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EliGene® Lactose intolerance RT

c € REF| 90092-RT (pro 50 stanoveni)

Skladovdni a doba

pouZitelnosti:

5x 150 pl C/T/G/A Mix
1 x 100 ul PC DNA C/G
1x 100 ul PCDNA T/A

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

Ndvod k pouziti

Ucel pousiti
Souprava EliGene® Lactose intolerance RT slouZi k DNA detekci polymorfismu C-13910T a G-22018A v regulacni
oblasti genu pro laktazu z izolované DNA.

Princip metody

Diagnosticka souprava je zaloZena na principu RealTime PCR genotypizace (diskriminace alel). Pro detekci
jednobodovych polymorfizm( C-13910T a G-22018A v genu MCM6 v izolované DNA jsou pouZity primery a
dualné znacené sondy (C-13910T FAM a HEX a G-22018A TexasRed a Cy5).

Obecny uvod

V klinickych laboratofich jsou bézné testovani pacienti s laktézovou intoleranci na pfitomnost jednobodovych
polymorfismG C-13910T a G-22018A nachdazejicich se v genu MCMB6, u kterych byla nalezena asociace s geneticky
podminénou laktézovou intoleranci spojenou se snizenou produkci enzymu laktdzy. Genotypizace téchto
polymorfism( umoznuje odlisit diagndzu laktdzové intolerance zplisobenou v disledku genetickych predpokladi
nebo sekundarnich vlivi. Tento genotypizacni test umozZiiuje rychlou a rutinni analyzu vySe zminénych
polymorfism( u velkého poctu vzork(. EliGene® Lactose intolerance RT souprava poskytuje spravné vysledky
rovnéz u pacientl nesouci mutace C-13907G, T-13913C, G-13914A a T-13915G.

Odbér vzorku, zpracovdni a uchovavani
Klinicky material: Doporucena izolace DNA:
Krev, stéry Manualni: EliGene® Urine Isolation Kit
Automatickd: ZEPHYRUS Magneto (ELISABETH PHARMACON)

Upozornéni: Pro zachovani uvedené senzitivity testu striktné doporucujeme zachovdvat preanalytické postupy
uvedené v tomto navodu k pouZziti. Zvlasté pak neménte doporucené postupy z hlediska vychoziho mnozstvi
vzorku, rychlosti otacek pfi centrifugacich atd. Pro izolaci DNA Ize vyuZit také jiné soupravy, avSak preanalytické
postupy skladovani, transportu a centrifugace museji byt dodrzeny.
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Krev:

Manudini izolace:

Ke vzorku ptidejte 10 pl Proteindzy K a poté pokracujte dle standardniho izolaéniho protokolu kitu EliGene Urine
Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON) pro izolaci DNA z krve. Izolovanou DNA pouZijte ihned k detekci nebo
skladujte nékolik hodin aZ jeden tyden pti 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 elu¢niho pufru.

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.

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

2.  Odbérovy tampdn vlozte do pripravené 2 ml zkumavky a sterilnimi nGzkami odsttrihnéte Stétecek — stiihejte
zhruba 0,5 cm nad Stéteckem. Zkumavku uzavrete

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

5. Poté pokracujte dle standardniho izolacniho protokolu kitu EliGene Urine Isolation Kit. 1zolovanou DNA
pouzijte ihned k detekci nebo skladujte nékolik hodin azZ 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 Lysis Bufferu, 200 pl PCR vody a 10 pl Proteinazy K.

2.  Stérovku vloZte do pripravené 2 ml zkumavky a sterilnimi ntzkami odstfihnéte stétecek — strihejte zhruba
0,5 cm nad stéteckem. Zkumavku uzavrete.

3. Inkubujte 20 min pfi 56 °C v termotrepacce pri 1000 otackach. Poté zkumavku kratce stocte. 4. Sterilni
pinzetou vyjméte stétecek a zkumavku kratce stocte.

5. Napipetujte cely objem vzorku do pozice H na Deep well desti¢ce z MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation
kitu.

