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1. ZAMYSLENE POUZITI

ZamysSlené pouziti souprav produktové fady FastQ je genetické testovani lidského genomu na
markery asociované s nemocemi a farmakogentikou. Pro soupravu FastQ B*27 jde o prikaz
pfitomnosti alel HLA-B*27, které jsou asociované s urCitymi autoimunitnimi onemocnénimi. ( viz
Popis vyrobku).

2. POPIS VYROBKU

Souprava FastQ B*27 se pouziva k molekularné-genetickému priikazu alel HLA-B*27. Protein HLA-
B27 je variantou lidského leukocytarniho antigenu B (HLA-B). Protein HLA-B27 je asociovan s fadou
autoimunitnich onemocnéni (Bechtérevova choroba, ankylozujici spondylitida, Reiterlv syndrom,
reaktivni artritida), a je proto pouzivan jako soucast diagnostického postupu (1, 2). Pozitivita na
HLA-B27 je asociovana s velmi vysokym rizikem onemocnéni. U jedincl suspektnich na
Bechtérevovu chorobu pfispiva prikaz HLA-B*27 vyznamné ke stanoveni lé¢by pacienta. U 3% az
6% populace nesouci gen HLA-B*27 se vyvine ankylozujici spondylitida a vice nez 90% vSech
pacient se séronegativni artritidou jsou nosici tohoto genu.

Souprava FastQ B*27 zahrnuje vSechny bézné subtypy HLA-B*27. Souprava navic umoznuje
rozlisit mezi subtypy asociovanymi s onemocnénim od subtypl HLA-B*27:06 a HLA-B*27:09, které s
ankylozujici spondylitidou asociovany nejsou (3).

3. PRINCIP TESTU

Test vyuzZiva genomickou DNA jako zakladni material. DNA je namnozZena v PCR se sekven¢né -
specifickymi primery (SSP). Primery byly specificky vyvinuty pro selektivni amplifikace exont 2 a 3
genu HLA-B*27 a rozpoznavaji subtypy B*27. Amplikony jsou detekovany hydrolyzacnimi prébami
(TagMan® proby), které jsou rovnéz lokus specifické a jsou znacené fluorescenénimi barvami, coz
zvySuje senzitivitu i specificitu reakce oproti klasické SSP.

Pokud jsou amplikony pfitomny, jsou proby hydrolyzovany pomoci Taq polymerazy a je emitovan
fluorescencni signal umérné s rostoucim mnozstvim PCR produktu. Fluorescenéni signal je méfen
pomoci optické detekéni jednotky v RT-PCR cykléru.

Test je provadén v jediné PCR reakci, ktera umoznuje detekci vnitfni pozitivni kontroly (lidsky gen
HBB), subtypl asociovanych sonemocnénim a subtypld sonemocnénim neasociovanych
v samostatnych kanalech s rdznymi fluorescenénimi barvami.

4. MATERIAL

4.1 Obsah soupravy FastQ B*27

. 260 pl Q Primermix B27, pfipraven k pouziti, obsahuje primery a proby

. 260 pl Q Plex Mix, pfipraven k pouziti, obsahuje dNTP , Taq polymerazu, reakéni pufr
. Navod k pouziti

4.2 Dopliikové reagencie a pristroje nutné k provedeni testu

o Reagencie pro izolaci DNA (validované soupravy pro DNA izolaci viz 6.2)
° Real -Time PCR cyklér (validované cykléry viz 4.3)
° RT-PCR reakéni zkumavky s vicky &i félii (validované vyrobky viz 4.3)
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) Destilovana voda
. Pipety (0,5 — 1000 pl) a Spicky

4.3  Validované cykléry a reakéni zkumavky

Cyklér RT-PCR reakéni zkumavky RT-PCR uzavéry

4titude Crystal Strips

® _A 1

CFX96™ Real-Time FrameStar® Break-A-Way PCR Plate, Product No. 4ti-0755
96 clear wells, clear frame, Product No.

