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1. Zamyslené pouziti
Soupravy ERY Q byly vytvofeny pro typizaci krevnich skupin a pro stanoveni charakteristik krevnich
destiek a granulocytll pomoci vzorkid DNA od darc(, pfijemcl a téhotnych Zen. Jsou uréeny pro

pouzivani trénovanymi kvalifikovanymi pracovniky ve specializovanych laboratofich. Molekularné
geneticka typizace vyuziva techniky SSP PCR a real-time detekce (Realtime PCR) amplikonu.

Soupravy ERY Q RH, -Partial D a Weak D jsou zamysleny vyhradné jako druha metoda pro uréeni
charakteristik RH, ¢asteného D a slabého D. Jejich smyslem je doplnit a zpfesnit pfedbézné
sérologické nalezy v pfipadech nejasnych nebo spornych vysledku.

Pro ur€eni charakteristik HPA a HNA soupravami ERY Q HPA a ERY Q HNA neni prvotni
sérologicka typizace nutna.

2. Popis vyrobku

Soupravy ERY Q se pouZzivaji pro molekularné genetické stanoveni krevnich skupin, HNA a HPA
alel. Soupravy pokryvaji veskeré klinicky relevantni alely, viz kapitola 8 — Specificita souprav.
Soupravy ERY Q obsahuji veSkeré reagencie potiebné k provedeni PCR reakce. Vyhodnoceni testa
se provadi pomoci softwaru PlexTyper.

3. Princip testu

Vychozim materidlem pro test je genomicka DNA. DNA je amplifikovana v PCR reakci pomoci
sekvencné-specifickych primerd (SSP). Primery byly specialné navrzeny tak, aby selektivné
amplifikovaly segmenty gent specifickych pro jednotlivé alely nebo alelické skupiny. Amplikony jsou
detekovany hydrolizaénimi probami (TagMan® proby) specifickymi k prislusnému genovému lokusu
za pouziti metody real-time PCR (RT PCR), ktera oproti klasické SSP technice zvySuje
diagnostickou specificitu i senzitivitu testu. Pokud jsou amplikony pfitomny, préby jsou
hydrolyzovany Taq polymerazou a je generovan fluorescenéni signal umérny mnozZstvi PCR
produktu. Fluorescenc¢ni signal je méfen optickou jednotkou real-time PCR cykléru. V kazdé
multiplexové PCR reakci je zahrnuta také interni amplifikaéni kontrola (lidsky HGH gen), ktera je
detekovana na jiném barevném kanalu nez specifické reakce.

4, Material

4.1 Obsah souprav

. 260 pl Plex Mix, pfipraven k pouziti, obsahuje dNTPs, Taq polymerazu a reakéni pufr

. 12 x ERY Q 8 jamkové PCR stripy pro molekularné genetické urceni krevnich skupin, HNA
a HPA specificit. Pfedkapané a vysusené reakéni mixy obsahuji specifické primery a proby
a také HGH kontrolni primery a proby (oligomixy).

o 12 x PCR vic¢ka (a 8)
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4.2 DalSi potiebné reagencie a vybaveni

Reagenci pro izolaci DNA (validované DNA izolaéni soupravy viz kapitola 6.2)
Real-Time PCR cyklér (validované cykléry viz kapitola 4.3)

Destilovana voda

Pistové pipety (0,5 — 1000 ul) a Spicky

4.3 Validované RT PCR cykléry
Bio-Rad: CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System

Ve vyrobcich fady ERY Q jsou vyuzivany nasledujici fluorofory:

Fluorofor Vinova délka v nm
e
CAL Fluor® Orange 560 Eéﬂﬁii?gggg
CAL Fluor® Red 610 Foliace: 590
Quasar 670
5. Skladovani a stabilita

Skladovat veSkeré reagencie je nutno pfi < -20 °C v mrazacich s kontrolovanou teplotou. Soupravy
jsou dodavany chlazené s chladici vlozkou. Datum exspirace je uvedeno na etiketé kazdé
reagencie. Datum exspirace uvedené na obalu soupravy odpovida reagencii s nejkrat3i stabilitou
obsazenou v soupravé. Opakované cykly rozmrazovani a zamrazovani pro Plex Mix neprokazaly
pro Sest opakovani zadny vliv na vykonnost testu. Pokud je to nutné, doporu€uje se pfipravit si
aliquoty Plex Mixu.

