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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 prostfedkd 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 predpis.

Kontaminace vzorku nebo cinidla mize vést k nespravnym vysledkim. Budte opatrni pfi
extrakci DNA a manipulaci se vzorkem a Cinidly.

Tato sada se mlze béhem prepravy nebo skladovani poskodit. Soupravu nepouzivejte
v pfipadé 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.

Toxikologicke vlastnosti soupravy nebyly studovany do hloubky, proto se doporucuje
vyhnout se kontaktu s ktzi a slizhicemi. Nepozivejte. Manualni bezpecnostni listy (MSDS) jsou
zakaznikiim k dispozici na vyzadani.

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

2 - Zamyslené pouziti

Genvinset® Lactose Intolerance je poloautomaticka in vitro diagnosticka souprava pro
kvalitativni  detekci polymorfismU -13910 C/T  (NCBI dbSNP rs4988235;
NM_005915.6:c.1917+326C>T) a -22018 G/A (NCBI dbSNP rs182549;
NM_005915.5:¢.1362+117G>A) genu MCM6 (OMIM: 601806) spojeného s perzistenci laktazy
v genomové DNA extrahované z plné krve pomoci Real-Time PCR pomoci specificke
technologie TagMan® sond.

Pacient odeslany prislusnym zdravotnickym  specialistou (gastroenterologem) a
s prihlédnutim ke kompatibilité prezentovanych priznakd - otok nebo distenze bricha, bolest
bricha, prdjem, nauzea, zaludecni zvuky, zvraceni a/nebo jeho rodinna anamnéza (napriklad
primy ascendent s epizodami slucitelnymi s intoleranci laktozy) mize byt predmétem studii
polymorfisml v LCT genu. Vysledky tohoto testu by nemély byt jediné, na kterych je
zalozeno terapeuticke rozhodnuti a mély by byt pouzity jako pomucka pri diagnostice spolu
s vysledky dalsich markerti onemocnéni.

Zamyslenym uzivatelem soupravy je technicky personal vyskoleny k provadéni protokolu a
interpretaci vysledkl popsanych v tomto dokumentu.
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3- Shrnuti a vysvétleni

Laktoza je disacharid nachazejici se v mléce savcu, ktery je ve strevé hydrolyzovan enzymem
laktazou (znamym také jako laktaza-filorizin hydrolaza nebo LPH) na dva vstrebatelnée
monosacharidy, glukozu a galaktézu. U vétSiny déti je aktivita laktazy na vrcholu béhem
perinatalnino obdobi a je nezbytna behem kojeni. Po nékolika mésicich vsak jeho aktivita
postupné klesa na témér nedetekovatelnou uroven v dusledku prirozené regulace exprese
laktazy (primarni hypolaktazie)*.

Neékteri lide si vSak aktivitu laktazy udrzuji az do dospélosti, a proto lze nalézt dvé skupiny Llidi:
skupinu "bez laktazy" s nizkou aktivitou laktazy a skupinu s perzistentni laktazou", ktera si
udrzuje schopnost travit mleko 23. Frekvence perzistence laktazy se velmi lisi v zavislosti na
regionu: je vysoka v severoevropskych populacich (>90 % ve Svédsku a Dansku), smérem na
jih Evropy a na Blizky vychod postupné klesa (pfiblizné 50 % ve Francii, Spanélsku a
v nékterych arabskych populacich) a je velmi nizka u asijskych a africkych populaci, i kdyz je
bé&zna u pasteveckych populaci (pfiblizné 1 % v Ciné, 5-20 % ve vychodni Africe)’.

Nizka aktivita laktazy v dospélosti vede ke Spatnému traveni laktozy, které vyvolava priznaky,
jako jsou bolesti a distenze bricha, nadymani, plynatost a prijem * Mnoho lidi s neperzistenci
laktazy vSak muze tolerovat malé mnozstvi laktézy bez priznakl a toleranci lze ziskat
prizpusobenim strevni flory pravidelnym prijmem laktozy (i kdyz exprese laktazy se nemeéni)s.
Proto se u ne vSech pacientl s nedostatkem laktazy vyvine intolerance laktozy.

