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1- Informace o bezpecnosti

Prectéte si prosim kompletné tento navod k pouziti a dodrzujte jej pri pouzivani této IVD soupravy.

Soupravu IVD mohou pouzivat odbornici, ktefi maji velké zkusSenosti s analyzou DNA a interpretaci
genetickych vysledku.

V pripadé pochybnosti ohledné popisu metody stanoveni se obratte na vyrobce. Kontaktujte na
telefonnim Cisle +34 976 094 603 nebo na e-mailove adrese customersupport@bdrdiagnostics.com.

Souprava IVD ma omezenou dobu pouzitelnosti. Pred pouzitim soupravy se ujistéte, ze doba pouzitelnosti
neuplynula. Reagencie ze soupravy by mohly byt po uplynuti doby pouzitelnosti znehodnoceny, coz by
mohlo zhorsit vysledky. Reagencie s proslou dobou pouzitelnosti zlikvidujte v souladu s platnymi predpisy.

Kontaminace vzorku nebo cinidla muize vést k nespravnym vysledkdm. Pri extrakci DNA a manipulaci
se vzorkem a cinidly budte opatrni.

Tato sada se muze pri preprave nebo skladovani poskodit. V pripadé podezreni na poskozeni béhem
prepravy soupravu nepouzivejte. Peclivé dodrzujte podminky skladovani popsané na Stitku a v
Navodu pro pouziti (IFU).

Zajistéte, aby bylo s odpadem nakladano v souladu s mistnimi predpisy. Nespravne nakladani s
odpadem muze vést ke kontaminaci zivotniho prostredi.

Toxikologicke vlastnosti soupravy nebyly dikladné prozkoumany, proto se doporucuje vyhnout se
kontaktu s kiizi a sliznicemi. Nepozivejte. Na vyzadani jsou zakaznikovi k dispozici Bezpecnostni listy
(MSDS).

Ujistete se, ze tato souprava je vhodna pro pozadovanou analyzu klinickym lékarem.

2- Zamyslené pouziti
Genvinset® HLA Behcet v5 je poloautomaticka diagnosticka souprava in vitro pro kvalitativni detekci

skupiny alel HLA-B'51/52 v genomove DNA extrahované z plné krve, ktera souvisi s predispozici k
Behgetové chorobé, pomoci PCR v realnem case s vyuzitim technologie sond TagMan®.

U pacienta, kterého doporuci prislusny odborny lékar (gastroenterolog), a s prihlednutim ke
kompatibilite prezentovanych priznakd; nékolik typt koznich lezi, zanét kloubu (artritida), strevni zanét s
prijmem a zanét nervoveho systéemu, a to jak centralniho (mozek, mozecek, mozkovy kmen, micha,
mozkove blany), tak perifernich nervi (ruce a nohy) a/nebo jeho rodinné anamneézy (napriklad primy
pfibuzny s diagnozou Behgetovy choroby), mize byt provedeno stanoveni skupiny alel HLA-B5.
Vysledky tohoto testu by nemély byt jedine, 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 vyskoleny k provadéni protokolu a
interpretaci vysledkt popsanych v navodu k pouziti.

3- Shrnutia vysvétleni na

Behgetova choroba (BD) je forma vaskulitidy, ktera se projevuje viedy v uUstech, urogenitalnimi vredy,
uveitidou, zanétem kulze, enterokolitidou a zanétem dalsich organt *2 Navzdory tomu, ze se jedna o
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celosvétove rozsirené onemocnéni, se nejcastéji vyskytuje v oblasti, ktera se rozprostira od vychodni
Asie po Stredomori (hedvabna stezka), s nejvyssim vyskytem v Turecku'3. Relativné Casté je take v
zemich, jako je Japonsko a [ran*2,

Podle ruznych védeckych studii existuje nekolik genetickych faktor(, které castecné urcuji nachylnost
k rozvoji onemocneéni*34. Konkréetne je znamo, ze BD je spojena s antigenem HLA-B5, ktery patri do
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) a je kodovan skupinou alel HLA-B"51/524 Antigen HLA-
B5 je tedy rizikovym faktorem silné spojenym s BD#5 .

