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1 ZWECKBESTIMMUNG

Die Zweckbestimmung des FastQ® CD-Kits ist die molekulargenetische Bestimmung des
Vorhandenseins der folgenden mit Zdliakie assoziierten HLA-DQ-Allele:

e DQAI*02:01, DQAI*05:01, DQAI*05:05

e DQBI*02:01, DQB!1*02:02, DQB1*03:02

2 PRODUKTBESCHREIBUNG

Zoliakie (CD) ist eine chronisch entzundliche Erkrankung des Dunndarms, die durch eine
fehlgeleitete Immunreaktion auf die in der Nahrung enthaltenen Glutenproteine aus Weizen,
Roggen und Gerste verursacht wird. Bei der Diagnose der Zoliakie werden vier Aspekte
bertcksichtigt: Symptome, Zdliakie-Antikorper im Serum (TG2-1gA), Duodenalhistologie und
das Vorhandensein von HLA-DQ2 und/oder DQ8. Die Zdliakie ist eine der Krankheiten mit
der starksten HLA-Assoziation (Sollid, L M et al. 1989, Sollid L M und E Thorsby, 1990). Der
diagnostische Wert dieses Parameters beruht auf seinem negativen Vorhersagewert,
insbesondere bei Patienten, die trotz histologischer Verdnderungen seronegativ sind, oder in
Fallen, in denen zum Zeitpunkt der CD-Diagnose keine serologische Bestéatigung vorliegt
(Husby et al. 2019). Diese starke HLA-Assoziation gilt fur definierte Heterodimere der HLA-
DQA- und DQB-Antigene. Die starkste Assoziation (90-95% CD) besteht mit DQ25
(DQAL*05.01, DQB1*02:.01) und schwachere Assoziationen (5-10% CD) mit DQ8 (DQAL*03,
DQBI1*03:02) und DQ2.2 (DQA!*02:01, DQBI1*02:02) (Sollid und Lie 2005). Bei einer kleinen
Gruppe von Patienten, die nicht Trager von DQ25, DQ22 oder DQ8 sind, haben fast alle
DQ7.5 (DQAL*05, DQB1*03:01) (Karell et al. 2003, Bergseng, Elin et al. 2015).

Der Nachweis des Vorhandenseins oder Nichtvorhandenseins von HLA-DQ2 und/oder DQ8
ist ein wesentlicher Labortest fur den Ausschluss von CD, zusatzlich zu den serologischen
Differentialdiagnoseverfahren (Anti-TG2 und/oder Anti-EMA). Bei Patienten mit einem
negativen Testergebnis kann die Zoliakie mit hoher Sicherheit ausgeschlossen werden. Der
Nachweis von HLA-DQ2 und/oder DQ8 ist Teil des Algorithmus fir die Zo6liakie-Diagnose
(siehe Abbildung 1 unten, Al-Toma et al,, 2019).

Response:
life-long GFD
—  Both+ve — CDislikely — GFD— Ser_ology and
rebiopsy 12m
No response:
[ AntiTG2 and | revise Dx + DQ2/8
Amigﬁi and }——1 Both -ve — CDis excluded
Serology 6—12m.
| DQ2/8 +ve — Rebiopsy may be considered

L TG2+ve/EMA-ve — HLA-DQ2/8 4|7
- DQ2/8 -ve —— CD is excluded

Abbildung 1: Algorithmus fiir die Diagnose von Zéliakie. Beachten Sie, dass nach der aktuellen Leitlinie
die Differentialdiagnose der Zoliakie nur Gber HLA-DQ2/DQ8 gestellt wird, wenn der serologische
Befund unsicher ist. (GFD = glutenfreie Diat) — aus: Al-Toma, Abdulbagqi et al. “European Society for the
Study of Coeliac Disease (ESsCD) guideline for coeliac disease and other gluten-related
disorders.” United European gastroenterology journal vol. 75 (2019): 583-613.
doi:10.1177/2050640619844125
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3 TESTPRINZIP

Der Test wird mit genomischer DNA als Ausgangsmaterial durchgefuhrt. Die DNA wird mit
sequenz-spezifischen Primern (SSP) ampilifiziert. Die Primer wurden speziell fur die selektive
Amplifikation spezifischer Abschnitte des HLA-DQ-Gens entwickelt. Die Amplifikate werden
mit ebenfalls genortspezifischen fluoreszenzmarkierten Hydrolyse-Sonden (TagMan®-
Sonden) nachgewiesen, wodurch die Spezifitat des Tests im Vergleich zur klassischen SSP
erhoht wird.

Wenn Amplifikate vorhanden sind, werden die Sonden durch die Taqg Polymerase
hydrolisiert, und es entsteht ein Fluoreszenzsignal, das proportional zur Menge des PCR-
Produkts ansteigt. Die Fluoreszenzsignale werden von der optischen Detektionseinheit des
RT-PCR-Cyclers gemessen. Der Test wird in zwei PCR-Ansatzen durchgefuhrt, in der mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen die interne Positiv-Kontrolle (Auman growth hormon)
und die krankheitsassoziierten Haplotypen nachgewiesen werden.

4 MATERIAL
4.1 Inhalt des FastQ® CD Kits (48 Tests)

e 130 pl Q Primermix CD I, gebrauchsfertig, enthélt Primer und Sonden
e 130 pl Q Primermix CD I, gebrauchsfertig, enthélt Primer und Sonden

e 260 pl Plex Mix, gebrauchsfertig, enthalt dNTPs, Taq Polymerase, Reaktionspuffer
(enthélt den Gefahrstoff 2-Methylisothiazol-3(2H)-on in einer Konzentration von
< 0,05%, siehe Kapitel 8 und 14)

e Elektronische Gebrauchsinformation / Kit File, erhaltlich vom Download-Server
www.service.bag-diagnostics.com, weitere Informationen siehe Beileger im Kit

4.2 Zusatzlich erforderliche Reagenzien und Gerate

e Reagenzien zur DNA Isolation (validierte DNA Isolationskits siehe 6.2)

e Real-Time PCR-Cycler (validierte Cycler siehe 4.3)

e RT-PCR Reaktionsgefalle mit Deckeln oder Abdeckfolien (validierte Produkte siehe 4.3)
e Aqua dest. (DNAse frei)

¢ Variable Pipetten (0,5 — 1000 ul) und Pipettenspitzen

e Zentrifuge (e.g. PlateFuge — MicroCentrifuge von Benchmark Scientific)

e Colour Compensation Kit fiir den LightCycler® 480 Il 1 728259 RT CC Universal
LC480) wird von BAG Diagnostics zur Verfligung gestellt)
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4.3 Validierte Cycler und Reaktionsgefalie

. ] RT-PCR
Cycler RT-PCR Reaktionsgefalle Verschlusssystem
CFX96™ / CFX Opus 96 FrameStar® Break-A-Way PCR Plate Crystal Strips
Real-Time PCR 96 white wells, black frame Product NO_- 4“'(_)755
Detection System, Product No. 4ti-1201 Fa. Azenta Life Sciences
Fa. Bio-Rad Fa. Azenta Life Sciences

gPCRSeal
(Optically clear adhesive film)
Product No. 4ti-0560

Fa. Azenta Life Sciences

LightCycler® 480 Il Real-
Time PCR Detection
System,

Roche Molecular
Systems Inc.

