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EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6

( € REF| 90060-C6 (pro 192 stanoveni)

pouZitelnosti:

SloZeni soupravy: Skladovani a doba

1 x 580 pl HLA-B27 Mix
1 x 150 pl PC DNA HLA-B27
Navod k pouziti

Veskeré komponenty museji byt prepravovany a uloZeny pri -20 °C. Zbyvajici
komponenty museji byt skladovany pfi -20 °C v temnu.

Ucel pousiti
Souprava EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 slouzi ke genotypizaci HLA-B27 alely (subtypy B*2701-2759)
z izolované DNA.

Princip metody

Diagnosticka souprava je zaloZzena na principu RealTime PCR. Pro detekci alely HLA-B27 a interni kontroly jsou
pouzity primery a znacené sondy (FAM a HEX).

Obecny uvod

Human Leukocyt Antigen (HLA) B27 (podtypy B * 2701 - 2759) je povrchovy antigen tfidy HLA |, ktery je
kédovan B lokusem hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) na kratkém raménku chromozému 6.
Pfitomnost antigenu HLA-B27 je asociovana s ankylozujici spondylitidou (AS) a spondyloarthropatii (SPA).
Zvyseny vyskyt tohoto antigenu je spojovan i s dalsimi onemocnénimi, jako jsou Reiterlv syndrom nebo
uveitida. Asociacni studie zjistily asociaci mezi HLA-B27 antigenem a AS ve vSech etnickych a rasovych
skupinach po celém svété, nicméné prevalence HLA-B27 antigenu a mira jeho spojeni s AS se lisi. Napfriklad
vyskyt antigenu HLA-B27 u béloch(i je asi 8%, u Severoafrican( 4%, u Ciflan 2-9% a u Japonc@ 0,1-0,5%. U
Severoevropanu je pak pouze 8% osob z celkové populace nositelem alely HLA-B27, ale vice nez 90% pacientl s
AS nese tuto variantu genu. Naproti tomu mezi Afroamericany nese tento gen 2% - 4% z celkové populace, ale
pouze 50% - 60% pacientd s AS nese tuto variantu genu.

Z téchto dlvodUd neni vhodné pouzit HLA-B27 test pro vysetfeni asymptomatické populace pro detekci AS, ale
test ukazuje na zvysenou pravdépodobnost vyskytu AS u symptomatického pacienta. Navic pfitomnost HLA-B27
antigenu ovliviiuje klinické projevy AS, protoZe u HLA-B27 pozitivnich pacientd je nastup onemocnéni ve
vyrazné mladsim véku a je evidovan vyssi vyskyt ocnich zanétl (akutni pfedni uveitida) a zasaZeni kycelnich
kloubd.

Souprava EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 detekuje alelu HLA-B27 (podtypy B*2701-2759). Jako vnitini
kontrola je pouZit gen SYPL2 (synaptophysin-like 2).
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Odbér vzorku, zpracovadni a uchovdvdni
Klinicky material: Doporucena izolace DNA:
Krev Automaticka: cobas® 6800/8800 Systems (Roche)

Automatickd izolace:

Izolujte DNA ze vzorku 200 ul pIné krve, 3x, 5x nebo 7x zredéného PBS pufrem nebo fyziologickym roztokem na
minimalni objem 350 pl pomoci cobas® 6800/8800 Systems (Roche), dle protokolu. Redéni nema vliv na kvalitu
vysledk.

Nezbytné vybaveni pro laboratoF

e  Sterilni automaticka pipeta a sterilni $picky (1 ml — 10 ml) s filtrem prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz
(doporucujeme plast pro diagnostické ucely s certifikditem CE).

e  PBS pufr nebo fyziologicky roztok.
e  Zafizeni pro Real Time — kit je optimalizovan pro pfistroj cobas® 6800/8800 Systems (Roche).