Povaha klinickych projevt BD vedla k otazce, zda antigen HLA- B5 muze mit modulacni ucinek na
projevy onemocneéni. Vysledky rdznych studii naznacuiji, ze u HLA-B5 pozitivnich pacientl se Castéji
objevuji pfiznaky, které postihuji centralni nervovy systém nebo organy, jako je oko*®, zatimco u HLA-
B5 negativnich pacienttl se castéji objevuje tromboflebitida“.

4- Postup a principy

Test je zalozen na technologii PCR v redlném case s hydrolyznimi sondami. Kazdy vzorek je
analyzovan pomoci:
e Paru primert pro amplifikaci alel HLA-B*51/52 a paru primert pro amplifikaci fragmentu genu B-
globinu (HBB), ktery slouzi jako vnitrni pozitivni kontrola (IPC).
e Hydrolyzni sondy pro detekci alel HLA-B'51/52 znacena na 5 konci fluoroforem FAM a hydrolyzni
sonda pro detekci IPC (B-globin; gen HBB) znacena na 5" konci fluoroforem HEX. Obé sondy jsou na
3" konci oznaceny zhasecem, ktery inhibuje emisi fluorescence, kdyz je sonda neporusena.

V pribéhu PCR reakce stépi 5' a 3' exonukleazova aktivita Taq polymerazy sondy hybridizovaneé s jejich
komplementarni sekvenci, ¢imz dochazi k oddéleni fluoroforu od zhasedla a vzniku fluorescencniho signalu
umeéerného mnozstvi vzniklého PCR produktu, ktery je monitorovan v realném case v pristroji pro PCR v
realném case. Takto:
oV pripadé vzorkl s jednou nebo dvema kopiemi alel HLA-B'51/52 (HLA-B51/52 pozitivni) se sonda
znacena FAM vaze na své komplementarni sekvence DNA, sonda znacena HEX se vaze na své
komplementarni sekvence DNA v IPC a je pozorovana nasledujici situace:

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

o 'V pritomnosti vzorkd bez kopii alel HLA-B'51/52 (HLA-B'51/52 negativni) se sonda znacena HEX
vaze na svou komplementarni sekvenci DNA v IPC a je pozorovana nasledujici situace:

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

5- Obsah sady

= GVS-B505-24 (24 test)
o GVS-Bsvs-PM: Modry uzavér: 1 lahvicka x 192 ul Primer Mix (PM) - modry uzaver
o GVS-Bsvs-MM: 1 lahvicka x 240 pl Master Mix (MM) - Cerveny uzavér
o GVS-Bsvs-C+: 1 lahvicka x 15 pl Pozitivni kontrola (C+) - zeleny uzaver
e GVS-RB: 1 lahvicka x 100 ul Reaction Blank (RB) - prirodni uzavér
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= GVS-B505-48 (48 testll)
o GVS-Bsvs-PM: 2 lahvicky x 192 pl Primer Mix (PM) - modry uzavér
o GVS-Bsvs-MM: 2 lahvicky x 240 pl Master Mix (MM) - Cerveny uzaver
o GVS-Bsvs-C+: 1 lahvicka x 15 pl Pozitivni kontrola (C+) - zeleny uzaver
e GVS-RB: 1 lahvicka x 100 pl Reaction Blank (RB) - prirodni uzavér

6- Skladovani soupravy

VSechny soucasti sady musi byt po obdrzeni skladovany priteploté od -30 °C do -18 °C. Za techto podminek
jsou stabilni az do data expirace uvedeného na stitku.