Roche Multiwell Plate 96, white
Product No. 04729692001
Fa. Roche

gPCRSeal
(Optically clear adhesive film)
Product No. 4ti-0560

Fa. Azenta Life Sciences

QuantStudio™ 6 Flex
System,
Applied Biosystems /

Removable 8 Well PCR Tube Strip,
Product No. 4ti-0753,
Fa. Azenta Life Sciences

Crystal Strips,
Product No. 4ti-0755
Fa. Azenta Life Sciences

Thermo Fisher Scientific

Hinweis: Bei Verwendung von anderen Real-Time-Thermocyclern, Reaktionsgefal3en

und Verschlusssystemen miussen diese vom Anwender validiert werden.

5 LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Die Kits werden mit Trockeneis versandt. Nach Erhalt mussen alle Reagenzien bei < -20 °Cin
temperaturtiberwachten Geraten gelagert werden. Das Verfallsdatum ist auf dem Etikett der
jeweiligen Reagenzien angegeben. Das auf dem AufRenetikett angegebene Verfallsdatum
bezieht sich auf den Kitbestandteil mit der klrzesten Haltbarkeit. Die Testung der Auftau-
Gefrierzyklen hat ergeben, dass fur den Plex Mix bis zu 12 Zyklen und fur die Q Primermixe
bis zu 15 Zyklen keinen nachteiligen Effekt auf die Qualitat des Kits haben. Fir mehr Zyklen
liegen noch keine Daten vor. Es wird daher empfohlen, die Reagenzien ggf. zu aliquotieren.

Sollte die Schutzverpackung beschéadigt sein, wenden Sie sich bitte an den Kundenservice.

Die Q Primermixe und den Plex Mix direkt vor dem Ansatz der PCR auftauen. Die fertig
angesetzten PCR-Platten/-streifen sofort in den Real-Time Thermocycler stellen und den
PCR-Lauf starten.

6 TESTDURCHFUHRUNG
6.1 Vorsichtsmalnahmen und besondere Hinweise

Molekulargenetische Techniken sind besonders sensitive Methoden und sollten nur von
qualifiziertem Fachpersonal mit Erfahrung in molekulargenetischen Techniken durchgefuhrt
werden. Die Ergebnisse dieser Tests durfen nicht als alleinige Grundlage fur diagnostische
und/oder klinische Entscheidungen verwendet werden.
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Besondere VorsichtsmalRnahmen sind zu beachten, um Kontaminationen und damit falsche
Reaktionen zu vermeiden:

e prinzipiell mit Handschuhen (mdoglichst puderfrei) arbeiten.
e Dbeijedem Pipettierschritt neue Spitzen (mit Filtereinsatz) verwenden.

e wenn moglich, zwei getrennte Arbeitsbereiche fur den Pra-Ansatz (DNA-Isolierung,
Ansetzen der Reaktionen) und die Post-Amplifikation (PCR, Detektion) einrichten.

e Gerate und andere Materialien nur an den jeweiligen Arbeitsplatzen verwenden und
nicht austauschen.

6.2 DNA Isolation

Das Probenmaterial flr die Isolation der genomischen DNA muss in geeigneten
Abnahmesystemen verschickt werden. Fir den Test ist EDTA- oder Citrat-Blut erforderlich.
Heparin kann unter Umstdnden die PCR-Reaktion hemmen (Beutler et al. 1990), derartige
Abnahmesysteme sind daher nicht geeignet und durfen nicht verwendet werden. Es wird
empfohlen, fur die DNA-Isolation C€ IvD zugelassene Extraktionskits zu verwenden.

Validierte DNA Extraktionskits:

¢ Qiagen QlAamp DNA Blood Kits (Saulen)

Wenn die im Labor etablierte Standardmethode zur Isolation von gDNA verwendet werden
soll, und dafur nicht das oben genannte Kit verwendet wird, muss diese vom Anwender
validiert werden.

Fur die Durchfihrung des FastQ® CD Tests ist eine DNA-Konzentration von 10-50 ng/pl
erforderlich.

Die Reinheitsindices mussen sich im folgenden Bereich befinden:

* OD260/OD280 = >15und <20
Hohere Werte deuten auf das Vorhandensein von RNA hin, niedrigere
Werte auf eine Verunreinigung mit Proteinen.

* OD260/OD230 = >18
Niedrigere Werte weisen auf eine Kontamination mit Salz,
Kohlenhydraten oder organischen Losungsmitteln hin.

6.3 Amplifikation

Es sollten die vom Hersteller des Real-Time-Cyclers empfohlenen Reaktionsgefal3e oder die
in Kapitel 4.3 empfohlenen Materialien verwendet werden.

Fir jede Probe die folgenden Reagenzien in ein Reaktionsgefal? pipettieren:

Reaktion | Reaktion I
2ul Q Primermix CD | 2ul Q Primermix CD Il
2l Plex Mix 2ul  Plex Mix
1ul  Proben DNA (10-50 ng/ul) 1ul  Proben DNA (10-50 ng/pl)
5ul  Aqua dest. (DNAse frei) 5ul  Aqua dest. (DNAse frei)
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Das Reaktionsvolumen fur jeden RT-PCR-Ansaz betragt 10 pl.

Hinweis: Eine vertikal alternierende Plattenbelegung der Probe mit dem Primermix CD |

und Il ist fur die Auswertung mit der PlexTyper® Software obligartorisch.

Wenn ein Pra-Mix aus Q Primermix, Plex Mix und Aqua dest. fur mehr als eine Probe
hergestellt wird, bitte ein angemessenes Zusatzvolumen fur Pipettierverluste einrechnen.

Wenn eine Negativ-Kontrolle (NTC) mitgefuhrt werden soll, eine PCR Reaktion mit Aqua

dest. anstatt der Proben-DNA ansetzen.