6. Prubéh testu

6.1 Bezpecnostni a specialni poznamky

Molekularné genetické metody jsou velmi citlivé a musi byt provadény pouze dobfe zaskolenymi
osobami, zkuSenymi v technikach molekularni genetiky.

Je nutné dodrzovat zvlastni bezpeénostni opatfeni, aby se predeslo kontaminacim, a tim i faleSnym
vysledkam:
4 Pracujte v rukavicich (pokud je to mozné, tak bez obsahu pudru).
4 Pouzivejte novou Spicku (s integrovanym filtrem) na kazdy pipetovaci krok.
¢ Pouzivejte oddélena pracovni mista pro jednotlivé kroky: pre-amplifikacni faze (DNA izolace
a pfiprava reakce) a post-amplifikacni faze (detekce).
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¢ Pouzivejte nastroje, reagencie a pfistroje samostatné pro kazdé pracovni misto zvlast a
neprenasejte je.

6.2 Izolace DNA

Material pro izolaci genomické DNA musi byt dodan ve vhodném sbé&rném systému. Pro test je
vhodna EDTA nebo citratova krev. Pfitomnost heparinu mize inhibovat PCR, a tudiz nejsou sbérné
systémy s heparinem vhodné (1) a nelze je pouzit.

Doporuéené soupravy pro izolaci DNA:

e Qiagen QlAamp DNA Blood Kits (kolonky)
Jsou vhodné pro manualni nebo automatickou izolaci DNA (QlAcube).

Pokud pouzivate jinou nez doporu¢enou metodu extrakce gDNA, je nutné, aby ji uZivatel validoval.

DNA musi mit tyto indexy Cistoty:

. OD2s0/OD2gg = > 15 and < 2,0
VyS§Si hodnoty znamenaiji pfitomnost RNA, niZsi kontaminaci proteiny.
*  OD20/OD23p = >1,8

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

6.3  Amplifikace
Poznamka:
e Reakéni objem kazdé RT-PCR reakce je 10 pl (kazda mikrozkumavka / jamka).

e Pro test je nutna koncentrace DNA 10 — 30 ng/pl.

Pipetovani:

Pro kazdou mikrozkumavku / jamku testu je tfeba napipetovat 2 pl Plex Mixu, 1 yl DNA vzorku a 7ul
destilované vody.

Pro kazdy vzorek (8 jamkovy strip) si pfipravte premix (doporu€ujeme 9 nasobek hodnot pro jednu
mikrozkumavku).

18 ul Plex Mix
9 ul DNA vzorku
63 pl destilovana voda.

Nasledné z tohoto premixu napipetujte 10 yl do kazdé z 8 mikrozkumavek.

Pokud chcete provést negativni kontrolu (NTC) pfipravte test s destilovanou vodou misto DNA
vzorku.
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Poznamka: P¥i pipetovani do PCR mikrozkumavek je dulezité zabranit kontaktu Spi¢ky s ususenym
mixem na dné jamky (obarven na modro). Doporuéujeme pipetovat proti sténé mikrozkumavky (viz

v

Obrazek 1: Schématické znazornéni pipetovani

Uzavfete reakéni zkumavky a kratce stoCte obsah. Ujistéte se, Ze viCka jsou dokonale uzaviena.
Ujistéte se, Ze ve zkumavkach nejsou zadné bublinky. Pokud jsou bublinky pfitomny, odstraite je
lehkym poklepanim o desku stolu.

Spustte PCR program s nasledujicimi parametry:

Tabula: PCR program

Krok programu Cas [s] Teplota [°C] Ramp rate [°C/s] | Plate read Pocet cykll
Poc_atecm 120 96 25 i 1
aktivace
Denaturace 5 98 2,5 -
- 13
Annealing + o5 68 2.2 i
Extenze
Denaturace 5 98 2,5 -
: 37
Annealing + o5 68 ) ano
Extenze

Poznamka: Na cykléru CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System je nutné pouzit
modifikovanou rychlost zahfivani (ramp rate). Hodnoty jsou popsany v tabulce PCR program
vySe (sloupec “Ramp rate”)

Jiné cykléry nejsou validovany a mize byt nutné pouzit jiné parametry PCR. Pro interpretaci
vysledku je nezbytny software PlexTyper software a ten importuje data pouze z validovanych
cykléra.