Neprovadéjte vice nez 3 cykly zmrazeni/rozmrazeni lahvicek soupravy, protoze to muize snizit citlivost testu
a ovlivnit vysledky. Pokud se maji testy provadét s malym poctem vzorkl, doporucuje se pouzit alikvotni
Casti cinidel, aby se neprekrocil doporuceny pocet cykll zmrazeni/rozmrazeni.

Vzhledem k fotocitlive povaze Primeru se vyvarujte trvalého vystaveni svétlu.

7- Potrebné materialy, které nejsou dodavané

Obecné

o Jednorazove rukavice
e Laboratorni plast

Spotfebni material
o Filtracni Spicky (P200, P20 a P10)
e 1,5 mlautoklavované zkumavky
o Kompatibilni spotrebni material pro kazdy pristroj PCR v realném case

Vybaveni

e Virovy mixer

o Odstredivka

e Mikropipety (P200, P20 a P10)

e Pristroj pro PCR v redlném case s detekénimi kanaly FAM a HEX/VIC. Byly ovéreny nasledujici

pristroje:
o 7500, QuantStudio™ 5 a QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR Systems, Applied

Biosystems™.
Systémy LightCycler® 96 a LightCycler® 480, Roche.
Rotor-Gene® Q, Qiagen®.
DT Lite Real-Time PCR System, DNA-Technology.
qTOWER3 Analytik Jena.
CFX 96 Real-Time PCR, BioRad.
Mic gPCR, Molecular Systems.

O O O O O O

Tato sada je kompatibilni s automatickymi pipetovacimi systemy, jako jsou OMNIA (Masmec Biomed), OT-
2 (Opentrons) a epMotion® 5075 (Eppendorf). Ve vsech pripadech musi byt pred pouzitim téeto soupravy
provedena validacni zkouska téchto systemu.
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8- Odbeér vzorku a priprava

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

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

Tato technika je kompatibilni s nékolika metodami extrakce DNA. Byly testovany nékteré interferujici latky,
ktere by mohly ovlivnit vysledek (viz oddil 12). Pfed poskytnutim vysledkd s diagnostickym ucelem by méla
byt provedena validacni zkouska s takovou extrakéni metodou.

POZOR!

Se vsemi biologickymi a krevnimi vzorky je treba zachazet jako s potencialné infekénimi.
Pri manipulaci s nimi dodrzujte odpovidajici zakladni a univerzalni bezpecnostni opatreni.

14

9- Postup pouziti

= Nastaveni PCR

POZOR!

|« Definujte pracovni prostory pred a po provedeni PCR, které by mély byt oddéleny, aby
se snizilo riziko kontaminace. Pripravte PCR v oblasti pred PCR.

o Pouzivejte laboratorni plast a jednorazoveé rukavice.

e Pracujte na ledu nebo nad chladnym blokem. Zkratte dobu mezi pripravou a
zahajenim testu na minimum.

» Pro kazdy test se doporucuje testovat negativni kontrolu (Reaction Blank) a pozitivni
kontrolu (C+) dodanou se sadou.

Pred zahajenim testu rozmrazte vSechny soucasti soupravy. Vortexujte lahvicku se smési primert a peclive
promichejte lahvicku s master mixem. Kratce odstredte, abyste zachytili objem na dné zkumavek.
Pripravte reakcni smés pro n+1 vzorkl s pouzitim mnozstvi uvedenych v nasledujici tabulce:

Master Mix 10

Primer Mix 8
Jemné promichejte a odstredte, aby se veskery objem usadil na dné zkumavky.

Pipetujte 18 ul této smési do PCR desticek/zkumavek.

Do kazdé jamky pridejte 2 ul DNA (doporucena koncentrace mezi 10 a 200 ng/ b, slepou reakci nebo
pozitivni kontrolu (C+).

Uzavrete desticku/zkumavku pomoci vhodného tésniciho prostredku, kratce vortexujte a kratce
centrifugujte, aby se vesSkery objem usadil na dné jamky. Pokud je to moznée, ujistéte se, ze v
Jjamkach nejsou zadné bubliny.