Die Reaktionsgefal3e verschlielBen und die Flussigkeit kurz zentrifugieren. Sicherstellen,
dass sich keine Blasen in den Reaktionsgefal3en befinden. Wenn Blasen auftreten, die

Gefalde vorsichtig auf den Labortisch klopfen, um diese zu entfernen.
64  Setup des RT-PCR Cyclers

Die folgenden Fluorophore werden im FastQ® CD Kit verwendet:

Fluorophor Wellenlange in nm
FAM Excitation: 494 Emission: 520
CAL Fluor® Orange 560 Excitation: 538 Emission: 559
CAL Fluor® Red 610 Excitation: 590 Emission: 610
Cyanine 5 Excitation: 649 Emission: 670

641 CFX96 Touch™ & CFX Opus 96 Real-Time PCR Detection System

Hinweis. Die Farbnamen durfen in der CFX Software nicht i
verandert werden. Die PlexTyper® Software bendtigt die T
Standardbezeichnungen fur die Interpretation und den ritas

X
korrekten Import: Ter

Cal Crange SR0

Cal Gole 59

VIC

oK

Texas Red

CalRec 510

Tex 615

<+ Cyd
Quasar 670

5 Quasen NS

PCR Programm:

Setacted

Programm-Schritt Zeit [s] Temperatur [°C] | Ramp rate [°C/s] | Plate read | Zyklen
Initiale Aktivierung 120 96 25 - 1
Denaturierung 5 98 25 - 3
Annealing + Extension 25 68 2,2 -
Denaturierung 5 98 25 - 37
Annealing + Extension 25 68 *- ja
Kuhlen 120 37 2,2 - 1

* die Standard- Ramp rate fur das CFX96 Touch™ & CFX Opus 96 Real-Time PCR Detection System verwenden.
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Anmerkung: Vor dem Starten des Programms den korrekten Scan Mode auswahlen: All
Channels. Wenn der falsche Scan Mode verwendet wird, kann der Test nicht ausgewertet
werden und muss wiederholt werden. Die Deckeltemperatur muss auf 105°C eingestellt
sein.

CFX96 Touch™ CFX Opus 96

Additional

Settings

6.4.2 LightCycler® 480 Il Real-Time PCR Detection System

Bitte beachten Sie, dass die Lichtquelle fir diesen Cycler gedndert wurde. Ab
Seriennummer 29001 handelt es sich um eine LED-Lampe, vorher war es eine Xenon-
Lampe. Der Test wurde an einem Geréat mit einer LED-Lampe validiert. Es wird erwartet,
dass die alteren Versionen ebenfalls mit dem Test kompatibel sind, aber es ist
wahrscheinlich, dass eine Farbkompensation erforderlich sein wird. Bitte wenden Sie sich
an BAG Diagnostics, wenn Sie ein Gerat mit einer Xenon-Lampe haben und lhre
Ergebnisse suboptimal sind.

PCR-Programm

Erstellen und speichern Sie entsprechend der Bedienungsanleitung des LightCycler® 480
Il ein PCR-Protokoll mit den folgenden Parametern:

Detection Format: FastQ® CD, Block size 96, Reaction volume 10 pl

Step Cycles Analysis Mode Target Acquisition Hold Ramp rate

(°C) Mode (hh:mm:ss) (°C/s)
Hold 1 None 96 None 00:02.00 25
Cycle 13 None 98 None 00:00:05 25

68 None 00:00:25 22
Cycle 37 Quantification 98 None 00:00:05 25

68 Single 00:00:25 22
Hold 1 None 37 None 00:02.00 2.2
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Farbkanéle fiir das LightCycler® 480 Il Real-Time PCR Detection System

Bitte die folgenden Farbkanal-Einstellungen im Detection Format auswahlen:

Emission
488 510 580 610 640 660
440
c
ke 465 v
)
_g 498
@]
v v
3 533
618 v
Excitation  Emission Melt Quant Max.
- . Name Integration
Filter Filter Factor  Factor .
Time (Sec)
465 510 FAM 1 10 1
533 580 0560 (CalFluor Orange560) 1 10 1
533 610 R610 (CalFluor Red610) 1 10 1
618 660 Q670 (Quasar670) 1 10 1

Es wird dringend empfohlen, die geratespezifische Farbkompensation mit dem RT-CC
Universal LC480 Kit (REF 728259) durchzufithren und in PlexTyper® zur Korrektur der
Koeffizienten zu verwenden. Bei Fragen diesbeziglich wenden Sie sich bitte an den
Kundenservice der BAG Diagnostics unter info@bag-diagnostics.com oder +49 6404 925125.

Bitte beachten Sie die Gerateeinstellungen fur den Plattentyp: White Plates / Clear Plates

643 QuantStudio™ 6 Flex System

Experiment-Eigenschaften:

Instrument type: QuantStudio™ 6 Flex System

Block type: 96-Well (0.2 mL) oder Fast 96-Well (0.1 mL)
Experiment type: Comparative Ct (AACY)

Reagent type: TagMan® Reagents

Run properties: Standard

Targets definieren:

Target Name Reporter Quencher Color
FAM FAM NFQ-MGB Green
ORANGE560 VIC NFQ-MGB Orange
RED610 ROX NFQ-MGB Red
Cy5 Cy5 NFQ-MGB Yellow
Passive Referenz: None
Zuweisung: Assign all targets to each well.

Reaktionsvolumen: 10 ul
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Run Method:
Ramp
. T t
Stage Cycles Data Collection aorge Hold (mm:ss) rate
(°C) o

(°C/s)

Hold Stage 1 Off 96 00:02:00 25

.00 2.

PCR Stage 13 Off 98 00:00:05 >

68 00:00:25 2.2

PCR Stage 37 Off 98 00:00:05 25

On 68 00:00:25 2.2

Hold Stage 1 Off 37 00:02:00 2.2

7 INTERPRETATION DER ERGEBNISSE MIT DER PlexTyper® SOFTWARE

Die Auswertung und Interpretation der Testergebnisse muss mit der PlexTyper® Software
unter Verwendung der unten aufgefihrten validierten RT-Cycler durchgefiuhrt werden. Bitte
beachten Sie auch die Gebrauchsanweisung fur die PlexTyper® Software.

o CFX96 Touch™ und CFX Opus 96 Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad
e LightCycler® 480 Il Real-Time PCR Detection System, Roche Molecular Systems Inc.
e QuantStudio™ 6 Flex System, Applied Biosystems / Thermo Fisher Scientific

Die Erstellung von Tests und Arbeitslisten in PlexTyper® wird in der Gebrauchsanweisung fiir
die PlexTyper® Software ausfuhrlich beschrieben.

Fur die softwarebasierte Auswertung und Interpretation der Daten wird die PlexTyper®
Software (kostenlos bei BAG Diagnostics erhéltlich) in Verbindung mit den PlexTyper®
spezifischen Kit-Dateien (Kit Files) bendtigt. Die fur die Auswertung bendétigten Kit-Dateien
stehen auf dem Download-Server (www.servicebag-diagnostics.com) zum Herunterladen
bereit.

Beachten Sie die Produkt- und Chargennummer des verwendeten Kits. Die Kit-Dateien sind
produkt- und chargenspezifisch und auch spezifisch fur den verwendeten RT-PCR-Cycler. Die
Verwendung falscher Kit-Dateien (falsches Kit, falsche Charge, falscher Cycler) kann zu einer
falschen Genotypisierung fuhren.

Zur Auswertung der Ergebnisse mussen die Daten vom Thermocycler auf einen Computer
mit der PlexTyper® Software ibertragen werden (z.B. mit einem geeigneten USB-Stick). Bitte
beachten Sie fur die Datenauswertung die Gebrauchsanweisung von PlexTyper®.