6.4  Vyhodnoceni a interpretace vysledkt

Pro vyhodnoceni a interpretaci dat je nutné vyuzit software PlexTyper (zdarma od BAG Diagnostics
pro nasSe zakazniky) spolu se SarZzovymi soubory pro jednotlivé soupravy. Tyto soubory jsou
nezbytné pro interpretaci vysledkl a jsou ke stazeni na webovych strankach BAG Diagnostics
GmbH (www.bag-diagnostics.com) v €asti pro stahovani souborl (download area).

Ujistéte se, Ze pouzivate spravny soubor pro odpovidajici vyrobek a jeho Sarzi (lot). Pouziti
nespravného souboru vede nespravné genotypizaci.
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Pro interpretaci vysledkl je nutno prenést data z cykléru do pocitace s nainstalovanym softwarem
PlexTyper od BAG Diagnostics (pomoci vhodné USB flash paméti). Pro interpretaci prosim
prostudujte Navod k pouziti softwaru PlexTyper.

Je mozné, ale nikoliv nezbytné, provést hrubou kontrolu dat v softwaru cykléru. Napfiklad validni
amplifikace musi vykazovat pouZitelny amplifikaéni signal pro vnitfni amplifikacni kontrolu ve FAM
kanalu. Pozitivni reakce pak ukazuji pozitivni barevny signal v odpovidacich kanalech.

Negativni kontrola (NTC) se pouziva jako kontaminacni kontrola. Pokud jsou vlivem kontaminace
pfitomny amplikony nebo DNA v NTC reakci, objevi se pozitivni signal. Pokud je Cq mensi nez 36,
pak je to softwarem PlexTyper interpretovano jako mozna kontaminace. Amplifikacni signal vysSi
nez Cq 36 vNTC reakci je povazovan za amplifikaCni artefakt a neni bran v potaz. Pokud
predpokladame kontaminaci PCR, je Zadouci postupovat podle mistnich dekontaminacnich
predpisu a vyménit reagencie.

Hruba data ziskana softwarem cykléru se importuji do softwaru PlexTyper. V zavislosti na
hodnotach Cq, RFU (Relative Fluorescence Units) a tvaru amplifikaéni kfivky urci software
PlexTyper pozitivni a negativni reakce, z nichz je pak vypocitdna molekularné geneticka typizace
krevnich skupin nebo HNA / HPA specificit daného vzorku.

7. Varovani a preventivni opatieni

Soupravy smi pouZivat pouze specialné trénované a kvalifikované osoby. Veskera prace musi byt
ve shodé se Standardy spravné laboratorni prace.

S biologickym materialem pouzitym k extrakci DNA (napf. krvi) je nutné zachazet jako s potencialné
infek&nim materidlem. Pfi manipulaci s biologickym materialem doporuéujeme dodrzovat
odpovidajici opatieni (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 by mély byt po
pouziti inaktivovany nebo spaleny jednorazové pomucky.

Vylity potencialné infek&ni material by mél byt ihned odstranén savym papirovym ubrouskem a
kontaminovana oblast o€isténa standardnim desinfekénim prostfedkem nebo 70% alkoholem.
Material pouzity na uklid v€etné rukavic je nutné pfed likvidaci inaktivovat (napf. v autoklavu).

Likvidace vSech vzork(, nepouzitych Cinidel a odpadu by méla byt v souladu s mistni legislativou a
narizenimi.

Je tfeba zabranit mikrobialni kontaminaci reagencii pfi tvorbé aliquoti. Doporu€ujeme pouzivat
sterilni jednosmérné pipety a SpiCky. Zakalené reagencie a/nebo reagencie vykazujici jakékoli znaky
mikrobialni kontaminace nesmi byt pouzity.

Bezpecnostni listy (MSDS), respektive prohlaseni k Bezpecnostnim listim jsou k dispozici ke
stazeni na www.bag-diagnostics.com.
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8. Specificita souprav

Kombinace primerd a préb umoziuje detekci lidskych krevnich skupin a specifit HNA a HPA

v souladu s hodnotami

uvedenymi v datovych souborech jednotlivych Sarzi.

