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EliGene® Coeliac RT
c € (DQ2, DQ8, DR4)

REF| 90048-RT (pro 50 stanoveni)

SloZeni soupravy: Skladovadni a doba pouzZitelnosti:

5 x 180 pl CELI-DQ2 Mix
5 x 180 pl CELI-DQ8 Mix
5 x 180 pl CELI-DR4 Mix
2 x 50 pl PC CELI

Veskeré komponenty museji byt prepravovany a ulozeny pfi -20 °C. Kit a zbyvajici
MasterMixy museji byt skladovany pfi -20 °C v temnu.

Navod k pouziti

Ucel pousiti
Souprava EliGene® Coeliac RT slouZi ke genotypizaci HLA-DQ2, HLA-DQS8 a HLA-DR4 gen(i z izolované DNA.

Princip metody

Diagnosticka souprava je zaloZena na principu RealTime PCR. Pro detekci alel genli pro DQ2, DQ8 a DR4 a interni
kontroly jsou pouzity primery a znacené sondy (FAM a JOE).

Obecny uvod

Celiakie patfi mezi jedno z nejc¢astéjsich entero-patogennich onemocnéni a je charakterizovana celoZivotni
precitlivélosti k lepku, proteinu obsazeném v psenici, Zité, ovsu a jeCmeni. Celiakie nepatfi mezi alergicka
onemocnéni, ale je charakterizovana intoleranci ke gliadinu tvoricim cast lepku. Imunologicka nesndasenlivost
k lepku vede v raném détstvi ke chronické zanétlivé odpovédi u sliznice tenkého streva s naslednou Spatnou
absorpci vyznacujici se chronickym prdjmem, tukovitou stolici a Spatnym rlstem. Cela fada dospélych pacient
poté mize pocitovat jiné atypické pFiznaky jako nadymani, hubnuti, inavu, problémy s pokozkou a klouby nebo
migrény. Naopak celd fada lidi nemusi pocitovat viibec 7adné pfiznaky. Nelééena celiakie poté zvysuje riziko NHL
(non-Hodgkinovského lymfomu) a zfejmé i riziko rakoviny tenkého streva.

Do dnesni doby byla celiakie vnimana jako relativné vzacné onemocnéni s mirou prevalence 1:1000 az 1:4000.
Avsak nové dostupnost sérologickych testl vedla k pozorovani, Ze celiakie je daleko ¢astéjsi onemocnéni, nez
bylo dfive predpoklddano, postihujici v Evropé zhruba 1 ze 100-400 osob. Vétsina diagnostikovanych pacient(
vykazovala minimalni klinické pfiznaky. Posledni vysledky navic ukazuji na silnou genetickou vazbu ve spojeni
s rozvojem celiakie.

Celiakie je multifaktoridlni onemocnéni asociované s alelami HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02) nebo DQS8
(DQA1*03/DQB1*0302), ktera je asociovana v haplotypu s alelou HLA-DR4 (DRB1*04). HLA DQ2 alela je
exprimovana u vétsiny osob trpicich celiakii (>90 %), DQ8 alela poté asi u 8 %. Exprese zminénych alel je
nezbytna, ne vSak dostatecna, k propuknuti celiakie. V soucasné dobé se predpoklada pouze asi 50% vliv
genetické slozky na vznik celiakie. U osob trpicich celiakii je vyskyt HLA-DQ2 alely asi 95 %, zatimco u bézné
populace je vyskyt této alely pouze 20 %. Z malé skupiny osob trpicich celiakii a negativnich pro HLA-DQ2
(DQA1*05/DQB1*02) alelu, je drtiva vétsina pozitivni na HLA-DQS8 alelu. Z tohoto pohledu je absence zminénych
alel velmi dobfe vyuZitelna pro vylouceni celiakie.
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Souprava EliGene” Coeliac RT detekuje alely HLA-DQ2 (DQA1*05, DQB1*02), HLA-DQ8 (DQA1*03, DQB1*0302)
a HLA-DR4 (DRB1*04). Jako vnitini kontrola je pouZzit lidsky gen SYPL2 (synaptophysin-like 2).