Gen pro laktazu (LCT) se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 2. Dva
Jjednonukleotidove polymorfismy pred genem LCT byly spojeny s perzistenci laktazy:

LCT-13910 C/T se nachazi v intronu 13 genu pro udrzbu minichromozomu typu 6 (MCM6),
dédi se autozomalné dominantnim zplsobem, pricemz jedna alela postacuje k udéleni
fenotypu laktazove perzistence. Obecné se uznava, ze genotypizace C/T polymorfismu -
13910 presné koreluje s perzistenci laktazy v evropskych populacich (kde je pozitivnhé
korelovana v ~86%-98% pripadd), a proto by méla byt pouzita v diagnostice primarni
hypolaktazie®?. Tento polymorfismus vsak neni dobrym indikatorem laktazove perzistence
u neevropand, protoze pastevecke populace Afriky a Asie, i kdyz vykazuji vysokou prevalenci
laktazové perzistence, vykazuji nizkou frekvenci alely -13910T8,

LCT-22018 G/A se nachazi v intronu 9 MCM6. Tento polymorfismus je lepsim indikatorem
perzistence laktézy v severni Ciné a japonské a brazilské populace 9% a ve vétsingé pfipadl se
vyskytuje ve spojeni s -13910 C/T, s nékterymi vyjimkamiz*.

Polymorfismy spojené s laktazovou perzistenci jsou dominantni a aktivita laktazy zUstava
s jedinou alelou perzistentni na laktazu * Byly vsak hlaseny nékteré minoritni pripady
heterozygotnich pacienttl s polymorfismem -22018 G/A, ktefi vykazuji nonperzistenci
laktazy* .,

Genotyp a fenotyp

Perzistence laktazy Neperzistence laktazy

-13910 C/T (nesnasenlivost laktozy)
T/T C/T cs/C
Perzistence Souvisi hlavné s Neperzistence laktazy
-22018 G/A laktazy perzistenci laktazy12 (nesnasenlivost laktozy)
A/ A G/A G/G
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4- Zasady postupu

Test je zalozen na technologii real-time PCR a hydrolytickych sondach. Kazdy vzorek je
analyzovan ve dvou reakcich provadénych ve dvou rlznych jamkach (Reakcni C13910T a
Reakcni G22018A). V kazdé reakci jsou analyzovany nasledujici polymorfismy:

Polymorfizmus m HEX kanal

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

V reakcni C13910T je kazdy vzorek analyzovan pomoci:

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

e hydrolytické sondy specifické pro alelu divokého typu (C na rs4988235) znacené na 5'
konci fluoroforem HEX a hydrolytické sondy specifické pro mutovanou alelu (T na
rs49088235) znacena na 5' konci FAM fluoroforem.

V reakcni G22018A je kazdy vzorek analyzovan pomoci:

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

e hydrolytické sondy specifickeé pro alelu divokeho typu (G na rs182549) znacené na 5'
konci fluoroforem HEX a hydrolytické sondy specifické pro mutovanou alelu (A na
rs182549) zhacena na 5' konci FAM fluoroforem.

Véechny sondy jsou na 3' konci oznaceny zhasecem, ktery potlacuje fluorescenci fluoroford,
kdyz je sonda neporusena.

Jak PCR reakce pokracuje, aktivita 5'a 3'exonukleazy Taq polymerazy stépi sondy pripojené
k jejich komplementarni sekvenci, oddéluje fluorofor od zhasece a vytvari fluorescencni
signal umeérny mnozstvi PCR produktu generovaného a monitorovaného v realnem case
v pristroji pro Real-Time PCR . Tedy:

e v pripadé homozygotnich vzorkl divokeho typu (wt) pro analyzované varianty (-13910
C/C nebo -22018 G/Q) se HEX-znacena wt alelové specificka sonda vaze na
komplementarni sekvenci amplifikovaného genu a je pozorovano:

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

e vpripadé vzorkl homozygotnich mutantd (mut) pro analyzovane varianty (-13910 T/T
nebo -22018 A/A) se FAM-znacena mut alelové specificka sonda vaze na svou
amplifikovanou komplementarni sekvenci. V tomto pripadé je zjisténo nasleduijici:

o fluorescencni signal v kanalu FAM a
o zadny signal nebo slaby signal v kanalu HEX.

e v pripadé heterozygotnich vzorkl pro analyzované varianty (-13910 C/T nebo -22018
G/A) se obé sondy navazou na amplifikované sekvence DNA generujici:

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

Genvinset® Lactose Intolerance
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5- Obsah sady

2> GVS-LAC-24 (24 test)

e GVS-CT139-PM: 1 injekéni lahvicka x 96 pl Primer Mix C13910T (PM) - modré vicko

e  GVS-CT139-MM: 1 injekéni lahvicka x 120 ul Master Mix C13910T (MM) - Cerveneé vicko

e GVS-GA220-PM: 1 injekeni lahvicka x 96 pl Primer Mix G22018A (PM) - modreé vicko

e GVS-GA220-MM: 1 injekeni lahvicka x 120 ul Master Mix G22018A (MM) - Cervene vicko

e GVS-LAC-C1: 1injekéni lahvicka x 15 pl Control WT (C1) - zelené vicko

e  GVS-LAC-C2:1injekenilahvicka x 15 pl Control MUT (C2) - zelené vicko s oranzovou nalepkou
e GVS-RB:1injekeni lahvicka x 100 ul Reaction Blank (RB) - prirodni vicko