- cobas omni Utility Channel Reagent kit obsahujici Utility Channel Master Mix Reagent 2 (UC MMx-R2)
a Utility Channel Reagent Cassete with Protease, internal control, elution buffer, Master Mix Reagent
1 (MMx-R1) a prazdny kontejner (kazetu) pro pripraveny MasterMix Reagent 2

e  Sterilni plast (stripy, desti¢ky, zkumavky) bez DN4z a RNaz vhodné pro dany Real Time pfistroj.

e Laboratorni ochranné rukavice.

Konfigurace RealTime PCR pristroje
° Pro detekci HLA-B27 alely je pouZita sonda znacena FAM barvou (exc. 494 nm — em. 518 nm)

° Pro detekci genu SYPL2 (interni kontrola) alel je pouZita sonda znadena HEX barvou (exc. 520 nm — emise
548 nm)

cobas® 6800/8800 Systems (Roche):

1. V nabidce “Utility channel tool” (UC), vytvorte novou “UC analysis package” nebo otevrete jiz existujici
nepublikovanou analyzu.

V nabidce “UC analysis package” aktualizujte informace o nazvu UC analysis package a/nebo ID reagenéni
kazety, pokud je to zapotrebi.
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2. Zvolte tlacitko “PCR profile” v nabidce “UC analysis package” a nastavte nasledujici teplotni profil pro PCR:

Pre-PCR step

55°C 120s

94°C 5s

1%t Measurement — 5 cycles

95°C 5s

62°C 30s *Data collection

2" Measurement — 45 cycles
91°C 5s
62°C 20s *Data collection

3. Zvolte tlacitko “Parameter” a definujte nebo editujte nasledujici parametry: sample material, processing
volume, target channel names a target calling sensitivity.
V menu “Pipetting profiles group” nastavte “U_Simple sample” jako “Sample material” a 200 ul v drop-
down menu “Processing volume”. Volbou “Add” pfidejte profil.

4. V menu “Channel”, zvolte Channel 2 a Channel 3 a vyplite pole “Target name” a “Sensitivity (RFI min)”
nasledujicimi parametry:
Channel 2 pro “target” HLA-B27, RFI (min)= 2.5
Channel 3 pro “target” IC (SYPL2), RFI (min)= 2.5

5. Nakonec ulozte pomoci volby “Save as” nebo “Save”.

Priprava reagencii
° Pro zamezeni kontaminace udrzujte vSechny zkumavky zaviené a postupujte dle instrukci.

° Pred pouZitim musi byt vSechny reagencie zcela rozmrazené, kratce promichané na vortexu a stocené.

Priprava reakéniho mixu

UPOZORNENI: Upozorfiujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostfedi. PouZivejte odli§nou
mikropipetu pro pipetovani MasterMixu, odliSnou mikropipetu pro pipetovani vzorkd a odliSnou mikropipetu
pro pipetovani pozitivnich kontrol. DodrZujte veskera doporuceni pro laboratore provadéjici DNA analyzy.

Vezméte jednu zkumavku s HLA-B27 Mixem a po rozmrazeni napipetujte 564 pl HLA-B27 Mixu do nové
zkumavky s 9,4 ml UC MMx-R2. Po smichdni napipetujte 9,96 ml tohoto mastermixu do 2. fady reakéni kazety.

Pro detailni instrukce, prosim, pouZijte manudly cobas® omni Utility Channel Reagent Kit a cobas® omni Utility
Channel CE-IVD (Roche) od vyrobce pfistroje cobas® 6800/8800 Systems (Roche).

Detekce: Pfipravte minimalné 350 ul zfredéné pIné krve a analyzujte dle protokolu vyse.

Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s PC DNA HLA-B27 a po rozmrazeni smichejte 10 pl pozitivni
kontroly s 400 pl of fyziologického roztoku nebo PBS pufrem a analyzujte stejnym zplsobem jako vzorky plné

krve.
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Pokud nevyuZijete veskery obsah zkumavky s MasterMixem, zamrazte ho a uchovejte pti -20 °C v temnu.
Nezamrazujte mikrozkumavky s MasterMixem opakované. Za téchto podminek je souprava stabilni nejméné 14
dni.