Odbér vzorku, zpracovani a uchovavani
Klinicky material: Doporucena izolace DNA:

Krev Manualni: EliGene Urine Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON)
Automatickd: ZEPHYRUS Magneto (ELISABETH PHARMACON)

Prepito NA Body Fluid Kit (Chemagen-PerkinElmer)

Stéry Manualni: EliGene Urine Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON)
Automaticka: ZEPHYRUS Magneto (ELISABETH PHARMACON)

Prepito NA Body Fluid Kit (Chemagen-PerkinElmer)

Krev (odebirejte do zkumavek s EDTA):
Manudilni izolace:

Ke vzorku pridejte 10 ul Proteinazy K a poté pokracujte dle standardniho izolac¢niho protokolu kitu EliGene Urine
Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON) pro izolaci DNA z nesrazlivé krve. 1zolovanou DNA poufZijte ihned k detekci
nebo skladujte nékolik hodin az jeden tyden pfi 4 °C. Pro skladovani po dobu delsi neZ jeden tyden zamrazte na -
20 °C.

Automatickd izolace:

Izolujte DNA ze vzorku pomoci MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation kitu dle protokolu pro vzorky krve s
eluci do 50 pl eluéniho pufru.

Bukalni stéry:

Tyto vzorky odebirejte dle standardniho protokolu do sterilnich zkumavek. Vzorky je nutno uchovavat a
prepravovat pfi 4 °C. Pro diagnostické ucely je nezbytné vzorek zpracovat v den odbéru.

Manudilni izolace:
1. Do 2,0 ml zkumavky napipetujte 400 pl roztoku MI3 a 20 pl Proteinazy K.

2. Stérovku vloZte do pfipravené 2 ml zkumavky a sterilnimi ndzkami odstfihnéte Stétecek — stfihejte zhruba
0,5 cm nad stéteckem. Zkumavku uzaviete

Inkubujte 20 min pti 56 °C v termotfepacce pfi 1000 otackach. Poté zkumavku kratce stocte.
4.  Sterilni pinzetou vyjméte Stétecek a k lyzatu pridejte 330 pl roztoku MI4. Jemné zvortexujeme a stocte.

Poté pokracujte dle standardniho izola¢niho protokolu kitu EliGene Urine Isolation Kit. Izolovanou DNA
pouZzijte ihned k detekci nebo skladujte nékolik hodin az jeden tyden pfi 4 °C. Pro skladovani po dobu delsi,
nez jeden tyden zamrazte na -20 °C.

Automatickd izolace:
1. Do 2,0 ml zkumavky napipetujte 450 ul lyza¢niho pufru, 200 ul PCR vody a 10 ul Proteinazy K.

2.  Stérovku vloZte do pripravené 2 ml zkumavky a sterilnimi nGzkami odstfihnéte Stétecek — stfihejte zhruba
0,5 cm nad stéteckem. Zkumavku uzavrete.

3. Inkubujte 20 min pfi 56 °C v termotiepacce pfi 1000 otackach. Poté zkumavku kratce stocte.
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4.  Sterilni pinzetou vyjméte StéteCek a zkumavku kratce stocte.
Napipetujte cely objem vzorku do pozice H na Deep well desticce z Magneto Body fluid kitu.

6. lzolujte DNA ze vzorku pomoci Magneto Body fluid kitu dle protokolu pro vzorky plasmy s eluci do 50 pl
elu¢niho pufru.

Doporucend koncentrace analyzované DNA je 10-50 ng/ul. Nedoporuduje se testovat vzorky o koncentraci nizsi
nez 5 ng/ul.

Nezbytné vybaveni pro laborator

e  Sterilni automaticka pipeta 5-20 pl a sterilni $picky s filtrem prosté DNA/RNA a DN&z a RN&z (doporudujeme
plast pro diagnostické ucely s certifikatem CE).

e  Sterilni stojanek prosty DNA/RNA a DNaz a RN4az.

e  Zarizeni pro Real Time — souprava je optimalizovana pro pfristroje LightCycler® 480 (Roche), QuantStudio 3 a
5 Real-Time PCR system (ThermoFisher Scientific), ABI7500FAST (Applied Biosystems), Rotor-Gene Q
(Qiagen) a CFX96 Touch Real-Time PCR Detection system (Bio-Rad). gPCR vyuZiva detekci pomoci TagMan
technologie (FAM a JOE znacené sondy) a mUZe byt pouzita i na dalSich real-time PCR termocyklérech
umozniujici detekci v kandlech FAM a HEX.