Es ist mdglich, aber nicht notwendig, die Daten generell in der Thermocycler-Software zu
Uberprufen. Gultige Tests mussen z.B. ausreichende Fluoreszenzsignale im FAM-Kanal der
internen Kontrolle zeigen. Positive Reaktionen zeigen ein positives Farbsignal in dem
entsprechenden Farbkanal.

Eine Negativkontrolle (NTC) dient als Kontaminationskontrolle. Wenn DNA oder
kontaminierende Amplifikate unbeabsichtigt in die NTC Reaktion hinzugefiigt werden, fuhrt
dies zu einem positiven Signal. Liegt der Cq unter 36 deutet dies auf eine mogliche
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Kontamination hin. Amplifikationssignale mit einem hdheren Cq als 36 im NTC gelten als
PCR-Artefakte und werden nicht bertcksichtigt. Bei Verdacht auf eine PCR-Kontamination
wird empfohlen, das PCR-Labor von DNA zu dekontaminieren und die Reagenzien
auszutauschen.

Die von der Cycler-spezifischen Software ermittelten Rohdaten werden in die PlexTyper®

Software importiert. Dazu muss vorab ein Export der cycler-spezifischen Rohdaten
durchgefiihrt werden, wie in Abschnitt 7.1 beschrieben. Die PlexTyper® Software ermittelt
anhand der Cqg-Werte, RFUs (Relative Fluorescence Units) und der Form der
Amplifikationskurve die positiven und negativen Reaktionen, aus denen die molekular-
genetischen HLA-DQ-Merkmale der verwendeten Proben bestimmt werden.

7.1 Export der Ergebnisse vom Cycler
711 CFX96 Touch™ & CFX Opus 96 Real-Time PCR Detection System

Die Datei mit den Daten mit der CFX Software 6ffnen und die Excel 2007 Datei (xIsx)
exportieren.

(@ Data Analysis

—>
File View Settings JMS3:GLEM Tools
Guanification .\ Export All Data Sheets » CSV (*.csv)

Export RDML File > Text (*.txt)
5] Custom Export... —p Excel 2007 (*xlsx)
T T [5 Exportto LIMS Folder... Excel 2003 (*xls)
- : : Xml (“xml) @ Allelic Dsscrimination Result
1 e g’ ANOVAR "
6000 ] a? ANOVA Resutts
— @ End Point Results

= ] f A )

é 4000 ] 8 Mett Curve Mate View Results
3000 Iu" Quantification Amplification Rasulss I
2000 4§ 0 Quantification Cq Results
1000 3 g Quantification Mate View Results

0 +- 0 Quantifhication Summary
0 @ Standard Curve Resulty
Cycles [] Log Scale

| FAM HEX Texas Red Cy5 Quasar 705

Hinweis: Nur die Datei "Quantification Amplification Results" wird benétigt. Es ist sinnvoll,
die anderen Dateien zu I6schen.

712 LightCycler® 480 Il Real-Time PCR Detection System

PlexTyper® vewendet xml Dateien vom LightCycler® 480 Il. Nach dem Lauf ist keine Analyse
in der Roche Software erforderlich. Die Rohdaten im XML Format exportieren:
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713  QuantStudio™ 6 Flex System

Offnen Sie das Export-Menu und starten Sie den Export des "Sample Setup" und der
Registerkarte "Amplification" als (* xlIs)-Datei.

-
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—

7.2 Evaluation and interpretation

Die PlexTyper® Software empfiangt Rohdaten aus den Amplifikationsdateien der
unterstutzten Real-Time Cycler und berechnet die Daten fur den Cg-Wert. Sie analysiert
auch die Qualitat der Amplifikation und ordnet auf dieser Grundlage automatisch positive
und negative Reaktionen zu.

Die PlexTyper® Kit-Dateien enthalten die Schwellenwerte fir die Reaktionen und die HLA-
DQ-Spezifitaten fur jede Reaktion in jedem Farbkanal. Die mdglichen HLA-DQ-Genotypen
werden aus dem Muster der positiven und negativen Reaktionen berechnet. Die méglichen
Genotypen werden dem Benutzer angezeigt, und der Benutzer kann den Genotyp
akzeptieren oder bearbeiten.
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Die HLA-DQ-Genotypen sind in krankheitsassoziierten Allelstrings gruppiert (siehe unten)
und die Allelfilter haben fir dieses Kit keine Auswirkungen (haufige und gut dokumentierte
Allele =CWD (Mack et al 2013)).

ssulf Instrument Type CFX
ion Number R8O Common® cwDO All
Pr—

Q X

[+ -]

721 Ergebnis-Histogramm

Das Ergebnis-Histogramm zeigt alle Reaktionen fur einen Test an. Die Farbe der Balken zeigt
den Farbkanal an, in dem die Reaktion erkannt wurde. Positive Reaktionen sind nach oben,
negative nach unten gerichtet. Je hoher der Balken, desto deutlicher wird eine Reaktion als
positiv oder negativ bewertet. Eine detaillierte Beschreibung der QS-Werte (QS= Quality
Score) finden Sie in der Gebrauchsanweisung der PlexTyper®-Software.

Das griine Feld oberhalb des Histogramms stellt die interne Amplifikationskontrolle dar.

Wenn diese ausfallt, wird das Feld weil3 und enthalt ein "-". Mit den Schaltflachen E in
der oberen rechten Ecke kdnnen Sie das Histogramm vergro3ern oder verkleinern.

Das FastQ® CD-Kit konzentriert sich auf die Differenzierung der Zéliakie-assoziierten Allelen
DQAI1*02.01, DQAI*05.01, DQA!I*05.05 und DQB1*02:01, DQB!*02:02, DQB1*03:02 von anderen
nicht-assoziierten Allelen. Daher wird kein vollstdndiger HLA-DQ-Genotyp erstellt.

In der Standardansicht des Ergebnis-Histogramms wird nur der DQA!-Locus angezeigt. Durch
. . . — DQA1 |+ DQB1
Drucken der grauen DQBL-Schaltflache wird auch dieser Locus angezeigt: =

Standardmalig werden die Ergebnisse im Histogramm zusammengefasst. Bei positiven

Ergebnissen erweitert die Schaltflache ad die Ergebnisse und zeigt die Allelgruppenstrings
mit den entsprechenden Reaktionsmustern an.

Oberhalb des Histogramms befindet sich eine Zusammenfassung des Ergebnisses, z.B.
DQA1*02:01 group & DQA1*02:01 group und ein Hinweis auf die positiven Reaktionen
("Positives"). Die Darstellung als DQA1*02:01 group & DQAI1*02:01 group stammt aus der
Auswertung kompletter HLA-Typisierungen in derselben Software und ist nicht ganz korrekt,
da es sich um ein homozygotes oder heterozygotes Ergebnis fur DQA!L handeln kann.
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Summary: DQAT*02:01 group & DQAT*02:01 group, DQB1*03:02 group & DOB1*03:02 group.
Positives: 0560: 1,2

—|—1{G'I_‘.
—|—2{H'I]

_4— Ergebnis der Internen Amplifikationskontrolle
IIII & 0 QS Werte der spezifischen Reaktionen

= DOAT*02:01 group
DaAT*02:01:01:01. _|_ S -
DOAT*02:01:01:01.