2> GVS-LAC-48 (48 test)

o  GVS-CT139-PM: 2 injekeni lahvicky x 96 pl Primer Mix C13910T (PM) - modre vicko

e  GVS-CT139-MM: 2 lahvicky x 120 pL Master Mix C13910T (MM) - Cervene vicko

e GVS-GA220-PM: 2 lahvicky x 96 pl Master Mix G22018A (PM) - modre vicko

o GVS-GA220-MM: 2 lahvicky x 120 pl Master Mix G22018A (MM) - Cervene vicko

e GVS-LAC-C1: 1injekeni lahvicka x 15 pl Control WT (C1) - zelené vicko

e GVS-LAC-C2:1injekenilahvicka x 15 pl Control MUT (C2) - zeleneé vicko s oranzovou nalepkou
e  GVS-RB:1injekeni lahvicka x 100 ul Reaction Blank (RB) - prirodni vicko

6- Skladovani sady

VSechny soucasti soupravy musi byt pri prijmu skladovany pfi teploté -30°C az -18°C. Za
téchto podminek jsou stabilni az do data expirace uvedeného na etiketé.

Na lahvickach soupravy neprovadéjte vice nez 3 cykly zmrazeni/rozmrazeni, protoze to
muUze snizit citlivost testu a ovlivnit vysledky. Pokud maji byt testy provadény s malym

poCtem vzorkd, doporucuje se pouzit alikvoty Ccinidel, aby nedoslo k prekroceni
doporuceneho poctu cykll zmrazovani/rozmrazovani.

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

7- Materialy pozadované, ale nedodavané

Obecné

e Jednorazove rukavice
e Laboratorni plast

Spotrebni zbozi

e Filtracni Spicky (P200, P20 a P10)
e Autoklavovane zkumavky o objemu 1,5 ml
e Kompatibilni spotrebni material pro pristroj pro PCR v realném Case

Vybaveni
e Virovy mixer
e Centrifuga - odstredivka
e Pipety (P200, P100 a P10)

Genvinset® Lactose Intolerance
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e Pristroj pro PCR v redlném case s detekénimi kanaly FAM a HEX/VIC. Validovana byla
nasledujici zarizeni:
o StepOne™, 7500 a QuantStudio™ 5 Systemy PCR v realnem case, Applied
Biosystems™
Systém LightCycler® g6, Roche
CFXg6 System PCR v redlném case, BioRad
System DT Lite PCR v realnem case, technologie DNA
Mic gPCR, molekularni systemy
qTOWER3 G, Analytik Jena

O O O O O

Tato souprava je kompatibilni s automatizovanymi pipetovacimi systéemy, jako jsou OMNIA
(Masmec Biomed), OT-2 (Opentrons) a epMotion® 5075 (Eppendorf). Ve vsech pripadech
musi byt pfed pouzitim s touto soupravou provedena validace téchto systemd.

8- Odbér a priprava vzorku

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

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 nékterée
interferujici latky, které by mohly ovlivnit vysledek (viz bod 12). Pred poskytnutim vysledkd
s diagnostickym ucelem by mél byt proveden validacni test s takovou extrakcni metodou.

POZOR!

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

9- Postupy pouziti

2> Nastaveni PCR

POZOR!
o o Definujte pracovni oblasti pred a po PCR, ktere by mély byt oddéeleny, aby
- se snizilo riziko kontaminace. Pripravte PCR v oblasti pre-PCR.

e Pouzivejte laboratorni plast a jednorazove rukavice.

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

e Pro kazdeé sezeni se doporucuje otestovat reakcni slepy pokus (negativni
kontrola Reaction Blank) a kontrolu T (C1) a kontrolu MUT (C2), které jsou
soucasti sady.

1. Pred zahdjenim testu rozmrazte vSechny soucasti soupravy. Vortexujte lahvicky
Primer Mix a opatrné promichejte lahvicky Master Mix. Kratce odstredujte, aby se
shromazdil objem na dné zkumavek.