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 DQA1*05, DRB1*04 a DQB1*0302 alel je pouZita sonda znacend FAM barvou (exc. 494 nm —
em. 518 nm)

° Pro detekci DQA1*03, DQB1*02 a SYPL2 (interni kontrola) alel je pouZita sonda znacena JOE barvou (exc.
520 nm — emise 548 nm)

° Reak¢ni Mix obsahuje pasivni referenéni barvu High-ROX pro normalizaci signalu

LightCycler’ 480 (Roche):

Pro reakci pouZivejte pouze bilé desticky. Pouziti prihlednych desticek mlze vést k poklesu citlivosti kitu.
NepouZzivejte desticky opakované; pfi manipulaci s destickou mize dojit ke kontaminaci laboratore PCR produkty.

V moznosti Detection format zvolte “Dual Color Hydrolysis probe”.
Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step 1 - Analysis mode “None”, 1 Cycle

95°C 3 min Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”
Step 2 - Analysis mode “Quantification”, 40 Cycles

95°C 15s Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”
60°C 40's Ramp rate (2.2°C/s) Acquisition mode “Single”

Step 3 - Analysis mode “None”, 1 Cycle
40°C 20s Ramp rate (2.2°C/s) Acquisition mode “None”

Kompletni teplotni profil mizZe byt nacten jako Run Template “ EliGene_CELI_RT_LC480_v03.ixo”. Run Template
muze byt importovan do softwaru v menu “Navigator” kliknutim na ikonu “Import” z CD pfiloZzeného v kitu.
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Real-Time PCR Systémy QuantStudio 3 a 5 (ThermoFisher Scientific):
Vyberte mozZnosti Experiment type,”Presence/Absence”, Chemistry “TagMan Probes” a Run Mode “Standard”.
Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3min Ramp rate (1.6°C/s)

Cyklovaci fdze (Cycling stage) — 40 cykli

95°C 15s Ramp rate (1.6°C/s)

60°C  40s Ramp rate (1.6°C/s) Data collection ON

Post-Read Stage

40°C  20s Ramp rate (1.6°C/s)

Sbér dat emisniho signdlu v druhém kroku cyklovaci faze pri 60 °C.

Kompletni teplotni profil mdZe byt nahrdn jako Run Template “EliGene_CELI_RT_QS3_v00.edt” nebo
“EliGene_CELI_RT_QS5_v00”. Run Template mze byt zkopirovan z CD pfiloZzeného v kitu.

RealTime systém ABI7500FAST (Applied Biosystems)

Pouzijte programovy modul pro absolutni kvantifikaci ("Quantitation-Standard Curve” experiment) a “7500
(96wels)” instrument type.

Nastavte nasledujici teplotni profil:
UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min

Cyklovaci faze (Cycling stage) — 40 cykli
95°C 15s

60°C  40s Data collection ON
UdrZovaci faze (Holding stage)

40°C 20s

Odecet emisniho signdlu ve druhém kroku pri 60 °C.

Rotor-Gene Q (Qiagen):

V okné “New Run” vyberte volbu “Three Step”.

Vyberte ptislusny typ rotoru “Rotor Type” a kliknéte na tlacitko “Next”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min

Cyklovaci faze (Cycling stage) — 40 cykli

95°C 15s

60°C  40s Odecet signdlu v kandlech (Acquiring in channels) “Green” and “Yellow”
UdrzZovaci faze (Holding stage)

40°C 20s

Pro moZnost “Gain Optimization” vyberte mozZnost "Automatic gain optimization before first acquisition".

Kompletni teplotni profil m(ze byt nahran jako Run Template “EliGene_CELI_RT_Q-GENE_vO1l.ret”.
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Run Template muze byt zkopirovan z CD pfilozeného v kitu.

CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad):

V Uvodni moznosti “Startup Wizard Create” zalozte novy “New Experiment” a vytvorte novy protokol “Create
New Protocol”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

Stepl 95°C 3 min

Step2 95°C 15s

Step3 60°C 40 s + Plate Read
Step 4 GOTO Step 2 40x

Step5 40°C 20s

Dopliite “Sample Volume“ na 20pl.
Sbér dat emisniho signdlu je v kroku Step 3 pri 60 °C.