Vlozte reagenc¢ni kazetu a vzorky do pfistroje cobas® 6800/8800 System (Roche) a spustte program dle kapitoly
,Konfigurace RealTime PCR pfistroje” vyse.

DULEZITE UPOZORNENI: Po smichani HLA-B27 Mixu s UC MMx-R2 a napipetovani do reakéni kazety musi byt
kazeta skladovana pfi 2 — 8 °C v lednici nebo chlazena v cobas® 6800/8800 System (Roche). Pti dodrzeni téchto
podminek je mastermix stabilni 1 mésic. Reakéni kazeta s mastermixem muze byt pouZita 10krat a 30 dni po
prvnim pouZiti nebo do exspirace jednotlivych komponent.

Pozitivni kontrola PC DNA HLA-B27 je stabilni 10 zamrazovacich cyklt a ma byt skladovana pti -20 °C.

Odecet vysledkii
cobas® 6800/8800 Systems (Roche)

V nabidce “Analysis Settings” vyberte moZnosti “Automatic Treshold” a “Automatic Baseline” a zanalyzujte
vysledky.

Pozitivni vysledek pro HLA-B27 alelu: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlstem
signalu v kanélu ,Channel 2“ (FAM) specifického pro HLA-B27 alelu. Hodnota ,,RFI min.” musi byt nastavena na
2.5 (Sensitivity). V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci, nezobrazi se ct hodnota.

Interni kontrola je amplifikovana pokazdé. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s
nartstem signdlu v kandlu ,,Channel 3“ (HEX) specifického pro SYPL2 gen. Hodnota ,RFI min.” musi byt
nastavena na 2.5 (Sensitivity).

Interpretace vysledkii
Negativni vysledek:

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u HLA-B27 Mixu v kanalu FAM, Ize vysledek
interpretovat jako HLA-B27 negativni. Signdl pro vnitfni kontrolu (SYPL2) musi byt pozitivni — viz odstavec
Kontrolni postup.

Pozitivni vysledek:

Amplifika¢ni signdl v FAM kanadlu se objevi pfed 35. cyklem. HLA-B27 alela byla detekovana ve vzorku. Vzorek je
HLA-B27 pozitivni.

Upozornéni: Upozoriujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostredi. PouZivejte odliSnou
mikropipetu pro pipetovani MasterMixu, odliSnou mikropipetu pro pipetovani vzork( a odliSnou mikropipetu
pro pipetovani pozitivnich kontrol. DodrZujte veskera doporuceni pro laboratore provadéjici DNA analyzy.

Inhibovany vzorek:

V pfipadé, Ze nedojde k narlistu amplifikaéniho signalu u HLA-B27 Mixu v obou kanalech FAM a HEX, je nutné
analyzu zopakovat nejlépe s nové izolovanymi vzorky DNA.
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Kontrolni postup

Souprava EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 vyuZiva jako vnitfni izolacni kontrolu detekci lidského genu SYPL2
(synaptophysin-like 2) v HLA-B27 Mixu v kandlu HEX. Gen pro SYPL2 je pritomen v kazdém vzorku lidské DNA,
tudiz neni nutné pridavat ke vzorku Vnitini kontrolu. Inhibi¢ni izolacni kontrola sleduje kvalitu izolace DNA a
detekuje pripadné chyby v procesu izolace DNA. Detekuje také pripadné inhibice amplifikacniho procesu.
V pripadé Ze vzorek je HLA-B27 negativni, Ct vnitini kontroly musi mit hodnotu 35 nebo méné.

Referencni materidl

Ke sledovani vSech postupU zahrnujici DNA izolaci a RealTime PCR detekci miZete pouzit referencni material
pozitivni pro HLA-B27 alelu. Komeréni pozitivni materidl neni k dispozici.

Reseni problémi
1. V pfipadé, Ze nedojde k amplifikaci interni kontroly, mdZe jit o zdvadu v postupu izolace DNA, poufZiti kitu
po dobé exspirace nebo o zavadu na pfistroji pro RealTime PCR.