= DQB1*03:02 group

DQB1*03:02:01:01, DAQBE1*03:02:02, _|_ _
DOB1*03:02:01:01, DOQBE1*03:02:02.

722 Zobliakie-assoziierte Allel-Gruppen

Die Reaktionsmixe erkennen sowohl haufige und gut dokumentierte Allele als auch seltene
Allele (siehe 75 Kitspezifitat). Um die Darstellung zu vereinfachen, wurden CWD-Gruppen
definiert, die im Wesentlichen nur die CWD-Allele enthalten:

e DQAI1*05:05/08/09 group:
DQAI!1*05:05:0L01 (C)
DQAL*05:08 (C)
DQAI!1*05:09:01.01 (WD)
aufgrund unbekannter Sequenz im Exon 3 nicht enthalten: DQA1*05:02 (WD)

e DQAI1*05:01/03 group:
DQAL*05:01:01:01 (C)
DQAL*05:03:0101 (C)
aufgrund unbekannter Sequenz im Exon 3 nicht enthalten: DQA1*05:02 (WD)

e DQAI1*02:01 group:
DQAI1*02:01:0%.01 (C)
e DQBI1*02:01 group:
DQBI1*02:01:01.01 (C)
e DQBI1*02:02 group:
DQBI1*02:02:01.01 (C)
DQBI1*02:180 (C) - friher bekannt als DQB1*02:03
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« DQBI*03:02 group:
DQB1*03:02:01:01 (C)
DQB1*03:02:02 (WD)

723 Werkzeuge zur Interpretation

In PlexTyper® sind einige Werkzeuge verfigbar, die nitzlich sein kénnen, wenn die
automatische Interpretation kein Ergebnis findet oder wenn es ein seltenes Ergebnis gibt,
das Uberprift werden sollte. Die meisten dieser Werkzeuge sind flur eine vollstandige HLA-
Typisierung gedacht und sind fur die Auswertung des FastQ® CD-Kits nicht geeignet. Eine
detaillierte Beschreibung finden Sie in der Gebrauchsanweisung fiir die PlexTyper® Software.
Im Allgemeinen sollten Reaktionen mit einem schlechten Quality Score (QS-Wert zwischen
+3 und -3) Uberpruft werden.

Ein Doppelklick auf die Balken fur den QS-Wert 6ffnet ein Diagramm, das den Cg-Wert und
die Endfluoreszenz der Reaktion im Kontext anderer Reaktionen mit demselben Kit-Lot
zeigt:

Data Review of well number: 70, well address: F9, channel: 0560

a i

B e S e e R R L e et L e e e e

Die roten Linien zeigen die Schwellenwerte fur positive Reaktionen an. Das blaue Dreieck
stellt den aktuell ausgewahlten Test dar. Ein Doppelklick auf das blaue Dreieck o6ffnet ein
Fenster mit den Amplifikationskurven fur die interne Amplifikationskontrolle (griin) und die
HLA-DQ spezifische Reaktion (orange). Prufen Sie bei einem schlechten QS-Wert, ob die
Reaktion in der Nahe eines der Schwellenwerte liegt und ob die Amplifikationskurve eine
sigmoidale Form aufweist.
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Amplification Data in QB-2021-05-28-5.pcrd, Well Number: 70, Well Address: F9, Target Channel: 0560

1800 -

1000 4

g

Hoorescence

g
'

a0

200 -

724 Eine Zuordnung fir eine Reaktion &ndern

Cwtle

0

Sollte die Software eine Reaktion mit einem schlechten QS-Wert falsch bewertet haben, so
kann diese Bewertung manuell geandert werden. Alle Anderungen durch den Anwender
werden protokolliert und im Audit Trail im Ergebnisbericht angezeigt. Mit einem rechten
Mausklick auf den entsprechenden Balken im Histogramm kann eine Vorschau auf die
Auswirkungen einer Anderung der Reaktion getffnet werden (Preview effect of change from
+ to = oder in die andere Richtung). Dann entweder Proceed auswahlen, um das Ergebnis zu

andern, oder Cancel um die Anderung zu verwerfen.

DQEB1

DQE1*02:01 & DQ...

‘ Change Call: Change well number 13, channel R610, from - to +

Genotypes
DQB1"02:01 group.

Serology
DQ2

DQB1*02:02/02:180 group.

DQ2

Eine geanderte Reaktion wird im Histogramm rot dargestellt wie in der Abbildung dargestelit.

2 DOAT05:05/COA T 0501
ORI
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73 Darstellung der Ergebnisse

Auf der rechten Seite des Bildschirms werden die Ergebnisse in einer Tabelle angezeigt, die
folgende Angaben enthélt Ergebniszusammenfassung, Genotyp als komplette Liste
moglicher Allele (spiegelt den gewahlten Filter wider), angenommener Phéanotyp
(serologische Aquivalent) und den Status der Bestatigung (Approval). Aus dieser Tabelle
kénnen die Ergebnisse mit dem Export Knopf in eine Textdatei exportiert werden und es
kann mit dem Bericht erstellen Knopf ein PDF-Bericht erstellt werden. Der View Plate Knopf
zeigt das Plattenlayout als Bild an, das ins Clipboard kopiert werden kann.

Exportieren Bericht erstellen

E E

Plattenlayout ansehen

B
— o

Locus  Summary Genotype Serology

O T DQAT*02:01:01:01.

— 1O DQAT  |DOAT*02:01 group oA DOAT*02
O |M
O T DQB1%03:02:01:01, DOBE1*03:02:02.

ﬁ: M DQB1  |DQB1*03:02 group = ' Das

Reaction Comments

Coeliac risk allele detected: see IFU for details.
Coeliac risk allele detected: see IFU for details

User annotation of result

Im Feld Reaction Comments werden die von der Software generierten Kommentare zum
Vorhandensein von Zoéliakie-assoziierten Allelen angezeigt. Wenn keines der aufgelisteten
assoziierten Allele gefunden wird, lautet die Zusammenfassung "DQA!* No DQA Coeliac
alleles identified " oder "DQB!* No DQB Coeliac alleles identified ".

In einem weiteren Feld am unteren Rand des Fensters kann der Benutzer Kommentare
eingeben (User annotation of result).