Pro nastaveni filtr( pouZijte v ,,Scan Mode” vsechny kanaly, ale v ,,Plate Manager” nastaveni pro vzorky vyberte
pouze fluorofory FAM a HEX. Oznalte pozice s umisténymi vzorky s ctenim v FAM a HEX kandlech jako
»Unknown” vzorky, pfipadné ,Standard”. Kompletni teplotni profil mdze byt nahran jako Run Template
"EliGene_CELI_RT_CFX_v00.prcl". Run Template mlze byt zkopirovén z CD pfiloZzeného v kitu.

Priprava reagencii
° Pro zamezeni kontaminace udrzujte vsechny zkumavky zavirené a postupujte dle instrukci.
° Pred pouZzitim musi byt vSechny reagencie zcela rozmrazené, kratce promichané na vortexu a stocené.

° Izolujte DNA podle standardniho protokolu.

Priprava reakéniho mixu

Upozornéni: Upozorfiujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostfedi. 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.

1. Detekce: Vezméte jednu zkumavku s CELI-DQ2 Mixem, jednu zkumavku s CELI-DQ8 Mixem a jednu
zkumavku s CELI-DR4 Mixem. Po rozmrazeni, promichani a kratkém stoceni pipetujte do tfi sad
amplifikaénich zkumavek po 17,5 pl kazdého mixu a pridejte 2,5 pl izolované DNA. Pokud nevyuZijete
veskery obsah zkumavky s MasterMixem, zamrazte ho a uchovejte pfi -20 °C v temnu. Nezamrazujte
mikrozkumavky s MasterMixem opakované. Za téchto podminek je souprava stabilni nejméné 14 dni.

2.  Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s CELI-DQ2 Mixem, jednu zkumavku s CELI-DQ8 Mixem a jednu
zkumavku s CELI-DR4 Mixem. Po rozmrazeni, promichani a kratkém stoceni pipetujte do tfi sad
amplifikacnich zkumavek po 17,5 ul kazdého Mixu a pridejte 2,5 ul pozitivni kontroly DNA (PC CELI).

Vlozte zkumavky nebo desti¢ku do RealTime PCR pfistroje a spustte program dle kapitoly Konfigurace RealTime
PCR pfristroje vyse

Odecet vysledkii
LightCycler’ 480 (Roche):
V nabidce “Analysis” zvolte moznost “Abs Quant/2nd Derivative Max”.

V okné “Analysis” kliknéte na ikonu “Color Comp” a zvolte Universal CC FAM (510)-HEX (580) kalibraci. Analyzujte
vysledky kliknutim na ikonu “Calculate”.

Vytvoreno: MIDO Navody k pouziti EliGene Coeliac RT - CZ
Misto ulozeni: https://www.elisabeth.cz/produkt-eligene-coeliac-dg2-dq8-drb4-.html
Tento dokument je majetkem ELISABETH PHARMACON, spol. s r. 0. Je urCen ke zvetejnéni. Verze: 060423-03

Soubor stazen: 07.05.2024 19:42 online uzivatel Strana 5z 13



ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o.

®
H Rokycanova 4437/5
P E I I sa b Et h 615 00 Brno-Zidenice, Ceska republika
h IC: 26258412, DIC: C226258412
armacon Tel.: +420542 213 851
E-mail: inffo@elisabeth.cz C
www.elisabeth.cz A4

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlstem signalu ve FAM (465-
510) a JOE (533-580) kanalu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Hodnoty “Concentration” u vzorkd poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “Negative” znamena negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlistem signalu v daném kandlu.

Real-Time PCR Systémy QuantStudio 3 a 5 (ThermoFisher Scientific):

V nabidce “Analysis Settings” zadejte pro moznost “Baseline” Start Cycle 3 a End Cycle 15. Hodnotu “Treshold”
nastavte do 1/3 maximalni intenzity signélu pozitivni kontroly pro danou alelu. Zanalyzujte vysledky.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nardstem signalu ve FAM (em.
518 nm) a JOE (em. 548 nm) kanalu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Hodnoty “Qty” u vzorkd poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “result undet.” znamend negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s naristem signalu v daném kanalu.