2. V pripadé, Ze se neamplifikuje pozitivni kontrola, miZze jit o pouZiti kitu po dobé exspirace nebo o zavadu
na pfistroji pro RealTime PCR.

Funkcni charakteristiky
Analytické funkcni charakteristiky:

Souprava EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 specificky detekuje pfitomnost alely HLA-B27. Kit je urcen pro
detekci lidské DNA o koncentraci vys$si nez 1 ng/ul.

V ramci testovani funkcénich charakteristik EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 kitu bylo analyzovano 166 vzorkd.
EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 kit diagnostikoval vSech 124 vzorkl jako HLA-B27 pozitivni. Celkem 42 bylo
spravné kitem EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 urceno jako HLA-B27 negativni.

Vypocet specifity a sensitivity EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 kitu je uvedeno v Tabulce 1. Sensitivita a
specifita EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 kitu je 100%.

Analyticka citlivost je 1 ng DNA v reakéni smési.
Analyticka specifita metodiky je 100% a byla ovérena prohleddvanim DNA databazi.

Klinicka specifita soupravy EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 byla testovdna na 166 vzorcich lidské DNA
izolovanych z pIné krve.

Tabulka 1. Vypocet sensitivity a specifity EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 kitu

A=124 B=0
Skutecné pozitivni FaleSné pozitivni
Cc=0 D=42

Falesné negativni Skutecné negativni

Sensitivita = A/(A+C) = 124/(124+0) = 100%
Specifita = D/(D+B) = 42/(42+0) = 100%
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Diagnostické funkcni charakteristiky:

Specifita soupravy EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 byla testovana na 166 vzorcich lidské DNA izolovanych
zplné krve. V3ech 166 vzorkl kit EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 vyhodnotil spravné. Klinickd specifita
soupravy EliGene® Spondylitis HLA-B27 C6 je 100%.

Meé¥ici interval

Souprava umoznuje detekci > 1 ng DNA molekul v reakéni smési.

Interni kontrola kvality

Jako interni kontrola kvality je pouZita interni kontrola (SYPL2 gen) pro kontrolu procesu izolace a amplifikace
spolecné s pozitivni kontrolou sledujici funkénost mastermixu.

Limitace testovaciho postupu

Citlivost soupravy je zavisla na zachazeni se vzorkem (izolace DNA). Je velmi doporuceno pouzivat izolacni kity a
postupy uvedené vyse.

Biologické referencni intervaly

Zadné poutzitelné informace pro tento kit.

Upozornéni

Obsah zkumavky s HLA-B27 Mixem je jednorazovy a stabilni pfi -20 °C do uplynuti exspirace. Nezamrazujte
zkumavky s HLA-B27 Mixem opakované! Nemichejte komponenty kitu z rGznych sarZi.

Obecnd varovani a bezpecnostni opatreni

° Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencidlné infekénim materialem. Vyhnéte se pfimému
kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzorkd a tvorbé aerosoll. Jakykoliv material, ktery prisel
do styku s biologickymi vzorky, musi byt pfed umisténim do odpadu autokldvovan pfi 121 °C nejméné
60 minut.

° Pracujete se vSemi reagenciemi a pouzZivanym materialem s védomim, Ze mohou prenaset infek¢ni agens.
Vyhnéte se pfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovan v souladu s adekvatnimi
bezpecnostnimi predpisy. Spotfebni materidl musi byt spdlen. Tekuté odpady obsahujici kyseliny nebo
zasady museji byt pred likvidaci zneutralizovany.

° Pouzivejte vhodné ochranné obleceni, rukavice a ochranu oci a obliceje.

° Nikdy nepipetujte roztoky usty.

° Nejezte, nepijte. Nekurte a neaplikujte kosmetiku v laboratornich prostorach.

° Radné si umyjte ruce po praci se vzorky a reagenciemi.

° Likvidujte zbylé reagencie a odpad v souladu s adekvatnimi bezpecnostnimi predpisy.