2. Pro kazdou reakci (C13910T a G22018A) se pripravi reak¢ni smés pro n+1 vzorkd
s pouzitim mnozstvi uvedenych v nasleduijici tabulce;

Genvinset® Lactose Intolerance
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AN
Obj. na vzorek (ul) Obj. na vzorek (ul)
Primer Mix 4 4
Master Mix 5 5

Jemné promichejte a odstredéte, abyste zgjistili, ze se veskery objem usadi na dné
zkumavek.

Napipetujte 9 pl kazdé smési do desticky/zkumavek PCR.

Do kazdé jamky pridejte 1 pl DNA (doporucena koncentrace mezi 20 a 400 ng/ub),
Reaction Blank, Control WT nebo Control MUT. Vzhledem k tomu, ze existuji dvé
reakce, pouzivaji se dvé jamky na vzorek.

Utésnete desticku/zkumavky pomoci vhodneho tésnéni, kratce vortexujte a kratce
odstredte, abyste zgjistili, ze se veskery objem usadi na dné jamky. Pokud je to
mozne, ujistéte se, ze v jamkach nejsou zadne bubliny.

Umistéte desku/zkumavky do termocykleru a nastavte amplifikacni program
termocykleru, jak je popsano v nasledujici ¢asti.

> Konfigurace termocykleru

1.

2.

Nastavte nasledujici Cteci kanaly:

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

Nastavte nasledujici zesilovaci program a spustte béh:

Denaturace 05.00
95 00:15 X
Cykly 40
60 01.00 Jednotlivy
Chlazeni 1 15 oS X

2 Likvidace

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

10-

Vysledky

2 Vizualizace vysledku

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

Po dokonceni béhu vyberte linearni méritko pro vizualizaci kfivek amplifikace. Dlrazné se
doporucuje zkontrolovat spravné chovani amplifikacnich krivek pred tim, nez pristoupite
k interpretaci vysledku:

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

Slaby fluorescencni signal, signal pozadi nebo exponencialni signal s Ct>35 by nemél
byt povazovan za pozitivhi amplifikaci. Tento test umoznuje detekci alel, které se lisi

Genvinset® Lactose Intolerance



pouze o jeden nukleotid, a proto ve vzorcich homozygotnich pro jednu z alel lze
pozorovat slabée nespecificke signaly z fluoroforu pouziteho pro detekci druhée alely.
Vzhled téchto signalt neznehodnocuje test.

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.

POZOR!
@

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

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

Vzorky s anomalnimi amplifikacnimi krivkami musi byt znovu testovany.

2 Interpretace vysledkl

Po ovéreni spravného tvaru amplifikacnich kfivek se pro genotypoveé testy doporucuje
interpretace vysledkl na zakladé alelickych diskriminacnich graft. Vysledky genotypizace
kazdé reakce jsou ziskany z FAM a HEX kanalu.

Amplifikaéni krivka
Vyberte 'linedrni méritko" a sledujte nepritomnost/pritomnost vhodnych exponencialnich

amplifikacnich krivek v kazdém kanalu. Fluorescencni signaly z kanald FAM a HEX jsou
vyneseny modre a zelene.

Reakcéni C13910T

Amplification Plot C13910T . Amplification Plot C13g10T amplification Plot C13g10T
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Cycle Cycle ’ Cycle

Amplifikacni RfivRy pro homozygotni wt (-13910 C/C) (vlevo), heterozygotni (-13910 C/T) (uprostred) a
homozygotni mut (-13910 T/T) (vpravo) vzorky. FAM kanal - modra cara, HEX kandl - zelena ¢ara

Reakcéni G22018A

Amplification Plot G22018A Amplification Plot G22018A Amplification Plot G22018A

c
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Cycle : Cycle i ’ S lC:y'cle s s

Amplifikacni krivky pro homozygotni wt (-22018 G/G) (vlevo), heterozygotni (-22018 G/A) (uprostred) a
homozygotni mut (-22018 A/A) (vpravo) vzorky. FAM kandl - modrd cara, HEX kandl - zelena ¢dra
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Bodovy graf

Genotypove vysledky kazdé reakce jsou ziskany z FAM a HEX kanald. Mnoho softwarovych
programi pro PCR v realnem case umoznuje automaticky vykreslit data o intenzité
fluorescence jednoho kanalu oproti druhému (alelicka diskriminace / genotypizace /
rozptylovy graf). V tomto typu reprezentace datoveé body umisténé v blizkosti os X a Y
odpovidaji homozygotnim genotyplm pro alelu detekovanou fluoroforem reprezentovanym
na odpovidajici ose. Body umisténé priblizné uprostied osy odpovidaji heterozygotnim
genotyplm a negativni kontrola (Reaction Blank) by se méla objevit vlevo dole, blizko
pocatku souradnic. Tento druh analyzy se dlrazné doporucuje k interpretaci vysledkd tohoto

testu.
Allelic Discriminaticn Plot C13g10T Allelic Discrimination Plot G22018A
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Graf zobrazujici homozygotni vzorky wt (Cervené tecky), homozygotni mut (modré tecRy) a heterozygotni
(zelené tecRy) a reakcni blank (Cernad tecka) pro polymorfismy C13910T (levy graf) a G22018A (pravy graf)
pomoci soupravy Genvinset® Lactose Intolerance.