RealTime systém 7500FAST (Applied Biosystems)

V nabidce “Analysis Settings” zadejte pro moznost “Baseline” Start Cycle 3 a End Cycle 15. Hodnotu “Treshold“
nastavte do 1/3 maximalni intenzity signdlu pozitivni kontroly pro danou alelu. Zanalyzujte vysledky.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narGstem signalu ve FAM (em.
518 nm) a JOE (em. 548 nm) kanalu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Hodnoty “Qty” u vzorkd poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “result undet.” znamend negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s naristem signalu v daném kanalu.

Rotor-Gene Q (Qiagen):

Kliknéte v hlavni nabidkové listé na ikonu “Analysis” a vyberte Analyzu “Quantitation”. V okné ,Quantitation
Analysis” zvolte moZnosti “Dynamic Tube” a “Slope Correct”. V nabidce “Outlier Removal” nastavte NTC Treshold
na 10 %. Hodnotu “Treshold“ nastavte do 1/3 maximalni intenzity signélu pozitivni kontroly pro danou alelu.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nartstem signalu ve FAM (Green)
a JOE (Yellow) kanalu. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Hodnoty “Concentration” u vzorkd poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “Negative” znamena negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nartstem signalu v daném kandlu.

CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad):
V okné “Data Analysis” zvolte moZnost “Quantification”. V ,Setting” menu zvolte moznost ,,Baseline Threshold“

avyberte v,,Baseline Cycles”“ moznost ,Auto Calculated” a v ,,Single Threshold” moZnosti nastavte ,User defined”
hodnotu na 1/3 maximalni intenzity signalu pozitivni kontroly pro danou alelu.

Poté v okné “Data Analysis” vyberte jednotlivé fluorofory (FAM a HEX) kliknutim na box s jejich oznaceni pod
amplifikaénim grafem a odectéte vysledky jednotlivych vzorkd.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlstem signalu ve FAM a HEX
kanalu. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Hodnoty “Concentration” u vzorkd poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “Negative” znamena negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nartstem signalu v daném kandlu.
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Interpretace vysledki
HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02) pozitivni

Pokud je pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u CELI-DQ2 Mixu v obou kanalech FAM (DQA1*05)
a JOE (DQB1*02) a zaroven rozdil Ct hodnot mezi signalem v kanalu FAM (DQA1*05) a kanalu JOE (DQB1*02)
neni vyssi nez 4.

HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02) negativni

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u CELI-DQ2 Mixu v obou kanalech FAM
(DQA1*05) a JOE (DQB1*02) nebo rozdil Ct hodnot mezi signalem v kanalu FAM (DQA1*05) a kanalu JOE
(DQB1*02) je vyssi nez 4. Signal pro vnitini kontrolu (SYPL2) v JOE kandlu u CELI-DR4 Mixu vSak musi byt pozitivni.

DdleZitd pozndmka: Pro HLA-DQ2 pozitivni vysledek je nutné mit pozitivni vysledek pro obé alely, DQA1*05 a
DQB1*02. Pokud je pozitivni pouze jedna z alel, pacient neni HLA-DQ2 pozitivni.

HLA-DQ8 (DQA1*03/DQB1*0302) pozitivni

Pokud je pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u CELI-DQ8 Mixu v obou kandlech FAM
(DQB1*0302) a JOE (DQA1*03) a zaroven rozdil Ct hodnot mezi signalem v kanalu FAM (DQB1*0302) a kanalu
JOE (DQA1*03) neni vyssi nez 4.

HLA-DQ8 (DQA1*03/DQB1*0302) negativni

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 narQst emisniho spektra u CELI-DQ8 Mixu v obou kandlech FAM
(DQB1*0302) a JOE (DQA1*03) nebo rozdil Ct hodnot mezi signalem v kanalu FAM (DQB1*0302) a kandlu JOE
(DQA1*03) je vyssi nez 4. Signal pro vnitini kontrolu (SYPL2) v JOE kanalu u CELI-DR4 Mixu vSak musi byt pozitivni.

DdleZitd pozndmka: Pro HLA-DQS8 pozitivni vysledek je nutné mit pozitivni vysledek pro obé alely, DQA1*03 a
DQB1*0302. Pokud je pozitivni pouze jedna z alel, pacient neni HLA-DQ8 pozitivni.