° Pfed zapocetim prace si radné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto navodu.
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° PFi praci postupujte presné podle navodu k pouziti.

° Kit nepouzivejte po dobé exspirace, ktera je uvedena na obalu.
° Pouzivejte pouze reagencie poskytované v rdmci kitu a reagencie doporucené vyrobcem.
° Nemichejte reagencie z rliznych Sarzi!

° NepouZivejte reagencie ze souprav jinych vyrobct!

Varovdni a bezpecnostni opatieni pro molekuldrni biologii

° Molekuldrné-biologické postupy jako jsou izolace nukleové kyseliny, reverzni transkripce, amplifikace a
detekce vyzaduji kvalifikovany personal z divodu zamezeni chybnych vysledk(, specidlné vzhledem k
degradaci nukleovych kyselin obsazenych ve vzorcich a k mozné kontaminaci.

e Je nezbytné mit k dispozici samostatnou mistnost pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu
amplifikacnich smési a pro detekci. Zabezpecte, aby se produkt amplifikace nikdy nedostal do mistnosti
pro extrakci nukleovych kyselin nebo do mistnosti pro pfipravu amplifikanich smési.

e Je nezbytné pouzivat vhodné laboratorni plasté, rukavice a pomucky uréené pro izolaci nukleovych kyselin
nebo pro pripravu amplifikacnich smési nebo pro detekci. Nikdy neprenasejte laboratorni plasté, rukavice
a pomucky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu amplifikacnich smési a pro
detekci.

° Vzorek, ze kterého se analyza provadi, musi byt hned od pocatku pro DNA analyzu uréen a musi s nim byt
podle toho nakldddno, napf. vzhledem k mozné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek
musi byt zpracovavan v laminarnim boxu. RGzné vzorky nesméji byt otevieny ve stejnou dobu.
Automatické pipety uZivané pro praci s biologickymi vzorky museji byt pouZivdny pouze pro tuto
specifickou praci a museji byt pouzivany Spicky s filtrem. PouZivané Spicky museji byt sterilni a prosté
DNA/RNA a DNaz a RNaz.

° S reagenciemi musi byt pracovano v PCR boxu (nikoliv v laminarnim boxu). Automatické pipety uZivané
pro praci se vzorky museji byt pouzivany pouze pro tuto specifickou praci a museji byt pouzivany Spicky s
filtrem. Pouzivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz.

° S produkty amplifikace je tfeba zachazet velmi opatrné, aby nedoslo k jejich rozptyleni do prostredi
laboratofi a k pfipadné kontaminaci nové testovanych vzorkd.

Varovdni a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy

° Mikrozkumavky obsahujici mix (HLA-B27 Mix) jsou urceny pouze pro jedno pouZiti a museji byt pouZity
pouze pro pfipravu reakéni smési.

° S timto mixem pracujte podle bezpecnostnich vét (P):

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy stit.

P281 Pouzivejte pozadované osobni ochranné prostredky.
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Vysvétlivky

REF Katalogové Cislo

Horni teplotni hranice

N

Cislo arze

=
o
-

Spotrebujte do (posledni den v mésici).

3

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

V souladu s pozadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické prostfedky
in vitro.

m
M

Obsah dostatecny pro "N" testl

Prosim, fidte se instrukcemi pro pouziti.

E D <

Vyrobce

Vyrobce

ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o.

Rokycanova 4437/5, 615 00 Brno, Ceska republika Tel.: +420 542 213 851, +420 542 213 827
E-mail: info@elisabeth.cz

Vytvoreno: MIDO Navod k pouziti EliGene Spondylitis HLA-B27 C6

Misto ulozeni: https://www.elisabeth.cz/en/product-eligene-spondylitis-hla-b27-c6.html
Tento dokument je majetkem ELISABETH PHARMACON, spol. s . 0. Je urcen ke zverejnéni.
Soubor stazen: 16.05.2024 07:00 online uzivatel

Verze: 230621-04
Strana 8z 8



