnost rusivych latek:
o Vyhnéte se pritomnosti inhibitord. Opakujte test s novym odbérem vzorkd a
extrakci DNA.
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16- Oznameni kupujicimu

Tento produkt byl vyvinut pro diagnosticke ucely in vitro.

Pokud je souprava pouzivana na uzemi kterehokoli ¢lenskeho statu Evropske unie,
musi uzivatel nahlasit zavaznou nezadouci prihodu vyrobci
(regulatory@bdrdiagnostics.com) a prislusnemu organu své zemé a/nebo zemé
pacienta. Hlaseni zavaznych incidentt pro vsechny ostatni zemé musi byt provadéeno
v souladu s mistnimi pozadavky pro kazdou zemi.

Souhrn bezpecnosti a funkeni zpUsobilosti (SSP) je nahran do databaze EUDAMED
https.//ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home)a je pristupny uzivatelim
soupravy.

Produkty Blackhills Diagnostic Resources, SLU by nemély byt dale prodavany,
upravovany pro dalsi prodej nebo pouzivany k vyrobé jinych komercnich produktt bez
pisemneho souhlasu spolecnosti Blackhills Diagnostic Resources, SLU.

VSechny informace obsazené v tomto dokumentu mohou byt zméneny bez
predchoziho upozornéni. Blackhills Diagnostic Resources, SLU neprebira zadnou
odpovédnost za pripadné chyby v dokumentu. Tento dokument je povazovan za Uplny
a presny v dobé jeho zveregjnéni. Spolec¢nost Blackhills Diagnostic Resources, SLU v
zadnem pripadé nenese odpovednost za nahodné, zvlastni, vicenasobné nebo
odvozené skody zplsobené pouzitim tohoto dokumentu.

Zakoupenim tohoto produktu udélujete kupujicimu prava na zakladé urcitych patentt
spolecnosti Roche, které se pouzivaji pouze k poskytovani diagnostickych sluzeb in
vitro. Neudéluje zadny genericky patent ani zadné jiné patenty zamérené na jakekoli
jiné pouziti nez to, ktere je uvedeno.

FAM™ a HEX™ jsou ochranné znamky spolecnosti Life Technologies Corporation.
FAM™ a HEX™ mohou byt kryty jednim nebo vice patenty vlastnénymi spolecnosti
Applied Biosystems, LLC. Kupni cena tohoto produktu zahrnuje omezena, neprenosna
prava.

TagMan® je registrovana ochranna znamka spolec¢nosti Roche Molecular Systems, Inc.
Genvinset® je ochranna znamka spolecnosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U.

17- Rizeni zmén

Popis modifikace

Rev. 01 Prvni verze dokumentu.

Rev.02  Aktualizace validovanych termocyklerti PCR v realném case.

Rev.03  Pridani loga "CE" a zminky "Pro diagnosticke pouziti in vitro"

Rev.04  Modifikace programu teplotnich cykld. Zména objem( pozitivni kontroly,

smeési primerd a hlavni smési. Zména v seznamu validovanych termocyklert
PCR v realnem case. Vkladani UDI-DI kodd. Nove sekce: Presnost a Pravdivost.
Byly pridany informace tykajici se zamysleného uzivatele, zamysleného
pacienta a interferenci. Oprava prekleput a chyb v prekladu.

Rev.05 Aktualizace zamysleneho pouziti Zména v seznamu validovanych

termocyklert PCR v redalnem case. Aktualizace poctu vzorkl analyzovanych
pri validaci sady. Zahrnuti skutecnosti, ze SSP je nahran do EUDAMED a je
pristupny uzivatelim.
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Rev. 06

Rev. 07

Rev. 08

18- Vysvetleni symbola pouzitych na stitcich

Informace o zkousenych interferujicich latkach se dopliuji v oddilech 12 a 8.
Doplnéni podrobnosti o zkfizené reaktivité v oddile 12. Soulad s platnymi

evropskymi predpisy v ¢asti 18.

Oznaceni CE spolu s cislem notifikovane osoaby (NB), které potvrzuje
certifikacinpodle IVDR. Zmeény v informacich uvedenych v casti 8. Pridany
nove informace o analytické specificité v oddile 12. Zmény v poctu vzorkl
zahrnutych do diagnosticke senzitivity a specificity v oddile 12.

Zmeény v LoD. V oddilu 12 byla pridana nova interferencni latka. Zakonny

vyrobce je uveden na obalu.

IVD

DiagnosticRy zdravotnicky
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Tento vyrobek splauje pozadavky narizeni (EU) 2017/746 o diagnostickem

zdravotnickém prostredku in vitro
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