HLA-DR4 pozitivni

Pokud je pozorovan pred cyklem 35 nardst emisniho spektra u CELI-DR4 Mixu v kanalu FAM (DRB1*04) je vzorek
HLA-DR4 pozitivni.

DdleZitd pozndmka: Vzhledem k tomu, Ze se DR4 alela vyskytuje v haplotypu s DQ8 alelou, je pfi detekované
pozitivité DQ8 alely detekovdna i pozitivita v DR4 alele. Pouze velmi vzdcné je DQ8 alela pozitivni bez DRB1*04.

HLA-DR4 negativni

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 narlist emisniho spektra u CELI-DR4 Mixu v kanalu FAM (DRB1*04) je
vzorek HLA-DRB1*04 negativni. Signal pro vnitfni kontrolu (SYPL2) v JOE kanalu u CELI-DR4 Mixu vSak musi byt
pozitivni.

Pozitivni vysledek

Pokud byla ve vzorku detekovand alespon jedna alela (HLA DQ2 a/nebo HLA DQ8) muZe dojit ke vzniku a rozvoji
onemocnéni. Vliv genetické slozky je pfiblizné 50 %.

Upozornéni: Upozoriiujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostredi. PouZivejte odliSnou
mikropipetu pro pipetovani MasterMixu, odliSnou mikropipetu pro pipetovani vzorkd a odliSnou mikropipetu pro
pipetovani pozitivnich kontrol. Dodrzujte veSkerd doporuceni pro laboratore provadéjici DNA analyzy.
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Negativni vysledek
Pokud vzorek neni pozitivni na HLA DQ2 ani na HLA DQ8 Ize onemocnéni vyloucit.

Pokud je vzorek pozitivni pouze na HLA-DRB1*04 Ize onemocnéni vyloudit.

Inhibovany vzorek

V pfipadé, Ze nedojde k narGstu amplifikacniho signalu u CELI-DR4 Mixu v kanalu JOE je nutné analyzu zopakovat
nejlépe s nové izolovanymi vzorky DNA.
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Ndsledujici tabulka shrnuje mozné vysledku testu
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Kontrolni postup

Kit EliGene” Coeliac RT vyuZiva jako vnitini izolaéni kontrolu detekci lidského genu SYPL2 (synaptophysin-like 2)
v CELI DR4 Mixu v kanalu JOE. Gen pro SYPL2 je pfitomen v kazdém vzorku lidské DNA, tudiz neni nutné pfidavat
ke vzorku internikontrolu. Inhibi¢ni izolacni kontrola sleduje kvalitu izolace DNA a detekuje pfipadné chyby
v procesu izolace DNA. Detekuje také pripadné inhibice amplifikacniho procesu. V ptipadé Ze vzorek je
DQA1*05/DQB1*02, DQA1*03/DQB1*0302 a DRB1*04 DNA negativni, Ct vnitfni kontroly musi mit hodnotu 35
nebo méné.

Referencni materidl

Ke sledovani vSech postupt zahrnujici DNA izolaci a RealTime PCR detekci mlZete pouzit referencni material
pozitivni pro DQ2, DQ8 a DR4 alely. Komer¢ni pozitivni material neni k dispozici.

Reseni problémii
1. V pripadé, Ze nedojde k amplifikaci interni kontroly, mdZe jit o zdvadu v postupu izolace DNA, pouZiti kitu
po dobé exspirace nebo o zadvadu 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 pristroji pro RealTime PCR.

Funkcni charakteristiky
Analytické funkcni charakteristiky:

Kit EliGene® Coeliac RT specificky detekuje pfitomnost alel DQA1*05, DQA1*03, DQB1*02, DQB1*0302 a
DRB1*04. Kit je uréen pro detekci lidské DNA o koncentraci vyssi nez 5 ng/ul.

Analyticka citlivost je 10 ng DNA v reakéni smési.
Analyticka specifita metodiky je 100% a byla ovéfena prohleddvanim DNA databazi.

Klinickd specifita kitu EliGene” Coeliac RT byla testovana na 50 vzorcich lidské DNA s genotypy uréenymi na
zakladé sekvenace.