11- Kontrola kvality

Souprava obsahuje reakcni slepy vzorek (negativni kontrola), kontrolni WT (C1) a kontrolni
MUT (C2), které musi byt testovany jak v C13910T, tak v G22018A reakcich v kazdém testu.
Adekvatni chovani téchto kontrolnich vzorku je zarukou spravného provedeni reakce.

Vysledky se povazuiji za platné, pokud je v kontrolnich vzorcich ziskan nasledujici amplifikacni

obrazec:
Kontrola WT (C1)
Amplification Plot C13920T Amplification Plot G22018A
& g
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Zddny signdl nebo signdl nizké intenzity v kandlu FAM (modrd &dra) a exponencidini signdl s Ct<35 v
kanadlu HEX (zelena ¢ara)
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Kontrola MUT (C2)

Reakcni blank

Amplification Plot C13910T Amplification Plot G22018A
jagpb jul
(a4 (a4
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Exponencialni zesilovaci signdl s Ct<35 v kanalu FAM (modra cdra) a zadny signal nebo signal nizke
intenzity v kandlu HEX (zelena cara)

Je-li ve vyse uvedenych kontrolach pozorovano adekvatni chovani v obou reakcich,
pokracuje se v interpretaci zbyvajicich vzorkd, jak je uvedeno v predchozim oddile.

DDDDDD Amplification Plot C13910T Amplification Plot G22018A
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Cycle Cycle

Zddny signdl v kandlech FAM i HEX nebo zesileni s Ct>35
Vysledky jsou povazovany za neplatné a mély by se opakovat, pokud:

e amplifikacni krivka s Ct<35 je pozorovana v kanalech FAM a/nebo HEX v reakénim
slepém case.

e je pozorovan neexponencialni zesilovaci signal nebo se objevi zesilovaci signal s
Ct>35 v jamkach Control WT nebo Control MUT.

e alespon v jednom z fluorofort paru FAM/HEX neni zadny zesilovaci signal. Ocekava
se zesileni signalu alespon v jednom z fluorofort paru FAM/HEX.

e vzorky s exponencialnimi amplifikacnimi krivkami a hodnotami Ct >35 v kanalech FAM
a/nebo HEX by mély byt povazovany za pochybné a méla by byt provedena nova
analyza z nové extrakce DNA.

12- Specifické provozni udaje

2 Analyticka specifiénost

V ramci stanoveni analytické specificity byla na nasich pracovistich provedena studie
sruznymi vzorky gDNA, které byly drive typizovany jinou metodikou genotypizace nez
Genvinset®. Vysledky soupravy Genvinset® Lactose Intolerance jsou plné v souladu
s genotypy drive ziskanymi jinou technologii. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Genvinset® Lactose Intolerance 11




Genvinset® Lactose Intolerance

Genotyp
C13910T c/c C/T  T/T

Kromé toho bylo provedeno in-silico porovnani sekvenci primert a sond oproti genomove
DNA databazi. Sondy se vyrovnavaji specificky na -13910 C/T (NCBI dbSNP rs4988235;
NM_0059015.6; €.1917+326C>T) a -22018 G/A (NCBI dbSNP rs182549; NM_005915.5;
€.1362+117G>A) pozice v genu MCM6 (OMIM: 601806). Nebyly hlaseny zadne zkrizené reakce
s genomovou DNA.

Genotyp

G22018A G/G G/A A/A

Pritomnost variant v mistech annealing- primeru a/nebo sondy muize mit za nasledek
nedostatecnou definici alely. Syntetické DNA plazmidy obsahujici nasledujici jednotlive
zname varianty byly testovany trikrat, aby se otestoval jejich ucinek na vysledky soupravy
Genvinset® Lactose Intolerance: rs4988234, rs536575338, rs41456145, rs4988235 (CaT),
rs4988236, rs1347100506, rs867888999, rs541551514, rs1389540421,  rs145918931,
rs537707375, rs911982026 a rs1269304006. Spravne genotypy byly ziskany v pritomnosti
vetsiny variant s urcitymi vyjimkami (viz bod 13).