6. lzolujte DNA ze vzorku pomoci MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation kitu dle protokolu pro vzorky
plasmy s eluci do 50 pl elu¢niho pufru.

Doporuéend koncentrace analyzované DNA je min. 10 ng/ul. Nedoporucuje se testovat vzorky o koncentraci nizsi
nez 10 ng/ul.

Nezbytné vybaveni pro laboratof

° Sterilni automaticka pipeta 5-20 pl a sterilni $picky s filtrem prosté DNA/RNA a DNaz a RN4z (doporudujeme
plast pro diagnostické tcely s certifikdtem CE)

° Sterilni stojanek prosty DNA/RNA a DNaz a RNaz

° Zatizeni pro Real Time PCR — kit je optimalizovan pro pfistroje Quant Studio 5 (Thermofisher Scientific),
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CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).
° Sterilni plast (stripy, desticky, zkumavky) bez DNaz a RNaz vhodny pro dany Real Time PCR pfistroj.

° Laboratorni ochranné rukavice.

Konfigurace RealTime PCR pristroje

PFi pouZiti soupravy se fidte manudlem vyrobce daného cycleru. NiZe je uveden seznam cycleru véetné
nastaveni, které byly pouZity pfi testovani EliGene® Lactose intolerance RT.

®  Pro detekci alely T pouZita sonda znacena FAM barvou (exc. 494 nm —em. 518 nm)
e Pro detekci alely C pouZita sonda znacena HEX barvou (exc.520 nm —em. 548nm)

e  Pro detekci alely G pouZita sonda znacena TxRed barvou (exc. 589 nm —em. 615nm)
® Pro detekci alely A pouZita sonda znacena Cy5 barvou (exc. 650nm — em. 670nm)

QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific):

Vyberte mozZnosti Experiment type, "Genotyping”, Chemistry “TagMan Probes” a Run Mode “Standard”.
Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min Ramp rate (1.6°C/s)

Cyklovaci faze (Cycling stage) — 39 cykli

95°C  10s Ramp rate (1.6°C/s)

58°C 10s Ramp rate (1.6°C/s)  Data collection ON

67°C  20s Ramp rate (1.6°C/s)

Post-Read Stage

40°C  1min Ramp rate (1.6°C/s)

Sbér dat emisniho signdlu v druhém kroku cyklovaci faze pri 58 °C.

Dle navodu k pouziti vyrobce cycleru zadejte k desticce jednotlivé alely s prisluSnymi reportérovymi barvami —
alela 13910 T (FAM), C (VIC); alela 22018 G (ROX), A (Cy5) a jako pasivni referenéni barvivo zvolte NONE.

Kompletni teplotni profil s nastavenim alel mlzZe byt nacten jako Run Template “EliGene_LAC_QS5_v00.edt”.
Run Template mize byt importovan do softwaru z CD pfiloZzeného v kitu.

CFX96 Touch (Bio-Rad):
V uvodni moZnosti “Startup Wizard” zaloZte “New Experiment” a vytvorte novy protokol “Create New Protocol”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step1l 95°C 3 min

Step2 95°C 10s

Step3 58°C 10 s + Plate Read
Step4 67°C 20s

Step 5 GOTO Step 2 39x

Step6 40°C 60 s

Doplnte “Sample Volume“ na 20ul.

Sbér dat emisniho signalu je v kroku Step 2 pti 58 °C.
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Pro nastaveni filtr(i pouZijte v ,,Scan Mode” vSechny kanaly, ale v ,,Plate Manager“ nastaveni pro vzorky vyberte
pouze fluorofory FAM, HEX, TxRed, Cy5. Oznacte pozice s umisténymi vzorky jako ,Unknown” vzorky nebo
,Standard”. Kompletni teplotni profil miZe byt nahran jako Run Template "EliGene LAC_CFX96_v00.pcrl" anebo
muze byt zkopirovan z CD pfiloZzeného v kitu.