Umistéte desticku/zkumavky do termocykleru a nastavte amplifikacni program termocykleru, jak je
popsano v nasledujici ¢asti.
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= Konfigurace termocykleru
1 Nastavte nasleduijici Cteci kanaly:

e Kanal FAM pro detekci sond znacenych FAM.
e Kanal HEX/VIC pro detekci sond s oznacenim HEX.

2 Nastavte prislusny profil amplifikace” a spustte béh:

95

Cukl o 00:10 X
™ e 00300 single
Chlazeni 1 15 oo X

() U termalnich cykléra Rotor-Gene® (Qiagen) a DT-Lite (DNA-Technology) pro PCR v redlném case
nastavte nasledujici amplifikacni program:

95

CVKkL 00:10 X
V" e oozs singe
Chlazeni 1 15 oo X

= Likvidace

S odpadnimi produkty se naklada v souladu s mistnimi predpisy.

10- Vysledky

= Vizualizace vysledkti

Analyza vysledkl se provadi pomoci specifického softwaru pouzitého pristroje pro PCR v redlném case a
podle pokynt vyrobce.

Po dokonceni béhu vyberte linearni stupnici pro vizualizaci amplifikacnich krivek. Pred pokracovanim v
interpretaci vysledkl se doporucuje zkontrolovat spravneé chovani ziskanych amplifikacnich krivek:

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

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

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

Vzorky s anomalnimi amplifikacnimi kfivkami musi byt znovu testovany.

&DR Genvinset® HLA Behget v5 .




POZOR!

Chcete-li urcit hodnotu Ct v kazdém kanalu, nastavte prahovou ¢aru nasledujicim zptsobem:

Zvolte linearni zobrazeni a vyberte oblast, kde je fluorescencni signal stabilni pred
exponencialnim zesilenim. Umistéte prahovou caru nad tento signal pozadi tak, aby
prochazela blizko inflexniho bodu amplifikacni krivky. Tato cara by méela mirné presahovat

hodnotu nejvyssi fluorescence ziskane s negativnimi vzorky pro alelu detekovanou v tomto
kanalu.

= Interpretace vysledku

Vysledky ziskane s touto sadou je treba interpretovat pomoci vizualizace amplifikacnich krivek v kanalech

FAM i HEX. Zvolte "linearni stupnici” a urcete nepritomnost/pritomnost sigmoidalni amplifikace v kazdem
kanalu.

HLA-B*51/52 pozitivni vzorky

Amplification Plot FAM channel Ampilification Plot HEX channel
s -
o e
180,000 100,000
- o
170000 170000
160,000 0,000
i B
1000 Enm
& 120000 120000
110,000 < 110,000 = |
s =
20,000 Lol
80.000 any
70.000 o0
60000 o000
0000 vl
0000 o
i b
20000 i
10000 o
& 10,000
o | I i 3 % % % % & woam 2 3 = m = % % % =
Cyele Cycle
Wes1/52 M blob
Exponencidlni amplifikracni krivRy s Ct<35 v kandlech FAM a HEX
N . .
HLA-B*51/52 negativni vzorky
Amplification Plot FAM channel Amplification Plot HEX channel
o
- om0
e om0
o 20m0
o s
s om0
s fp
=i i
il [
s o
o e
e e
b e
biied e
g 1000 120000
£ 10000 e
25 e
e =
won o
s o
i s
s o
o s
bt i
e o
b s
i :
-
opn - |
9 S S s o o o o = S S s T S S ST s
Cycle
W Be51/52 M bglob

Zadny signdl nebo signdl s nizkou intenzitou v kandlu FAM a exponencidlni zesileni v kandlu HEX (Ct<35).
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11- Kontrola kvality

Tato sada obsahuje slepou reakci a pozitivni kontrolu (C+), které je treba testovat v kazdem testu.
Odpovidajici chovani kontrolnich vzorkl je zarukou spravného fungovani soupravy.