Byl analyzovan vliv nékterych exogennich a endogennich potencialné interferujicich latek na
vysledky Genvinset® Lactose Intolerance a byly vypocteny hodnoty IC50. Tyto latky byly
pridany do gDNA, které byly nasledné analyzovany pomoci teto soupravy. Byly ziskany
nasledujici hodnoty IC50:

Hemoglobin 1419/l

K2-EDTA 11,03 MM

Pritomnost potencialné inhibicnich latek musi byt eliminovana jak béhem extrakce DNA, tak
béhem purifikace. Pfed poskytnutim vysledku s diagnostickym ucelem by mél byt proveden
validacni test s takovou extrakéni metodou.

2 Analyticka citlivost

LoD: Test redéni byl proveden s pouzitim rlznych vzorkd DNA (homozygotni divoky typ
(-13910 C/C a -22018 G/Q), heterozygotni (-13910 C/T a -22018 G/A) a homozygotni mutant
(-13910 T/T a -22018 A/A) pro polymorfismy C13910T i G22018A). Testovane vstupni hladiny

BDR Genvinset® Lactose Intolerance
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DNA se pohybovaly od 40 ng do 0,016 ng (") v trojnasobné redici sérii. Kazda uroven byla
testovana ve trech vyhotovenich. Byly ziskany nasledujici udaje:

e Detekceni limit divokych a mutovanych alel = 1,48 ng/ul (Ct<35)

Horni hranice: Vzorky s riznymi genotypy (C13910 a G22018A homozygotni divoky typ,
heterozygotni a homozygotni mutant) byly testovany v trojndsobneé sérii redéni v rozmezi od
400 ng do 6,25 ng (). Vykon testu zUstal prijatelny na vSsech vstupnich urovnich: vhodné
exponencialni amplifikacni krivky a genotypizacni volani byly presne provedeny na vsech
urovnich (s hodnotami Ct<35).

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

2 Diagnosticka senzitivita a specificita

Ruzné vzorky gDNA byly analyzovany v riznych studiich v externich laboratorich. Tyto vzorky
byly dfive typizovany pomoci genotypizacni metodiky odlisné od soupravy Genvinset®
Lactose Intolerance. Byly ziskany nasledujici vysledky:

Genvinset® Lactose Intolerance

C13910T G22018A

Genotyp Genotyp

C13010T c/c C/T T/T G22018A G/G G/A  A/A
N c/C 22 0] 0 N G/G 17 0 0
2o 85
9L C/T 0 19 o 82 G/A ) 23 0
L e QL e
o T/T 0] 0] 19 o A/ A o] 0 16

Existuje 100% shoda ve vysledcich ziskanych s Genvinset® Lactose Intolerance sadou a
genotypizaci dfive ziskanou s jinou komercni sadou.

> Presnost

Studie opakovatelnosti spocCiva v méreni variability v ramci série prostrednictvim analyzy
replik vSech druht vzorkd, ktere lze mérit soupravou (homozygotni a heterozygotni vzorky).
Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat.

Souprava Genvinset® Lactose Intolerance vykazovala 100% opakovatelnost.

Byla provedena studie ke stanoveni reprodukovatelnosti Cinidla. Umoznuje odhadnout
variabilitu mezi béhy, Sarzemi a operatory. Pouzité vzorky predstavuji celou Skalu
oCekavanych analytl, které lze mérit s Genvinset® Lactose Intolerance, tj. homozygotni
divoky typ, homozygotni mutant a heterozygot pro C13910T i G22018A polymorfismy. Tri
operatori provedli test ve trech rliznych sériich a testovali tfi rizneé sarze reagencii.

Souprava Genvinset® Lactose Intolerance prokazala 100% reprodukovatelnost.

= Pravdivost

Pravdivost analytického postupu Genvinset® Lactose Intolerance byla hodnocena
porovnanim s referencni metodou. Studie byla vyvinuta jako interni validace Cinidla, ve ktere
byla prokazana pravost se 100% hodnotou. Viz cast "Analyticka specificita”.