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

° V kroku izolacniho protokolu, kdy se k izolovanému vzorku pfidava Proteindza K, pfidejte také 20 pl interni
kontroly (IAC DNA). V Zadném pripadé nepfiddvejte interni kontrolu k vyizolované DNA tésné pred analyzou.

° Pokud nespotrebujete cely objem MasterMixu, skladujte zkumavku v temnu pfi teploté 4°C az 14 dni. Pro
dlouhodobé skladovani pouzijte mrazak (-20 °C, tma). MasterMix by nemél projit vice nez péti cykly
zmrazeni-rozmrazeni.

Priprava reakéniho mixu pro pfistroje Quant Studio 5 a CFX96

1. Detekce: Vezméte jednu zkumavku s C/T/G/A Mixem. Po rozmrazeni, promichani a kratkém stoleni
napipetujte do amplifikacni zkumavky, nebo jamky 15 pl mixu a pridejte 5 pl izolované DNA.

2. Standardy: Do amplifika¢ni jamky napipetujte po 15 ul C/T/G/A MaterMixu a pfidejte do jednotlivych jamek
5 ul kazdého standardu.

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

Odecet vysledkii
QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific)

V okné “Analysis settings” vyberte pro obé alely v ziloZce “Call Settings” moznost “Analyze Rela-Time dRn data“,
v zaloZce “Ct Settings” zvolte moZnost “Baseline Start Cycle 3 — end cycle 15” a analyzujte vysledky kliknutim na
moznost “Apply”.

Software automaticky vyhodnoti pfitomnost jednotlivych alel.

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

V okné “Data Analyse” zvolte moznost “Allelic Discrimination”. V ,Setting” menu zvolte mozZnost ,Baseline
Threshold” a vyberte v ,Baseline Cycles” mozZnost ,Auto Calculated” a v Single ,Threshold”“ mozZnost , Auto
Calculated”.

V okné Allelic Discrimination zvolte pfislusnou kombinaci fluorofor(i pro danou alelu. 13910 — FAM (T), HEX (C),
22018 - TxRed (G), Cy5 (A). Software automaticky vyhodnoti genotyp na zdkladé RFU hodnot.

Vzorky s hodnotami RFU < 500 u obou fluoroforti nejsou hodnotitelné.
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Fluorofory nastavte nasledovné:
X=FAM
Y= HEX

Allela 1=genotyp TT, Allela 2 = genotyp CC

X=TxRed | Ajllela 1 =genotyp GG, Allela 2 = genotyp AA
Y=Cy5

Interpretace vysledkii

Laktézovad intolerance

Alela . . L , Laktézova tolerance
(sniZena aktivita laktdazy)
13910T CC TT CT
22018A GG AA GA
Kontrolni postup

Souprava EliGene” Lactose intolerance RT zahrnuje pozitivni kontroly (PC DNA C/G, PC DNA T/A)

Pozitivni kontrola sleduje spravnou funkci MasterMixu. Minimalni Cp pro pozitivni kontrolu musi byt 30 nebo
méné. Cp vyssi nez 30 nemuUZze byt akceptovano a detekce DNA musi byt provedena s novym vzorkem. V pfipadé
opakované vyssiho Cp kontaktujte vyrobce ELISABETH PHARMACON.

Pouzivejte negativni kontrolu pro kazdy béh. Jako negativni kontrolu pouzijte vodu pro molekuldrni biologii
pouZivanou ve vasi laboratofi. Pro negativni kontrolu pouZijte pipetu pro vzorky DNA.

Referencni material

Ke sledovani vSech postuptd zahrnujici DNA izolaci a RealTime PCR detekci mlZete pouzit referencni material
pozitivni pro individualni genotypy. Komercni pozitivni material neni k dispozici.

Reseni problémti

1. V pripadé, Ze nedojde k amplifikaci interni kontroly, miZe jit o zavadu v postupu izolace DNA, pouZiti kitu
po dobé exspirace nebo o zavadu na pfistroji pro RealTime PCR.