PCR Detection System 41i-1200/C Optically clear adhesive film,

Comp. Bio-Rad . . . Product No. 4ti-0560
Comp. 4titude / Brooks Life Sciences Comp. 4titude/Brooks Life Sciences

Specialni poznamka: Pokud je pouzit jiny real - time cyklér, reakéni zkumavky Ci uzavéry, je nutno
proveést validaci uzivatelem.

4.4 Doporuéeni pro nevalidované cykléry a reakéni zkumavky

Pro nize uvedené cykléry byly provedeno zakladni testovani, ale nikoliv plna validace. Tabulka
ukazuje doporucené specifikace.

Cyklér RT-PCR reakéni zkumavky RT-PCR uzavéry
. LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, white,| LightCycler® 480 Sealing Foll,
LightCycler® 480 System, Product No. 04729692001, Product No. 04729757001
Comp. Roche
Comp. Roche Comp. Roche
MIC (Magnetic Induction Cycler) Tubes and caps: MIC-TUBES No. 68MIC-60653
Comp. Bio Molecular Systems Exclusive distributor (D/A): Comp. Biozyme
Rotor-Gene Q Strip Tubes and Caps, 0.1 ml,
Comp. Qiagen Cat No./ID: 981103 or 981106, Comp. Qiagen
Lightcycler 2.0 na
Comp. Roche o

5. SKLADOVANI A STABILITA

Soupravy jsou distribuovany s chladicimi vlozkami. Po pfijeti je nutno skladovat veSkeré reagencie
pfi < -20 °C. Datum exspirace je vyznaeno na etiketé kazdé reagencie. Datum exspirace
vyznacené na vnéjSim obalu soupravy odpovida datu exspirace té reagencie ze soupravy, ktera ma
dobu exspirace nejkratSi. Test opakovaného zamrazZeni - rozmrazeni neukazal Zadny vliv na kvalitu
testu pro Plex Mix do Sesti opakovani a pro Q Mastermix do patnacti opakovani. Pro vice cykll
rozmrazovani nejsou zatim dostupna data. Proto doporucujeme, pokud je to potfeba, si pfipravit
aliquoty.
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6. PRUBEH TESTU
6.1 Bezpecnostni a specialni poznamky

Molekularné genetické metody jsou velmi citlivé a musi byt provadény pouze dobie zaskolenymi
osobami, zkuSenymi jak v technikach PCR, tak i v testovani histokompatibility. Vysledky téchto testu
nelze pouzit jako jediny zaklad pro klinicka rozhodnuti.

Je nutné dodrzovat zvlastni bezpe€nostni opatfeni, aby se pfedeslo kontaminacim, a tim i faleSnym

vysledkam:

4 Pracujte v rukavicich (pokud je to mozné, tak bez obsahu pudru).

4 Pouzivejte novou $picku (s integrovanym filtrem) na kazdy pipetovaci krok.

4 Pouzivejte oddélena pracovni mista pro jednotlivé kroky: pre-amplifikaéni faze (DNA izolace
a pfiprava reakce) a post-amplifikacni faze (detekce).

4 Pouzivejte nastroje, reagencie a pfistroje samostatné pro kazdé pracovni misto zvlast a
nepfenasejte je.

6.2 Izolace DNA

Material pro izolaci genomické DNA musi byt dodan ve vhodném sbérném systému. Pro test je
vhodna EDTA nebo citratova krev. Pfitomnost heparinu maze inhibovat PCR, a tudiz nejsou sbérné
systémy s heparinem vhodné (4) a nelze je pouzit.

Doporucéujeme pouzivat CE IVD certifikované metody extrakce DNA.

Validované soupravy pro izolaci DNA:
¢ Qiagen QIAamp DNA Blood Kits (kolonky)
e Chemagic™ 360 (magnetické Castice)

o EXTRA-GENEHwysolovact-metoda)

Koncentrace DNA k provedeni FastQ B*27 testu je pozadovana v rozmezi 10-20 ng/ul.
DNA musi mit tyto indexy Cistoty:

. OD20/OD2gy = >1.5and<2.0
VySSi hodnoty znamenaiji pfitomnost RNA, nizSi kontaminaci proteiny.
. ODzso/Ongo = >1.8

NizSi hodnota indikuje mozné znecisténi uhlovodiky, solemi nebo organickymi
rozpoustédly.