Genvinset® Lactose Intolerance
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13- Omezeni postupu

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

e Mutace nebo polymorfismy v mistech nasedani primert/sond jsou mozné a mohou
vést k nedostatecné definici alely. K vyreseni typizace mohou byt zapotrebi dalsi
technologie. C13910T heterozygotni vzorky budou nespravné typizovany jako vzorky
C13910T mutantll v pritomnosti variant rs4988235 (CaT) nebo rs4988236. Z
homozygotnich vzorkl rs4988235 (CaG) nebudou ziskany zadne vysledRy genotypu.
G22018A heterozygotni vzorky budou nespravné typizovany jako homozygotni mutace
v pritomnosti variant rs145918931 nebo rs537707375. U vzorkd homozygotnich mutantt
se dlrazné doporucuje potvrdit jinou metodikou.

e Vsechna doporuceni uvedena v tomto dokumentu by méla byt peclive dodrzovana.
Jakékoli vykony, které nespliuji tyto indikace, mohou vést ke Spatnym vysledkim.

e Soupravu nepouzivejte, pokud existuje podezfeni 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 pfizplsobeny mistnim predpistim.

¢ Nemichejte komponenty z jinych sad nebo cCisel sarzi.

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

e PCR Realk-Time termocykler byt kalibrovan podle doporuceni vyrobce a mél by byt
pouzivan v souladu s pokyny vyrobce.

e Interpretace dat a vysledkl by méla byt revidovana kvalifikovanym personalem.

e Tento produkt je pomocnym nastrojem pro diagnostiku pacientll s podezrenim na
intoleranci laktozy. Pouzijte tyto vysledky ve spojeni s klinickymi udaji a vysledky
dalsich testl provedenych na pacientovi.

o ~ /4 I 4 1 4 o
14- Pruvodce odstranovanim problemu
2 V zadném vzorku neni detekovan zadny amplifikaéni signal
(ani v kladnych kontrolach) nebo je intenzita velmi nizka
e Pristroj PCR neni spravné naprogramovan. Tepelny profil neni spravny/cteci kanaly
nejsou spravne nakonfigurovany/vybraneé fluorofory nejsou vhodné.
o Zkontrolujte, zda je pristroj spravne naprogramovan.
e Polohy vzorkl a kontrol uvedené na listu se neshoduji s pozicemi, ve kterych byly
umistény v zarizeni.
o Spravné priradte polohu vzorku.
 Cinidlo nefunguje spravné.
o Ujistéte se, ze je souprava skladovana pri vhodné teploté (mezi -30°C a -18°C)
a chranéna pred svétlem. Vyhnéte se zbytecnym  cyklim
zmrazovani/rozmrazovani. Nepouzivejte jej po uplynuti doby pouzitelnosti.

e Uvedena mnozstvi kazdého z Cinidel nebyla pridana do reakcni smeési.
o Zkontrolujte objemy kazdeé slozky pridane do smesi.

e Pouzity spotrebni material neni kompatibilni s pouzivanym zarizenim.

Genvinset® Lactose Intolerance 14




o Ujistéte se, ze pouzivate spravny spotrebni material (kompatibilni s pristrojem
PCR).
2 V klinickych vzorcich neni detekovan zadny signal (signal se
objevuje u pozitivnich kontrol)
e Spatna kvalita pouzité DNA.

o Zkontrolujte pomér absorbance 260/280 a zlikvidujte nekvalitni vzorky.
Vyhnéte se pritomnosti inhibitort. Opakovany odbér vzorkl a extrakce DNA.

Nedostatecna koncentrace DNA.
o Upravte koncentraci DNA na doporuceny rozsah koncentrace.

o Zkontrolujte, zda je koncentrace DNA nad mezi detekce.
e Inhibice amplifikace.

o Odebiregjte plnou krev do zkumavek, jako je EDTA nebo citrat.

Nebyl pfidan zadny vzorek.
o Opakujte test a ujistéte se, ze vzorky byly pridany.
2 Signal detekovany v negativni kontrole
e Chyba davkovani (pipetovani).
o Vyménte Spicku pipety pokazde, kdyz je DNA pridana do jamky. Zkontrolujte,
zda vzorek pridany do jamky odpovida tomu, co je napsano na listu.
¢ Kontaminace lahvicky Primer Mix/Master Mix/Reaction Blank Amp.
o Opakujte test s Cerstvymi alikvoty.
e Oblast pripravy PCR je kontaminovana.
o Cistéte povrchy, nastroje, laboratorni plasté a vyménuijte spotfebni material a
Cinidla. Opakuijte test.
2 Intenzita fluorescence se u jednotlivych vzorka lisi nebo jsou
detekovany abnormalni amplifikaéni krivky

Necistoty mimo reakéni zkumavku narusuji detekci fluorescence.
o Zafizeni dudkladné vycistéte. Zkontrolujte, zda je vnéjsi strana
zkumavek/desky cista. S deskami/zkumavkami zachazejte v rukavicich.
e Objem neni na dné studny nebo jsou tam n&jake bubliny.