2.V pfipadé, zZe se neamplifikuje pozitivni kontrola, mUGze jit o pouziti kitu po dobé exspirace nebo o zdvadu
na pfistroji pro RealTime PCR.

Funkcni charakteristiky
Analytické funkcni charakteristiky:

Souprava EliGene® Lactose intolerance RT specificky detekuje pfitomnost genotypti CC, CT a TT polymorfismu C-
13910T a genotypll GG, GA a AA polymorfismu G-22018A. Kit je urcen pro detekci lidské DNA o koncentraci vyssi
nez 10 ng/ul.

Analyticka citlivost je 10 ng DNA v reakcni smési.

Analytickad specifita metodiky je 100% a byla ovérena prohledavanim DNA databazi.
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Klinicka specifita soupravy EliGene” Lactose intolerance RT byla testovéna na 31 vzorcich lidské DNA s genotypy
uréenymi na zakladé referenéni metody.

Diagnostické funkcni charakteristiky:

Specifita soupravy EliGene” Lactose intolerance RT byla testovana pomoci 31 vzork( analyzovanych referenéni
metodou, kdy bylo zjisténo 8 vzorkd pozitivnich na rizikovy genotyp. Pfi porovnani vysledkd testt byla dosazena
stoprocentni shoda. Analyticka specifita soupravy EliGene® Lactose intolerance RT je 100%.

Meé¥ici 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.

Limitace testovaciho postupu

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

Biologické referencni intervaly

Zadné pouzitelné informace pro tento kit.

Upozornéni

Po smichani je MasterMix stabilni pfi -20 °C. Nezamrazujte zkumavky s MasterMixem vice neZ 5x. Nemichejte
komponenty kitu z rGznych sarzi.

Obecnd varovdni a bezpecnostni opatreni

° Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencidlné infekénim materidlem. Vyhnéte se pfimému
kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzorkd a tvorbé aerosold. Jakykoliv material, ktery prisel
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 infek¢ni agens.
Vyhnéte se pfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovan v souladu s adekvatnimi
bezpecnostnimi predpisy. Spotfebni materidl 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.
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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!

° NepouZzivejte 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 dlivodu 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 pripravu
amplifikacnich smési a pro detekci. Zabezpecte, aby se produkt amplifikace nikdy nedostal do mistnosti pro
extrakci nukleovych kyselin nebo do mistnosti pro pripravu amplifikacnich smési.

e Je nezbytné pouZivat vhodné laboratorni plasté, rukavice a pomUcky urcené pro izolaci nukleovych kyselin
nebo pro pfipravu amplifika¢nich smési nebo pro detekci. Nikdy nepfendsejte laboratorni plasté, rukavice
a pomUcky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu amplifikaénich 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 naklddano, napt. 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 pouzivany pouze pro tuto specifickou préci a
museji byt pouzivany 3picky s filtrem. Pouzivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DN&z a RN&z.

° 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 RN4az.

° S produkty amplifikace je tfeba zachdzet 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 jsou urc¢eny pouze pro jedno pouZiti a museji byt pouzity pouze pro pfipravu
reakéni smési.

. Mikrozkumavky obsahujici pozitivni kontroly jsou urceny pouze pro jedno poufziti.

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

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/oblicejovy Stit.

P281 PouZivejte poZadované osobni ochranné prostredky.

V pfipadé jakychkoliv problémi se obratte na zakaznické centrum spole¢nosti ELISABETH PHARMACON,
spol.sr. 0.
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Vysvétlivky

Katalogové Cislo

Horni teplotni hranice

LOT Cislo $arze
Spotrebujte do (posledni den v mésici).

Diagnosticky zdravotnicky prostiedek in vitro

3 o

V souladu s poZadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické prostredky in
vitro.

N
m

Obsah dostatecny pro "N" testd

Prosim, fidte se instrukcemi pro poufiti.

Vyrobce

E B>

Vyrobce
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