6.3  Amplifikace

Je Zadouci pouzivat reakCni zkumavky doporu¢ené vyrobcem cykléru nebo zkumavky doporucené
v kapitole 4.3.

Pro kazdy vzorek pfipravte nasledujici reagencie a napipetujte je do reakéni zkumavky:

2 pl Q Primermix

2yl Plex Mix

1yl vzorek DNA (10 — 20 ng/ul)
5 pl destilovana voda.

Reaké&ni objem pro kazdy RT-PCR test je 10 pl.
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Doporuéené vyjimky

Rotor-Gene Q Cycler

Pri pouziti cykléru Rotor-Gene Q je nutno pouziti vétSiho reakéniho objemu. Na cykléru je
treba nastavit rekéni objem 20 pl.

Jsou tfi moznosti pro pripravu reakéni smésy:

a) Pouzijte dvojnasobné mnozstvi reagencii nez je uvedeno vy3e a tim dosahnéte reakéniho
objemu 20 pl.

b) Pfidejte dalSich 5 pl destilované vody (15 ul celkové).
C) Prekryjte PCR mix 5 pl mineralniho oleje (15 ul celkové).

Lightcycler 2.0

Pfi pouziti cykléru Roche LC 2.0 je nutno pro rozpoznani reakénich trubi¢ek (kapilar)
pristrojem pouzit refenéni barvu (ROX).

Koncentrace referenéni barvy v celkovém reakénim objemu 10 yl musi byt 120 nM. Doporucujeme
nahradit objem destilované vody (5 ul) stejnym objemem pfed fedéné ROX (240 nM).

Pokud pfipravujeme smés z Q Primermix, Plex Mix a destilované vody pro vice vzorkl je vhodné
pfidat rozumny objem navic kvuli moznym pipetovacim ztratam.

Pokud provadite negativni kontrolu (NTC) pfipravte reakci s destilovanou vodou misto DNA.

Uzavrete reakéni zkumavky a kratce stoCte obsah. Ujistéte se, Ze ve zkumavkach nejsou zadné
bublinky. Pokud jsou bublinky pfitomny, odstrarite je lehkym poklepanim o desku stolu. Spustte
PCR program s nasledujicimi parametry:

Krok Cas [g] Teplota [°C] Ramp rate [°C/s] Plate read zslflfjt
Pocatecn 120 96 2,5 . 1
inicializace
Denaturace 5 98 2,5 -

. 13
Annealing + o5 68 22 i
Extenze
Denaturace 5 98 2,5 -
- 37
Annealing + o5 68 i ano
Extenze

Pro praci se soupravou FastQ B*27 byly validovany tyto cykléry:

Biorad: CFX96™ Real-Time PCR Detection System: pouzijte standardni nastaveni

Doporuceni pro testované, ale nevalidované cykléry:

- Pfi pouziti cykléru LightCycler® 480 nastavte ramp rate na 4.4°C/s pro denaturaci a 2.2°C/s pro
annealing a extenzi. Nasledné provedte barevnou kompenzaci (“color compensation®).
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- Pfi pouziti cykléru Rotor-Gene Q je nutno upravit reakéni objem v nastaveni cykléru na 20 ul. Pro
analyzu dat muazete pouzit funkci "Use noise slop correction".

6.4 Interpretace vysledkl

V8echny testy, ve kterych je pfitomna humanni genomicka DNA (gDNA), musi vykazovat
fluorescencni signal v zeleném kanalu (FAM) s vnitfni kontrolou. Vzorky pozitivni pro HLA B*27
musi navic vykazovat pozitivni signal v oranzovém kanalu (CAL Fluor Orange 560). Cerveny kanal
(CAL Fluor RED 610) dava pozitivni signal tam, kde jsou pfitomny alely B*27:06 a B*27:09, které
jsou detekovany nezavisle.