Test je povazovan za platny, pokud je u kontrolnich vzorkd pozorovan nasledujici amplifikacni vzorec:

Rakcni Blank

Amplification Plot FAM channel o Amplification Plot HEX channel

858888888

nnnnnn

sy Migos

Zddny signdl nebo signdl s nizkou intenzitou (Ct>35) v kandlech FAM i HEX.

Pozitivni kontrola (C+)

Amplification Plot FAM channel Amplification Plot HEX channel

ARn

T

o
1000
20000

s

nnnnn

Cycle
Mgt

Exponencialni amplifikace s hodnotou Ct<35 v kandlech FAM | HEX

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 zjisténo odpovidajici chovani, pokracujte v interpretaci vzorkd, jak je
uvedeno v predchozim oddile.

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

o Amplifikacni krivka s Ct<35 je pozorovana v kanalu FAM a/nebo HEX v Reakcnim Blanku.

eV pozitivni kontrole je pozorovan neexponencialni amplifikacni signal nebo se objevi amplifikacni
signal s Ct>35.

e Vzorky DNA s amplifikacnimi krivkami s Ct>35 v kanalech FAM a/nebo HEX musi byt povazovany za
pochybné a mély by byt znovu testovany provedenim nove extrakce DNA

g ) Genvinset® HLA Behget v5 9




12- Specificka operaéni data

= Analyticka specifita

Analyticka specifita soupravy Genvinset® HLA Behget v5 byla analyzovana na zakladé:

o Vysledku ziskanych pfiinterni validaci této soupravy, kdy byly v nasich zafizenich analyzovany studie
s rlznymi vzorky gDNA, které byly drive typizovany alternativni metodou. Vysledky soupravy
Genvinset® HLA Behget v5 se plné shoduji s vysledky genotypizace ziskanymi alternativni metodoul.
Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

_ Souprava Genvinset ® HLA Behget v5

Predchozi metoda Bi1'51/ 52 p02|t|vn| B1'51/ 52 negativni

HLA-B*51/52 pozitivni

e Zarovnani sekvence primerd a sond s databazi genomoveé DNA. Nebyly zaznamenany zadné jevy
zkrizene reakce s jinymi oblastmi DNA.

e Zarovnani sekvence primerl a sond s databazi IPD-IMGT/HLA. Je mozné, ze intronické oblasti
nekterych nefrekventovanych alel nebyly dosud sekvenovany, takze zarovnani in silico primert a
sond v téchto oblastech neni znamo. Vytvori se zprava se seznamem zjistenych alel a bez
testovanych alel s moznou nizkou intenzitou signalu. Tato zprava je kazdorocné aktualizovana a lze
jinalézt na adrese www.bdrdiagnostics.com.

Byl analyzovan vliv nékterych exogennich a endogennich potencialne interferujicich latek na vysledky
soupravy Genvinset® HLA Behget v5 a byly vypocteny hodnoty 1C50. Tyto latky byly pfidany ke gDNA,
které byly nasledné analyzovany soupravou Genvinset® HLA Behcet v5. Hodnoty IC50 jsou zobrazeny v
nasledujici tabulce:

Imunoglobulin G 2,52 g/l

Dakortin 0,79/l
K2-EDTA 19,10 MM

Pritomnost potencialné inhibicnich latek musi byt pri extrakci DNA a purifikacnich protokolech eliminovana.
Pred poskytnutim vysledku s diagnostickym ucelem by méla byt provedena validacni zkouska s takovou
extrakéni metodou.