In der Software ist ein zweistufiges Genehmigungsverfahren implementiert. Die technische
Freigabe (Technical approval -T) kann entweder von einem Benutzer mit der Rolle
Technician oder Supervisor durchgefuhrt werden. Dazu wird die Schaltflache in der ersten
Spalte gedrickt, die dann grun leuchtet. In einem zweiten Schritt wird die medizinische
Freigabe (Medical approval -M) ausschlief3lich von einem Supervisor durchgefuhrt.
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Die Freigabe kann fur alle Genorte zusammen in der Kopfzeile oder einzeln in den
jeweiligen Zeilen mit den Genorten erfolgen.

Wurde ein Genort genehmigt (entweder technisch oder medizinisch) und wird nachtraglich
ein Reaktionswert fur dieses Ergebnis geandert, werden alle Genehmigungen entfernt
(zuné&chst wird eine Warnung angezeigt).

Wenn als Allel-Filter All ausgewdahlt ist, werden unter Genotype auch die seltenen Allele
angezeigt:

| - Technical

Locus  Summary Serology

DQAT*02:01:01:01, DOAT*02:01:01:02~03, DOQAT*02:01:02~06,
DQAT*02:01 group| DQAT*02:02M,/03/04/05/07/08/09/10/1112/13/141516/17/18/19/20/ | DQAT*02
217222

DQEB1*03:02:01:01, DOB1*03:02:02, DQB1*03:02:01:02~12,
DQB1*03:02:03~09/11~35,
DQEB1703:07/08/11/18/32/37/45:01 ~02/62~64/66N~68/70/81/85/106/
107/125/146/153/161/174/175/178/179/184/185/189/190/199/203 ~20
5/210/211/213N~215/220/221/224/225/228/229/233/23TN/240/245/2
DQBT*03:02 9roup| 47 154 1261/263:01:01 ~02/265/260N/273/274/277 - 270/287 /2802952 | POE
06/208-301/208/310N/315/320~324/333/324N/330N/343~245/348/3
49/352/362/364/367~369/379/383/386/385/392/403N/400/410/412/4
3/415/416/422N/429/433/437/ 440N ~ 442 /444 446/ A4T fAS0/452/456/
A57/450/462 ~ A6A/AG6/4T1, DQB1*06:29/63/123/130/320/337.

DOA1

DOE1

In der Kopfzeile oberhalb des Ergebnis-Histogramms werden Informationen zur Probe, zum
verwendeten Kit und zum verwendeten Cycler angegeben.

TH20067,
328 1 ! FastQ €D T28200-1L KSHI27CDQ-20001
Admn 1 17 Mar 2022

Cetiac nsk depends 00 the combination of DO aiees: sae IFY for detsils PT52_ QK-2022-03-17-2mi

£CA50 1196 5032041 Defourt CT

74 Risikobewertung fur Zdliakie

Die folgende Tabelle zeigt das Risiko fur Zoliakie in Verbindung mit den erwarteten
Ergebnissen des FastQ® CD-Kits. Die Risikozuordnung basiert auf den in Megiorni und Pizzuti
(2012) und Sollid und Lie (2005) dargestellten Daten.

DQB!1*02:01 DQAI*05:05
1 Hochstes Risiko
DQBI1*03.02 -
DQB!1*02:01 DQAI*05:05 Hohes Risiko
DQBI1*02:01 DQAI*05.05
Hohes Risiko
- DQAI!*05:01
DQBI1*02:01 DQAI*05.05
Hohes Risiko
DQB1*02:02 DQAI1*02:01
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DQB!1*02:02 DQA!*02:01
5 Hohes Risiko
DQBI1*03.02 -
6 | DQB1*03.02 - Hohes Risiko
7 | DQBI1*03:02 DQAI*05:01 Hohes Risiko
8 | DQBI1*03:02 DQAI!*05:05 Hohes Risiko
9 | DQB1*02:02 DQAI*05:01 Niedriges Risiko
10 | DQB1*02:02 DQAI1*05:05 Niedriges Risiko
11 | DQBI*02:02 DQAI*02:01 Niedriges Risiko
12 | DQB1*02:02 - Niedriges Risiko
DQAI*05:01
13 Sehr niedriges Risiko
DQAI!*05:05
14 DQA!*05:01 Sehr niedriges Risiko
15 DQA!*05:05 Sehr niedriges Risiko
16 |- - Zoliakie unwahrscheinlich

75 Spezifitat des Kits

Die folgenden Allele werden vom Kit erkannt:

Common & well

Primermix | documented* Selten*
CAL Fluor® | DQBI*02:01:01:01 | DQBI*02:01:01.02~13 *02:01.04~08, *02:01.24~42, *02:03:02,
Red 610 *02.07:01,%02:08, *02.09, *02:14:01:.01~02, *02.27, *02:48, *02:53Q, *02:57,
*02:59, *02:63 *02.72, *02,79, *02:8!, *02:82, *02.83, *02:93, *02:96N, *02:98,
*02:99 *02:102, *02:105~109, *02:11], *02.112, *02:114, *02.115, *02:118, *02.119,
*02:123 *02:125, *02:128, *02:130, *02:132N, *02:133 *02:134N, *02.135,
*02.136, *02:148, *02:149, *02:152, *02:154, *02:155, *02:157, *02:158~160,
*02:163N, *02:164, *02:166, *02:170, *02:174, *02.178, *02:182, *02:184~186,
*02:188~193, *02:196~198,
Cyanine 5 DQAL!*05:05:01:01 | DQAI*05:05:01:02~30, *05.05.02 ~10, *05:09.01.02, *05:10~14, *05.:17N,
DQA!1*05:08 %0520, *05.21, *05.:24~26, *05.28, *05.29Q, *05.39, *05:42~46, *05:48,
DQA!*05:09 *05:50, *05:51,
DQA!1*05:02
CAL Fluor® | DQAI*02:010101 | DQAI*02:01:01:02~*02.23
Orange 560
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Common & well

. . .

Primermix Il documented* Selten

CAL Fluor® DQB1*02:.02:0L.01, | DOBI*02.02:01:02~12, *02:02:02, *02.02:06.02, *02:02:07~17, *02:06, *02:10,

Red 610 DQB1*02:180. *02:11 *02:12, *02:20N, *02:26, *02:50, *02.:62, *02:64, *02:65, *027], *02:80,
*02:84, *02:89:01 *02:89.:02 *02:95, *02:97, *02:110, *02:113 *02:116, *02:117,
*02:120~122 *02:124, *02:126, *02:127, *02:131, *02:137, *02:138, *02:141,
*02:142:01:01~147, *02:150, *02:153, *02:156, *02:161 *02:162N, *02.165,
*02:167N, *02:169, *02:171Q, *02:172, *02:175, *02:176N, *02:179, *02:183N,
*02:187, *02:194N, *02:195 DQBI*03:01:01.26.