Fluorofor Specificita

Oranzovy CAL Fluor Orange
560 (B*27 pozitivni)

Cerveny CAL Fluor Red 610
(B*27:06, *27:09 pozitivni)

# Nelze vylougit nasleduijici alely: B*27:91,106,136,154. Tyto alely jsou ale extrémné vzacné a nejedna se o CWD alely.

B*27:01-17,19-21,24-28,30-47,76-84,86-156,158-164

B*27:06,09 *

Amplifikaéni signal negativni kontroly (B*27 negative) hodnoty Cq musi byt mimo definovanou oblast
pro oba kanaly. Negativni kontrola s destilovanou vodou by neméla vykazovat zadny fluorescenéni
signal v prabéhu celé Q-PCR a slouzi jako kontaminacni kontrola. Fluorescenéni signal v rozsahu
definovanych Cq hodnot v negativni kontrole s destilovanou vodou je dukazem kontaminace.
Fluorescenc¢ni signal mimo rozsah hodnot Cq muze byt zpUsoben diky vysoké citlivosti metody
nespravnym pipetovanim. V téchto pfipadech by mél byt test zopakovan.

Tyto signaly jsou povazovany za pozitivni:

Fluorofor Hodnota Cq Vinova délka v nm
Vnitfni pozitivni kontrola Excitace: 495
zeleny FAM =20 Emise: 520

B*27 pozitivni ,
Excitace: 538

oranzovy CAL Fluor Orange <25 Emise: 559
560 (HEX)
B*27:06 pozitivni Excitace: 590
B*27:09 pozitivni Cerveny CAL Fluor Red 610 <20 s
(RED) Emise: 610
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7. VAROVANI A PREVENTIVNi OPATRENI

Soupravy FastQ B*27 jsou urCeny pouze pro in vitro diagnostické pouziti a mély by byt pouzivany
pouze dobfe zaSkolenymi a kvalifikovanymi osobami. VeSkera prace by méla probihat za
dodrzovani Standardu spravné laboratorni prace.

S biologickym materialem pouzitym k extrakci DNA (t.j. krvi nebo lidskou tkani) je nutné zachazet
jako s potencialné infekénim materialem. Pfi manipulaci s biologickym materialem doporucujeme
odpovidajici opatfeni (nepipetujte usty, noste jednorazové rukavice pfi manipulaci se vzorkem i pfi
provadéni testu, dezinfikujte si ruce po provedeni testu).

Biologicky material je nutné pfed likvidaci inaktivovat (napf. v autoklavu). Stejné tak jednorazové
pomucky by mély byt po pouziti inaktivovany nebo spaleny.

Vylity potencialné infekéni material by mél byt ihned odstranén savym papirovym ubrouskem a
kontaminovana oblast oCisténa standardnim desinfekénim prostfedkem nebo 70% alkoholem.
Material pouZity na uklid v€etné rukavic je nutné pred likvidaci inaktivovat (napf. v autoklavu).
Likvidace vSech vzork(l, nepouzitych Cinidel a odpadu by méla byt v souladu s mistni legislativou a
narizenimi.

Je tfeba zabranit mikrobialni kontaminaci reagencii pfi tvorbé aliquotd. Doporu€ujeme pouzivat
sterilni jednosmérné pipety a Spi¢ky. Zakalené reagencie a/nebo reagencie vykazujici jakékoli znaky
mikrobidlni kontaminace nesmi byt pouZity.

Bezpecnostni listy, respektive prohlaseni k Bezpecnostnim listim jsou k dispozici ke stazeni na
www.bag-diagnostics.com.

8. SPECIFIKACE VYKONNOSTNICH CHARAKTERISTIK

Kombinace primer( a préb zaruCuje pfesnou identifikace alel B*27 specifikovanych v kapitole 6.4.
Pfesnost a reprodukovatelnost testu je verifikovana pro kazdou novou Sarzi pomoci referenénich
vzorkll se znamym HLA typem.