&DR Genvinset® HLA Behcget v5 10




= Analyticka citlivost

LoD: Byl proveden dilucni test s pouzitim dvou vzorkd DNA (HLA-B'51/52 pozitivni a HLA- B'51/52
negativni). Testovane vstupni hladiny DNA se pohybovaly od 40 ng do 0,016 ng () v trojnasobne redici serii.
Kazda uroven byla testovana ve trech opakovanich. Byly ziskany nasledujici udaje:

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

Horni mez: Dva vzorky s rlznymi genotypy (HLA-B'51/52 pozitivni a negativni) byly vysetreny v sérii
dvojnasobneho fedéni v rozmezi 800 ng az 6,25 ng (7). Vykonnost testu zUstala pfijatelna pfi vsech
vstupnich urovnich: vhodné sigmoidalni amplifikacni krivky a genotypove volani bylo presné provedeno pri
vsech urovnich (s hodnotami Ct<35).

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

= Diagnosticka citlivost a specifi¢nost

RUzné vzorky DNA byly analyzovany v rtznych laboratorich. Tyto vzorky byly dfive typizovany pomoci
genotypoveé metodiky odlisné od Genvinset®. Byly ziskany nasledujici vysledky:

Behget v5
L [tame
Pozitivni Negativni

HLA-B*51/52 - o
Predchozi Pozitivni
M=ites -0 HLA-B*51/52 o 2
Negativni

Vysledky ziskané pomoci soupravy Genvinset® HLA Behcet v5 a genotypy dfive ziskané jinou typizacni
metodou se shoduji na 100 %.

= Opakovatelnost

Studie opakovatelnosti spocivaji v méreni variability v ramci série prostrednictvim analyzy replik vsech
druht vzorkd, které lze soupravou meéfit (HLA-B'51/52 pozitivni a negativni vzorky). Kazdy vzorek byl
analyzovan ve dvou opakovanich.

Souprava Genvinset® HLA Behget v5 vykazovala 100% opakovatelnost.

Byla provedena studie ke stanoveni reprodukovatelnosti Cinidla. Umoznuje odhadnout variabilitu mezi
Jjednotlivymi sériemi, Sarzemi a termalnimi cyklery v redlném case. Pouzité vzorky predstavuji cely rozsah
ocekavanych analytd, které lze méfit pomoci soupravy Genvinset® HLA Behget v5, tj. pozitivni a negativni
vzorky HLA-B'51/52. Tri rzné Sarze ve trech termalnich cyklérech realneho casu byly testovany riznymi
operatory.

Souprava Genvinset® HLA Behcet v5 vykazovala 100% reprodukovatelnost.

= Pravdivost

Spravnost analytického postupu soupravy Genvinset® HLA Behget v5 se posuzuje porovnanim s referencni
metodou. Studie byla vypracovana jako interni validace cCinidla, v niz byla prokazana spravnost se 100%
hodnotou. Viz oddil "Analyticka specificnost”.
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13 Omezeni postupu

Souprava detekuje alely HLA B'51/52 zahrnuté v "HLA alleles detected_GVS-B505" na adrese
www.bdrdiagnostics.com. Vzhledem k vysoce polymorfni povaze alel HLA se mohou objevit slabé
signaly z jinych alel podobnych sekvenci.

e Mutace nebo polymorfismy v mistech zihani primerd/sond mohou mit za nasledek
nedostatecnou definici alel. K vyreseni typizace mlze byt nutné pouzit jiné technologie.

e VSechna doporuceni uvedena v tomto dokumentu by méla byt peclive dodrzovana. Jakékoli
vykony, ktere témto pokynum neodpovidaji, mohou vést ke Spatnym vysledkiim.

o Nepouzivejte soupravu, pokud existuje podezreni na moznou ztratu reaktivity, kontaminaci,
poskozeni vnéjsiho boxu nebo jakykoli jiny pripad, ktery by mohl ovlivnit vykon soupravy.

o Veskerd manipulace s ¢inidly Genvinset® musi byt provadéna v souladu se spravnou laboratorni
praxi a prizpusobena mistnim predpisum.

e Nemichejte komponenty z jinych sad nebo cisel sarzi.

e Nepouzivejte soupravu po uplynuti doby pouzitelnosti. Proslé reagencie zlikvidujte v souladu s
platnymi predpisy.

o Termocykler pro PCR v realném case musi byt kalibrovan podle doporuceni vyrobce a mél by
byt pouzivan v souladu s pokyny vyrobce.

o Vzhledem ke slozitosti typizace HLA musi udaje a interpretaci vysledkl revidovat kvalifikovany
personal.

e Slouzijako pomocny nastroj pro diagnostiku pacientt s podezrenim na poruchy spojene s HLA-
B'51/52. Tyto vysledky pouzivejte ve spojeni s klinickymi udaji a vysledky dalSich testu
provedenych u pacienta.