Presnost a

reprodukovatelnost vysledku testd souprav je testovana pro kazdou novou $arzi pomoci kontrolnich
vzorkd 0 znamém genotypu.

Souprava

Priikaz nasledujicich krevnich skupin, HNA a HPA charakteristik

ERY Q HPA

kat.&. 728402

HPAla/1lb
HPA2a/2Db
HPA 3a/3b
HPA 4a/ 4b
HPA 5a/ 5b
HPA 6a/ 6b
HPA 9a/9b
HPA 15a/ 15b

HNA la/1b/1c

ERY Q HNA HNA 2 (*787A) / 2null (‘787T)
HNA 3a/ 3avar./b

kat.8. 728404 | HNA 4a / 4b
HNA 5a / 5b
RHD*01 (DD) RHCE*C
RHD*01N.01 (dd) RHCE*CW
RHD*DEL1 (K409K) RHCE*E

ERY Q RH RHD*11 (M295) RHCE*e

kat& 728405 | RHD* DEL8 (IVS3+1G>A) RHCE*c
RHD*08N.01 (Psi/¥)
RHD-CE (8-9)-D
RHD*01N.08 (W16X)
RHD*01W.1.1 RHD*01W.31
RHD*01W.1 RHD*09.01.00
RHD*01W.2 RHD*01EL.01

ERY Q Weak D RHD*01W.3 RHD*01EL.08
RHD*01W.38 RHD*09.05

kat.C. 728401 | RHD*01W.5 RHD*08N.01
RHD*01W.17 RHD*01W.14
RHD*15 RHD*11
RHD*01W.20 RHD*09.03.01,09.04
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Souprava

Priikaz nasledujicich krevnich skupin, HNA a HPA charakteristik

ERY Q Partial D

kat.&. 728403

RHD*01

RHD*01N.01

RHD*02

RHD*03.01,03.03

RHD*03.02

RHD*04.01

RHD*04.06, *04.05

RHD*04.03

RHD*04.04

RHD*05.01-*05.10 RHD*13.01,*13.02
RHD*06.01

RHD*06.02

RHD*06.03

RHD*06.04

RHD*07.01, 07.02

RHD*09.01.00

RHD*09.02.00, *09.02.01
RHD*10.00-*10.03, *10.06 - *10.15

RHD*10.04, *10.05., *10.05.01
RHD*14.01
RHD*14.02
RHD*17.01 - *17.03
RHD*17.05
RHD*08N.01
RHD*19

RHD*25
RHCE*01.22
RHD*01N.02
RHD*01N.03
RHD*01N.04
RHD*01N.05
RHD*01N.07
RHD*D-CE(8-9)-D
RHD(delEx9)
RHD*D-CE(10)
RHD*01N.09

9. Vykonost testtl

Pro soupravy ERY Q HPA, HNA, RH, Weak D a Partial D byly provedeny studie vykonosti pomoci
predem otypovanych vzorkid DNA. Vysledky typizace pomoci souprav ERY Q byly porovnany s
jinymi C€—certifikovanymi typizaCnimi soupravami (t.j. SSP, sérologickymi) a také s sekvenacnimi

daty.

Pokud nebyly dostupné vzorky pro vzacné alely DNA, byly tyto nahrazeny vzorky se syntetickou
DNA a nasledné byla testovana reaktivita téchto vzorka.

Externi a interni studie vykonnosti souprav ERY Q byly provedeny kvalifikovanymi pracovniky
v riznych centrech darcu krve, laboratofich i v laboratofi BAG Diagnostics. Typizace se soupravami
ERY Q kits prokazala nasledujici shody s referenénimi typizacemi:

Souprava Mnozstvi testovanych vzorkil | Shoda s referenéni typizaci
ERY Q HPA 116 100%
ERY Q HNA 80 100%
ERY Q RH 200 100%
ERY Q Weak D 200 100%
ERY Q Partial D 200 100%

BAG Diagnostics GmbH
Amtsgerichtsstr. 1-5
35423 Lich/Germany

OBAG
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10. Omezeni metody

Pokud nejsou pomoci soupravy ERY Q ziskany jasné vysledky (napf. protoZe je pfitomna neznama
alela, ktera neni detekovana sou€asnymi primery a prébami), je nutno nasledovat narodni transfuzni
smérnice a postupovat podle sérologické typizace. DoporuCujeme také sekvenovani nejasnych
vysledkl pro ziskani jasného genotypu. Vysledky testu by mély byt hodnoceny s pfihlédnutim ke
genetické skladbé dané etnické skupiny. V pfipadé rozporu je platny fenotyp.