o Pred vlozenim do termocykleru desticky/zkumavky odstredte.
o Zkontrolujte, zda nejsou bubliny. Pokud ano, provedte kratkou centrifugaci,
abyste je odstranili.

e Mirné snizeni objemu v nékterych jamkach, které je dusledkem variability procesu,
zpusobuje, ze reakce neni adekvatné detekovana v téch termocyklerech, kde se
objem PCR shoduje se spodni hranici pfipustného objemoveého rozsahu.

o Pridejte 2 ul DNA do PCR jamky misto 1 pl, udrzujte doporuc¢enou koncentraci
v reakci (mezi 20 a 400 nQ).

e Desticka/zkumavky nebyly spravne utesneny.

o Opakujte test a zkontrolujte, zda jsou desticky/zkumavky spravné utésnéeny.

e Byly pouzity DNA s rlznymi koncentracemi nebo pouzity vzorek obsahuje inhibitor
reakce.

o Opakujte odbér a extrakci DNA.

e Pritomnost polymorfismd nebo mutaci ve vazebnych mistech sondy/primeru.

Genvinset® Lactose Intolerance
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o Kontaktujte nase oddéleni technické podpory na adrese customersupport@
bdrdiagnostics.com.

Pritomnost interferujicich latek.

o Vyhnéte se pritomnosti inhibitord. Opakuijte test s novym odbérem vzorkl a
extrakci DNA.
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16- Oznameni kupujicimu

e Tento produkt byl vyvinut pro diagnosticke ucely in vitro.
e Pokud je souprava pouzivana na uzemi kteréhokoli ¢lenského statu Evropskeé unie,

musi uzivatel nahlasit zavazny incident vyrobci (regulatory@bdrdiagnostics.com) a
prislusnym organim sve zeme a/nebo zemeé pacienta. Hlaseni zavaznych incidentd
pro véechny ostatni zemé musi byt provadéeno v souladu s mistnimi pozadavky pro
kazdou zemi.

e Souhrn bezpecnosti a vykonu (SSP) je nahran do databaze EUDAMED a je pristupny

uzivatelim soupravy (https.//ec.europa.eu/tools/eudamed/ #/screen/home).

e Produkty Blackhills Diagnostic Resources, SLU by nemély byt dale prodavany,

upravovany pro dalsi prodej nebo pouzivany k vyrobé jinych komercnich produktlt bez
pisemného souhlasu spolecnosti Blackhills Diagnostic Resources, SLU.

e Vsechny informace obsazené v tomto dokumentu mohou byt zménény 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. Spolecnost Blackhills Diagnostic Resources, SLU v
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zadném pripadé nenese odpovédnost za nahodné, zvlastni, vicenasobné nebo
odvozene skody zplsobeneé pouzitim tohoto dokumentu.

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

e FAM™ a HEX™ jsou ochranne znamky spolecnosti Life Technologies Corporation.

e FAM™ a HEX™ mohou byt kryty jednim nebo vice patenty vlastnénymi spolecnosti
Applied Biosystems, LLC. Kupni cena tohoto produktu zahrnuje omezena, neprenosna
prava.

e TagMan® je registrovana ochranna znamka spolec¢nosti Roche Molecular Systems,
Inc.

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

I
17- Rizeni zmén

Rev. 00 Prvni verze
Rev. 01 Pridani znacky CE a oddilu "Diagnosticka senzitivita a specificita’

Rev. 02 Pridani pristroje CFX96 real-time PCR do seznamu validovanych

termocyklert
Rev. 03 Sekce "Vysledky": oprava graft
Oprava preklepl a chyb v prekladu. Nové sekce: Presnost a
pravdivost, Informace pro bezpecnost. Byly pridany informace tykajici
Rev. 04 se zamysleneho uzivatele, zamysleného pacienta a interferenci.

Zmeéna objemu lahvicek. Zména nazvu Control WT a Control MUT.
Zmeény v seznamu validovanych cyklerd PCR v realném case.
Vkladani UDI-DI kodu.

Oznaceni CE spolu s cislem NB, které potvrzuje podle IVDR.
Aktualizujte zamyslené pouziti. Uvod v &asti 14 moznosti pouziti 2 ul
vzorku DNA. Dalsiinformace jsou uvedeny v oddilech 12 a 13. Zména
Zjeveni 05 nazvu Control WT a Control MUT. Uprava v seznamu validovanych
real-time PCR zarizeni. Cilova populace a interference. Zahrnuti
skutecnosti, ze SSP je nahran do EUDAMED a je pristupny
uzivatelim.

18- Vysveétleni symbolt pouzitych na stitcich
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