I ———
14- Reseni problému - privodce

= V zadném vzorku neni detekovan amplifikaéni signal (ani
v pozitivnich kontrolach) nebo je jeho intenzita velmi nizka.
e Pristroj PCR v redlném Case neni spravné naprogramovan. Tepelny profil neni spravny/cteci kanaly
nejsou spravné nakonfigurovany/ vybranée fluorofory nejsou vhodne.
o Zkontrolujte, zda byl pristroj spravné naprogramovan.
o Pozice vzorkul a kontrol uvedenych pri pfipravé testu neodpovidaji pozicim, ve kterych byly umistény
Vv pristroji.
o Spravne prifadte polohu vzorku.
« Cinidlo nefunguje spravné.

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

o Uvedena mnozstvi jednotlivych cinidel nebyla do reakcni smési pridana.
o Zkontrolujte objem jednotlivych slozek pridanych do smési.
Pouzity spotrebni materidl neni kompatibilni s pouzivanym zarizenim.
o Ujistéte se, ze byl pouzit spravny spotrebni material (kompatibilni s pouzitym PCR pristrojem).

= Vklinickych vzorcich neni detekovan zadny signal (signal se objevuje
v pozitivni kontrole).
o Spatna kvalita pouzité DNA.
o Zkontrolujte pomér absorbance 260/280 a vyradte nekvalitni vzorky. Vyvarujte se pritomnosti
inhibitort. Opakujte odbér vzorkl a extrakci DNA.
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Nedostatecna koncentrace DNA.

o Upravte koncentraci DNA na doporucene rozmezi.

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

o Odeberte plnou krev do zkumavek s EDTA nebo citratem.
Nebyl pridan zadny vzorek.

o Opakujte test a ujistéte se, ze byly pridany vsechny vzorky.

=> Signal detekovany v negativni kontrole

Chyba pri pipetovani.

o Pri kazdem pridani DNA do jamky vymente Spicku pipety.

o Zkontrolujte, zda vzorek pridany do jamky odpovida tomu, co je napsano v pracovnim listu.
Kontaminace injekéni lahvicky Primer Mix/Master Mix/Reaction Blank.

o Test opakujte s cerstvymi alikvoty.
Prostor pro pripravu PCR je kontaminovany.

o Cistéte povrchy, nastroje, laboratorni plasté a vyménujte spotfebni material a reagencie.

Zopakujte analyzu.

= Intenzita fluorescence se u jednotlivych vzorku lisi nebo se lisSi abnormalni

amplifikaéni krivky.
Znecistéeni vné reakeni zkumavky rusi detekci fluorescence.
o Zarfizeni dikladné vycistéte. Zkontrolujte, zda je vnéjsi strana zkumavek/desek cista. S
destickou/zkumavkou manipulujte v rukavicich.
Objem neni na dnée jamky nebo se v ném vyskytuji bubliny.
o Pred vlozenim do termoykleru zkumavky/plotny odstredte.
o Zkontrolujte, zda se neobjevuji bubliny. Pokud ano, kratkym otacenim je odstrante.
Deska/trubky nebyly spravné uzavreny.
o Zopakujte test a zkontrolujte, zda byly zkumavky/plotynky spravné uzavreny.
Byly pouzity DNA o rtznych koncentracich nebo pouzity vzorek obsahuje inhibitor reakce.
o Opakujte odbér vzorkl a extrakci DNA.
Pritomnost polymorfismi nebo mutaci na vazebnych mistech sondy/primeru.
o Kontaktujte nase oddéleni technické podpory na adrese customersupport@
bdrdiagnostics.com.
Pritomnost rusivych latek:
o Vyhnéte se pritomnosti inhibitord. Test opakujte s novym odbérem vzorkt a extrakci DNA.