Jelikoz je metoda RT-PCR velice citliva, je nutné provadét extrakci DNA velmi opatrné, aby se
zabranilo vzajemné kontaminaci. Zvlastni opatrnost je tfeba vénovat tomu, aby se zabranilo
kontaminaci reagencii i jiného laboratorniho vybaveni amplikony nebo DNA.

Doporucuje provadét negativni kontrolu s destilovanou vodou. V kontrole s destilovanou vodou
nesmi byt detekovan zadny fluorescencni signal Cq < 36. Pokud se signal pfi negativni kontrole
objevi, je nutno dekontaminovat pracovni prostor pro PCR od DNA a v pfipadé potfeby vymeénit
reagencie.

Veskeré pristroje (t.j. pipety, real-time cykléry) musi byt kalibrovany podle pokyn( vyrobce.

11. Interni kontrola kvality

Interni kontrolu kvality nové Sarze Ize provést pouzitim kombinace vzorki DNA se znamym
genotypem. Vnitini amplifikacni kontrola (IAC) pro kontrolu spravné amplifikace je obsaZena ve
vysuseném oligomixu.

Doporucujeme provadéni negativni kontroly, aby byla detekovana pfipadna kontaminace. Pro tento
ucel pripravte test bez DNA (NTC), viz kapitola 6.3. Amplifikace.

12.  Reseni problému
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Projev

Mozna pfi€ina

Mozné/a reSeni

Prfitomnost inhibitoru.

Pouzijte Cisté reagencie.

V reakci neni zadna gDNA.

Zopakujte test. Dbejte 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.

Spatny nebo zadny
signal

Fluorescencni proby nebo
primery jsou degradovany.

Pouzijte novou ERY Q soupravu.
Zabrante osviceni a ¢astému
zamrazovani a rozmrazovani.
Zkontrolujte podminky skladovani.

Bublinky v PCR reaké&nich
zkumavkach / zbytky roztoku na
vnitfnich sténach zkumavky.

Peclivé pipetujte.

Vypafreni reagencii diky
nespravnému uzavieni
reagenénich zkumavek.

Ujistéte se, Ze zkumavky jsou
spravné uzavieny. Dbejte, aby kraje
prelepovaci folie spravné pfilnuly.

Signal v negativni
kontrole

DNA kontaminace negativni
kontroly

Zopakujte negativni kontrolu.

13. Ochranné znamky pouzité v tomto dokumentu a na vyrobku:

TagMan® je obchodni jméno Roche Molecular Systems Inc.

® Cal Fluor & Quasar Dyes jsou registrované obchodni znacky firmy LGC Biosearch Technologies

BAG Diagnostics GmbH

D B AG Amtsgerichtsstr. 1-5
35423 Lich/Germany
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14.

Vysvétleni symboll na etiketach

Dostate¢né pro n testl

X

Teplota skladovani / Omezeni teploty

(3]

Viz navod k pouZziti

“

Spotiebujte do

]

Vyrobce

lelFU | VXXIXXXX]

Navod k pouziti v elektronické podobé
Verze aktualniho navodu k pouziti

IVD

Pouze pro IN VITRO pouziti

,_
g
_|

Cislo arze

CON

—

Obsah, obsahuje

[BLOOD TYPING|

Zamyslené pouziti: typizace krevnich skupin

HNA TYPING

Zamyslené pouziti: detekce specificit HNA

HPA TYPING

Zamyslené pouziti: detekce specificit HPA

REF Katalogové ¢islo
PCRSTRIP PCR stripy
REACTIONMIX| | Reakéni mixy

i

PCR vicka

OBAG

RTU PFipraveno k pouziti
PLEX MIX Mastermix, obsahuje dNTPs, Taq polymerazu, reakéni pufr
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Navody k pouZziti v jinych jazycich a dalSi informace na: http://www.bag-diagnostics.com nebo pfimo
na info@bag-diagnostics.com
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