Cyanine 5 DQA*05:01.010L, | DQAI*05:01.01.02~07, *05:03:01:02, *05.03:02, *05.06.01.01~03, *05:07,

DQA*05:03.0L01 | *05.15N, %0518, *05:19, *05.22, *05.23, *05.27, *05.31, *05:33, *05.:35, *05.36N,

*05:38 *05:40, *05:41, *05.:47, *05:49,

CAL Fluor® DQBI1*03:02.0101 | DOBI*03:02:01:02~12, *03:02:03~09, *03:02:11~35, *03:07, *03.08, *03.11,

Orange 560 | DQB1*03:02:02. %0318, *03:32 *03:37, *03:45.01 *03:45.02, *03:62~68, *03.70, *03.:8], *03:85,

*03:106, *03:107, *03.125, *03:146, *03:153, *03.161, *03:174, *03:175, *03.178,
*03:179, *03:184, *03:185, *03:189, *03:190, *03:199, *03.203~205, *03.210,
*03.211, *03213N, *03.214, *03.215, *03.220, *03.22], *03.224, *03.225, *03.228,
*03.229, #03:233 *03:237N, *03.240, *03.245, *03:247, *03.251, *03.261,
*03263:01:01 *03.263:01:02, *03.265, *03.269N, *03.273, *03.274, *03.277,
*03278, 03279, *03.287, *03.289, *03.295, *03.296, *03.298~301, *03.308,
*03'310N, *03:315, *03:320~324, *03:333, *03:334N, *03.339N, *03:343~345,
*03:348, *03:349, *03:352, *03.362, *03:364, *03.367~369, *03:379, *03.383,
*03:386, *03:388, *03:392, *03: 403N, *03:409, *03410, *03:412, *03:413,
*03:415, *03:416, *03:422N, *03:429, *03:433, *03:437, *03:440N, 03441,
*03:442, *03:444, *03:446, *03447, *03:450, *03452, *03456, *03457,
*03:459, *03462~464, *03466, *03.471, DQBI*06.29, *06:63, *06.123,
*06.139, *06.320, *06.:337.

Seltene Allele mit unbekannter

Reaktivitat aufgrund unvollsténdiger Sequenzen

DQAI!*05 Allele, die im Exon 3
nicht vollstdndig sequenziert
sind, konnen entweder in
Reaktion eins oder in Reaktion
zwei amplifiziert werden, roter
Kanal 610.

DQAI*05:01:02, *05:02 (DQAI*05:02 is listed as CWD), *05:04, *05.16,
*05:30, *05:32, *05:34, *05.37.

DQBI1*02 Allele, die im Exon 3
nicht vollstdndig sequenziert
sind, kdnnen entweder in
Reaktion eins oder in Reaktion
zwei amplifiziert werden, roter
Kanal 610.

DQBI*02:01:02~03 *02:01:09, *02:011] ~13, *02:01:15~23 *02:05 *02:07.02,
*02:13 *02:14:02, *02:156~*02:19, *02.21~-25, *02:.28~*47, *02:49, *02:51, *02:52,
*02:54~56, *02:58N, *02:60, *02:61, *02:66~ *02:70, *02:73~78, *02:85~88,
*02:90, *02:.91, *02:92, *02:94, *02:100, *02:101, *02:103, *02:104, *02:129N,
*02:139, *02:140, *02:151 *02:168, *02.173, *02:177N, *02.18!

DQBI1*02 Allele, die in diesem
Kit nicht erkannt werden.

DQBI*02:04.

IMGT Database 3.47.0

* Common und Well Documented Allele basieren auf dem CWD 2.0.0 Katalog (Mack et al 2013) mit
Anpassungen aufgrund spéaterer Sequenz-Updates
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8 WARN- UND ENTSORGUNGSHINWEISE

Der FastQ® CD Kit ist fir den Gebrauch als In vitro Diagnostikum konzipiert und sollte nur
von speziell ausgebildetem, qualifiziertem Personal verwendet werden. Alle Arbeiten sollten
unter Berlcksichtigung der guten Laborpraxis durchgeftihrt werden.

Samtliche fir den Test verwendete Materialien biologischen Ursprungs, die zur Gewinnung
von DNA verwendet werden (z.B. Blut) sollten als potentiell infektids betrachtet werden.
Beim Umgang mit biologischen Materialien werden deshalb angemessene Sicherheitsvor-
kehrungen empfohlen (nicht mit dem Mund pipettieren, Einweghandschuhe bei der
Testdurchfihrung tragen, Handedesinfektion nach der Testdurchfuhrung).

Biologische Materialien mussen vor der Entsorgung inaktiviert werden (z.B. durch
Autoklavieren). Einwegmaterialien sind nach Gebrauch zu autoklavieren oder zu verbrennen.

Verschiuttetes, potientiell infektidses Material sollte unverziglich mit einem saugfahigen
Papiertuch entfernt werden und der kontaminierte Bereich mit einem geeigneten
Desinfektionsmittel oder 70%igem Ethanol desinfiziert werden. Material, das fur die
Entfernung von Verschittetem benutzt wurde, muss vor der Entsorgung inaktiviert werden
(z.B. durch Autoklavieren).

Die Entsorgung aller Proben, ungebrauchter Reagenzien und Abfélle sollte entsprechend der
Gesetzgebung des jeweiligen Landes und der lokalen Behdrden erfolgen.

Mikrobielle Kontamination der Reagenzien bei der Entnahme von Aliquots sollte vermieden
werden. Der Gebrauch von sterilen Einmalpipetten und Pipettenspitzen wird empfohlen.
Keine Reagenzien mit Triubung oder Anzeichen flr mikrobielle Kontamination verwenden.

Der Plex Mix enthélt den Gefahrstoff 2-Methylisothiazol-3(2H)-on in einer Konzentration von
< 0.05%. Fur den Plex Mix gilt folgende Gefahrstoffkennzeichnung:

Symbol: Achtung

Gefahren- und Sicherheitsséatze: Siehe Kapitel 14

Ein Sicherheitsdatenblatt fiir den Plex Mix kann unter www.bag-diagnostics.com
heruntergeladen werden. Weitere Sicherheitsdatenblatter gemaR Artikel 31 der REACH-
Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 sowie der Verordnung EG Nr. 1272/2008 sind nicht
erforderlich.