)
2)
3)

4)
5)

6)

B
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16- Upozornéni zakaznika

Tento produkt byl vyvinut pro diagnosticke ucely in vitro.

Pokud je souprava pouzivana na uzemi kterehokoli ¢lenskeho statu Evropskée unie, musi uzivatel v
pripade, ze dojde k zavazné udalosti tykajici se pouziti soupravy, tuto skutecnost nahlasit vyrobci
(regulatory@bdrdiagnostics.com) a prislusnému organu své zemeé a/nebo zemé pacienta. Hlaseni
zavaznych incidentt pro vsechny ostatni zemé musi byt provedeno v souladu s mistnimi pozadavky
pro kazdou zemi.

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

Produkty spolecnosti Blackhills Diagnostic Resources, SLU. by nemely byt dale prodavany,
upravovany za ucelem dalsiho prodeje nebo pouzivany k vyrobeé jinych komercnich produktt bez
pisemného souhlasu spolecnosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U.

Veskere informace obsazené vtomto dokumentu mohou doznat zmén bez predchoziho upozornéni.
Spolecnost Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U. nenese zadnou odpovédnost za pripadné chyby
v dokumentu. Tento dokument je povazovan za Uplny a presny v dobé jeho zverejnéni. Spolecnost
Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U. v zadnem pfipadé nenese odpovédnost za nahodné, zvlastni,
vicenasobné nebo odvozené skody vzniklé v dusledku pouziti tohoto dokumentu.

Nakupem tohoto produktu ziskava kupujici prava na nektere patenty spolecnosti Roche, ktere se
pouzivaji pouze k poskytovani diagnostickych sluzeb in vitro. Neudéluje zadny genericky patent ani
zadné jiné patenty zaméfrené na jakékoli jiné pouziti kromeée uvedeneho.

FAM™ a HEX™ jsou ochranné znamky spolecnosti Life Technologies Corporation.

Na FAM™ a HEX™ se muze vztahovat jeden nebo vice patentt spolecnosti Applied Biosystems, LLC.
Kupni cena tohoto produktu zahrnuje omezena, neprenosna prava.

Tagman® je registrovana ochranna znamka spolecnosti Roche Molecular Systems, Inc.
Genvinset® je ochranna znamka spolecnosti Blackhills Diagnostic Resources, S.L.U.

17- Zmeény ovladani

Rev. 01 Vyrazove a pravopisne opravy

Rev. 03 Pridani loga "CE" a poznamky "Pro diagnosticke pouziti in vitro".
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Rev.05 Oznaceni CE doplnéné cislem NB, které osvédcuje podle IVDR. Aktualizujte
zamyslené pouziti. Zména v seznamu validovanych termalnich cyklérd pro PCR
Vv realném case. Zmeény v casti "Analyticka citlivost".
sekce.

Rev.06 Zmény v LoD. V oddilu 12 byla pfidana nova interferencni latka. Zakonny
vyrobce je uveden na obalu.

18- Vysvétleni symbolu pouzitych na stitcich

B

IVD E:ggggztéi% ii;gvotnicky g Datum expirace

REF| | Katalogoveé ¢islo W Obsah dostacuijici pro <n> test(
LOT| |Cislo sarze d Vyrobce

/H[ Teplotni limit f\/:i’i‘ Chrante pred slunecnim zarenim

[::[ﬂ Nahlednéte do elektronickeho navodu k

conTROL|+|| Pozitivni kontrola o
pouziti

c € Tento vyrobek splnuje pozadavky narizeni (EU) 2017/746 o in vitro testech.
diagnosticky zdravotnicky prostredek
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