Diagnostické funkéni charakteristiky:

Specifita kitu EliGene® Coeliac RT byla testovana na 50 vzorcich lidské DNA s genotypy uréenymi na zakladé
sekvenace. Vdech 50 vzorkl kitu EliGene® Coeliac RT vyhodnotil spravné. Klinickd specifita EliGene® Coeliac RT
kitu je 100%.

Meérici interval

Souprava umoznuje detekci > 10 ng DNA molekul v reakéni smési.

Interni kontrola kvality

Jako interni kontrola kvality je pouZita interni kontrola pro kontrolu procesu izolace a amplifikace spolecné s
pozitivni kontrolou sledujici funkénost MasterMixu.
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Limitace testovaciho postupu

Citlivost soupravy je zavisla na zachdazeni se vzorkem (izolace DNA). Je velmi doporuéeno pouZivat izolaéni kity a
postupy uvedené vyse.

Biologické referencni intervaly

Z4adné pouzitelné informace pro tento kit.

Upozornéni

Nevyuzity obsah zkumavky s MasterMixem je stabilni po dobu 2 tydnd pri -20 °C. Nezamrazujte zkumavky s
MasterMixem opakované! Nemichejte komponenty kitu z riznych Sarzi.

Obecnd varovdni a bezpecnostni opatreni

° Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencialné infekénim materidlem. Vyhnéte se pfimému
kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzork(l a tvorbé aerosolu. Jakykoliv material, ktery pfrisel
do styku s biologickymi vzorky, musi byt prfed umisténim do odpadu autoklavovan pfi 121 °C nejméné
60 minut.

° Pracujete se vSsemi reagenciemi a pouzivanym materialem s védomim, Ze mohou prenaset infekéni agens.
Vyhnéte se pfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovan v souladu s adekvatnimi
bezpecnostnimi predpisy. Spotfebni material musi byt spalen. 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 préci se vzorky a reagenciemi.

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

° Pred zapocetim prace si radné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto navodu.

° 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 vyrobc(!

Varovdni a bezpecnostni opatreni pro molekuldrni biologii

° Molekuldrné-biologické postupy jako jsou izolace nukleové kyseliny, reverzni transkripce, amplifikace a
detekce vyZaduji kvalifikovany persondl z divodu zamezeni chybnych vysledkd, specialné 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 ptipravu amplifikacnich smési.
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e  Je nezbytné pouzivat vhodné laboratorni plasté, rukavice a pomdcky urcené pro izolaci nukleovych kyselin
nebo pro pfipravu amplifikaénich smési nebo pro detekci. Nikdy nepfendsejte laboratorni plasté, rukavice
a pomUcky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu amplifikacnich smési a pro
detekci.

e  Vzorek, ze kterého se analyza provadi, musi byt hned od pocatku pro DNA analyzu uréen a musi s nim byt
podle toho nakladano, napf. vzhledem k mozné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek musi
byt zpracovavan v laminarnim boxu. Rizné vzorky nesméji byt otevieny ve stejnou dobu. Automatické
pipety uZivané pro praci s biologickymi vzorky museji byt pouzivany pouze pro tuto specifickou préci a
museji byt pouzivany 3picky s filtrem. Pouzivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a RN&z.

° S reagenciemi musi byt pracovano v PCR boxu (nikoliv v lamindrnim 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 DN&z a RNaz.

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

Varovdni a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy

° Mikrozkumavky obsahujici mixy (CELI-DQ2 Mix, CELI-DQ8 Mix a CELI-DR4 Mix) jsou ureny 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 $tit.

P281 PouZivejte poZzadované osobni ochranné prostredky.
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Vysvétlivky

Katalogové Cislo

Horni teplotni hranice

Cislo sarze
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Spotrebujte do (posledni den v mésici).

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

3 o

V souladu s poZadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické prostredky in
vitro.
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Obsah dostatecny pro "N" testl

Prosim, fidte se instrukcemi pro pouZiti.

Vyrobce

E D <

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 Navody k pouziti EliGene Coeliac RT - CZ
Misto ulozeni: https://www.elisabeth.cz/produkt-eligene-coeliac-dg2-dq8-drb4-.html
Tento dokument je majetkem ELISABETH PHARMACON, spol. s r. 0. Je urCen ke zvetejnéni. Verze: 060423-03

Soubor stazen: 07.05.2024 19:42 online uzivatel Strana 13z 13