9 LEISTUNGSMERKMALE

Fir das FastQ® CD-Kit wurde eine interne Leistungsbewertungsstudie mit vortypisierten
DNA-Proben durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Studie wurden mit den Ergebnissen
verglichen, die mit anderen C€-zertifizierten Typisierungsreagenzien (u.a. Serologie, SSO, SSP)
und/oder Sequenzierung erzielt wurden. Es wurden keine Diskrepanzen bei der Erkennung
der HLA DQ-Merkmale beobachtet (100 %ige Ubereinstimmung).
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Q Primermix |

Genotypen Anzahl Proben Anzahl Proben | Anzahl Proben | Ubereinstimmung mit
CFX LC 480 I QS6 Vortypisierung

DQB1*02:01

.. 1 1 1 100%
positiv

DQA!*05:05,
DQA!*05.08,
DQA!*05.09, 28 28 28 100%
DQAI*05:02
positiv

DQAI1*02:01

.. 22 22 22 100%
positiv

DQBI1*02.01,
DQAI*05:05,
DQAI!*05.08,
DQAIL*05.09, 200 200 200 100%
DQAI*05.02,
DQAI1*02:01
negativ

Total 261 261 261 100%

Q Primermix Il

Genotypen Anzahl Proben Anzahl Proben | Anzahl Proben Ubereinstimmung
CFX LC4801I QS 6 mit Vortypisierung
DQBI1*02:02,
DQBI*02180 21 21 21 100
DQAI*05.0,
DQAL*05:03 14 14 14 100
DQB1*03.02 12 12 12 100
DQBI1*02.02,
DQBI1*02:180,
DQAI*05:01,
DOAI*05:03, 214 214 214 100
DQB1*03.02
negativ
Total 261 261 261 100

10 GENZEN DER METHODE

Da das RT-PCR-Verfahren sehr empfindlich auf Kreuzkontaminationen reagiert, ist bei der
DNA-Isolation hierauf zu achten. Validierungstests im Rahmen der Leistungsbewertungs-
studie des FastQ® CD-Kits haben gezeigt, dass eine Variation der fiur die Amplifikation
verwendeten DNA-Menge zwischen 5 ng und 50 ng keinen signifikanten Einfluss auf den
Nachweis der HLA-DQ-Allele hat. Die regelméRige Durchfihrung von Wischtests (z.B. BAG
Wischtest, 7091) und die Mitfihrung einer Negativkontrolle mit Aqua dest. bei jedem
Testlauf werden empfohlen. In der Negativkontrolle mit Aqua dest. darf kein
Fluoreszenzsignal nachgewiesen werden (Cq > N.A).
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Im Fall einer Signalentwicklung in der Negativkontrolle (FAM-Kanal) ist der PCR-Laborplatz zu
dekontaminieren, und die Reagenzien sind gegebenenfalls auszutauschen. Alle Gerate (z.B.
Pipetten, Real-time Gerate) mussen entsprechend der Herstellervorgaben kalibriert werden.

11 INTERNE QUALITATSKONTROLLE

Interne Qualitatskontrollen fiir neue Lots des FastQ® CD Kits konnen mit einer Kombination
von DNA-Proben mit bekanntem HLA-Typ durchgefuhrt werden. Eine interne Positivkontrolle
fur eine erfolgreiche Amplifikation ist in den Q Primermixen | und Il enthalten.
Negativkontrollen zum Nachweis von moglichen Kontaminationen werden empfohlen. Zu

diesem Zweck wird eine PCR Reaktion ohne DNA angesetzt (NTC).

12 PROBLEMBEHANDLUNG

Fehler

madogliche Ursache

madgliche Lésung

Schlechtes bzw.

Vorhandener Inhibitor in der PCR-
Reaktion

Frische Reagenzien verwenden

Unzureichende Menge an DNA in
der Reaktion

Wiederholen Sie den Test mit der richtigen
Menge an DNA.

Falsche Amplifikationsparamenter

PCR-Programm uberprufen

Verunreinigte oder degradierte
DNA

DNA-Konzentration/Qualitat Uberprifen
DNA mit einem Gel Uberprufen
DNA-Isolierung wiederholen

Fluoreszenzsonden bzw. Primer
degradiert

Neuen Primermix verwenden
Lichtexposition sowie haufiges
Einfrieren/Auftauen vermeiden
Lagerungsbedingungen beachten!

Negativkontrolle

Negativkontrolle mit DNA

kein Signal Blaschen im Reaktionsansatz / Vorsichtiges Pipettieren
Restflussigkeit an der Innenwand Abzentrifugieren der PCR-Platte
Nicht kompatible bzw. qualitativ Verwendung von kompatibler und
minderwertige RT-PCR Plastik-ware | hochwertiger Plastikware
Anwendung von KorrekturmaRhahmen in
Falsche Signalverrechnung durch der Software (z.B. "apply fluorescence drift
abnormale Amplifikationssignale in | correction”-Funktion von Bio-Rad oder
den initialen Zyklen eines Laufs Ausschluss der ersten funf Zyklen aus der
Analyse)
Verdunstung der Reagen.2|en durch Prifung auf korrektes Verschliel3en
unsachgemales Verschlie3en der . . L .
. Vorsicht bei Klebefolien im Randbereich!
PCR-Gefalle
Signal in Kontamination der Wiederholung der Negativkontrolle

Dekontamination des Arbeitsplatzes

13 VERWENDETE MARKENNAMEN

TagMan® ist ein Markenname der Firma Roche Molecular Systems Inc.

®Cal Fluor & Quasar Dyes sind registrierte Markennamen der Firma LGC Biosearch

Technologies

LightCycler® ist ein eingetragener Markenname der Firma Roche Molecular Systems Inc.
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QuantStudio™ ist ein registrierter Markenname der FirmaApplied Biosystems / Thermo Fisher
Scientific.

FrameStar® ist ein eingetragener Markenname der Firma Azenta Life Sciences

14 ERKLARUNG DER SYMBOLE AUF DEN ETIKETTEN

Ausreichend fir n Tests

Lagertemperatur / Oberer Temperaturgrenzwert

Verwendbar bis

Gebrauchsinformation beachten

E | vo|=|<

Hersteller
CONT] Inhalt, enthalt
|GENOTYPING| Zweckbestimmung: Bestimmung von humangenetischen Merkmalen, die mit

Krankheiten oder pharmakogenetischen Reaktionen assoziiert sind

Elektronische Gebrauchsinformation

In-vitro-Diagnostikum

= | =1 @
o H =
! Ol |c

Lot-Nr.

PLEX MIX| Mastermix fur RT-PCR

Primermix Nummer | fir den Nachweis von HLA-DQ-Attributen

Primermix | CD |
Q | | mit dem FastQ® CD Kit

Primermix Nummer Il fir den Nachweis von HLA-DQ-Attributen

Primermix | CD Il
Q | | mit dem FastQ® CD Kit

REF Bestell-Nr.

Achtung (siehe Kapitel 8)

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.
Sicherheitshinweise
P101 Ist arztlicher Rat erforderlich, Verpackung oder Kenn-
zeichnungsetikett bereithalten.
P102 Darf nicht in die Hande von Kindern gelangen.
P103 Lesen Sie samtliche Anweisungen aufmerksam und be-
@ folgen Sie diese.

P302+P352 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: Mit viel Wasser waschen.

P280 Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/
Gesichtsschutz/Gehorschutz tragen.

P333+P313 Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen /
arztliche Hilfe hinzuziehen.

P501 Inhalt/Behalter gemafl lokalen/nationalen Vorschriften
der Entsorgung zufuhren.
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Gebrauchsanweisungen in anderen Sprachen siehe: http://www.bag-diagnostics.com
oder kontaktieren Sie uns direkt unter info@bag-diagnostics.com
oder Telefon: +49 (0)6404-925-125
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