Pro evaluacni studii soupravy FastQ B* bylo pouzito 95 pfedem otypovanych vzorkd. Vysledky
studie byly porovnany s vysledky dosazenymi pomoci s dalSich C certifikovanych typizacnich
souprav (mezi ostatnimi SSP, SSO a sérologie) a/nebo sekvenovanim. Nebyly pozorovany zZadné
diskrepance v detekci B*27 mezi testy.

DNA vzorky Interni studie celkem Procento shody [%)]

B27 negativni 84 100

B27 pozitivni 11 100
Celkem 95 100

Tabulka: Shrnuti interni studie ukazujici procento schody k referenéni typizaci a prikazu B*27.
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0. OMEZENi METODY
10.  VNITRNi KONTROLA KVALITY

Interni kontrolu kvality nové SarZe soupravy FastQ B*27 kit Ize provést pouzitim kombinace vzorku
DNA se znamym HLA typem.

Vnitfni pozitivni kontrola uspésné amplifikace je obsaZena v Q Primermix. Negativni kontrolu k
rozpoznani mozné kontaminace provedeme testem, kde DNA nahradime destilovanou vodou

(NTC).

11. RESENi PROBLEMU

Projev

Mozna pricina

Mozné/a reSeni

Spatny, nebo
zadny signal

Pritomnost inhibitoru.

Pouzijte Cisté reagencie.

V reakci neni zadna gDNA.

Zopakujte test. Budte pozorni na spravné
pipetovani.

Spatné parametry amplifikace.

Zkontrolujte program PCR a ramp rate.

Kontaminovana nebo degradovana
DNA.

Zkontrolujte koncentraci a kvalitu DNA.
Zkontrolujte DNA na gelu. Zopakujte izolaci
DNA.

Fluorescenéni proby nebo primery
jsou degradovany.

Pouzijte Cerstvy Q PrimerMix.

Zabrariite osviceni a Castému zamrazovani a
rozmrazovani. Zkontrolujte podminky
skladovani!

Bublinky v PCR reakénich
zkumavkach / zbytky roztoku na
vnitfnich st&nach zkumavky.

Peclivé pipetujte.
Stocéte PCR desku.

Nekompatibilni nebo nekvalitni

Pouzijte kompatibilni a vysoce kvalitni spotfebni
plast (viz kapitola 3.3).

spotrebni plast.

Spatny vypodet signalu z
dlvodu abnormalniho signalu v
poc&ate€nich cyklech béhu testu.

Pouzijte v softwaru opravny vypocet (napf.
"apply fluorescence drift correction — funkce v
systémech Bio-Rad, nebo vynechte prvnich pét
cykll z analyzy.

Vypareni reagencii diky
nespravnému uzavieni reagenénich
zkumavek.

Ujistéte se, Ze zkumavky jsou spravné
uzavieny. Budte opatrni na krajich pfelepovaci
folie.

Signal v
negativni
kontrole

DNA kontaminace negativni kontroly

Zopakujte negativni kontrolu.
Dekontaminujte pracovni prostor.
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12. OCHRANNE ZNAMKY POUZITE V TOMTO DOKUMENTU A NA VYROBCIH:

TagMan®je ochranna znamka spole¢nosti Roche Molecular Systems Inc.

13. VYSVETLENi SYMBOLU NA ETIKETACH

Dostate¢né pro N testl(l

Teplota skladovani / Omezeni teploty

Spotiebujte do

Viz navod k pouZiti

Vyrobce

B B <

Obsah, obsahuje

Zamyslené pouziti: Typizovani lidskych genetickych markeru, které jsou

[GENOTYPING| asociovany s chorobami, nebo farmakogenetickymi reakcemi.
IFU Navod k pouziti
Pouze pro IN VITRO pouziti
LOT Cislo $arze
IQ PRIMERMIX | B27] Primermix pro typizaci HLA-B*27 pomoci soupravy FastQ B*27
Mastermix pro RT-PCR
REF Katalogové Cislo
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Navody k pouziti v jinych jazycich na: http://www.bag-diagnostics.com nebo pfimo na
info@bag-diagnostics.com nebo telefonu +49 (0)6404-925-125
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