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Ucel pouziti

Souprava FLT3-Q Real-Time PCR Kit je diagnosticky test in vitro zalozeny na technologii real-time PCR, urCeny k detekci internich
tandemovych duplikaci (ITD) a mutace tyrozinkindzové domény (TKD) (D835-1836) v genu FLT3 v genomové DNA extrahované z
periferni krve pacient( s diagnostikovanou akutni myeloidni leukemii (AML).

Urceny uzivatel

Test je ur¢en k provadéni laboratornim odbornikem v klinické laboratofi.

Souhrn

Akutni myeloidni leukemie (AML) je agresivni hematologickd malignita charakterizovana nekontrolovanou proliferaci abnormalnich
myeloidnich bunék v kostni dfeni. Mutace genu FLT3, vCetné internich tandemovych duplikaci (ITD) a mutaci tyrozinkinazové
domény (TKD) (D835-1836), se vyskytuji u 20-30 % pfipadi AML, coz vede ke konstitutivni aktivaci receptoru FLT3 a podporuje
preziti a proliferaci leukemickych bunék. Mutace FLT3-ITD jsou spojeny se S$patnou prognézou, vyS$$i mirou relapsu a nizsim
celkovym prezitim, zatimco mutace FLT3-TKD mohou ovliviiovat odpovéd na lécbu.

Celosvétové je AML diagnostikovano pfiblizné 120 000 novych pfipadl rocné, s vysokou amrtnosti. Ve Spojenych statech je kazdy
rok diagnostikovano vice nez 20 000 novych pfipadd AML s odhadovanym poc¢tem 11 000 Gmrti. V Indii je incidence AML 4-5
pfipadli na 100 000 obyvatel, s vysokou dmrtnosti v ddsledku pozdni diagndzy a omezeného pfistupu k cilené terapii.

Mezi bézné pfiznaky patfi pretrvavajici inava, horecka, Casta infekce, nevysvétlitelné podlitiny, krvaceni a anémie.

Diagnostické metody pro mutace FLT3 zahrnuji RT-PCR, Sangerovo sekvenovani, sekvenovani nové generace (NGS) a fragmentovou

analyzu. RT-PCR nabizi rychlou, citlivou a specifickou detekci, coz z ni ¢ini zasadni néstroj pro identifikaci mutaci FLT3 a fizeni

|é¢ebnych rozhodnuti. Inhibitory FLT3, jako je midostaurin a gilteritinib, vyznamné zlepsily vysledky u pacientl s AML s mutaci

FLT3, coz zdlraznuje potfebu véasného a presného screeningu mutaci.

Pristroje kompatibilni se soupravou

m One PCR: Ultra-Fast RT PCR System (Genes 2Me Private Limited)

m Zajistéte, aby vSechny pouzivané pfistroje byly fadné instalovany, kalibrovany, kontrolovany a udrZovany podle pokynl a
doporuceni vyrobce.

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

m Komponenty soupravy jsou expedovany pfi teploté 10 °C az 30 °C a musi byt uchovavany pfi teploté 2 °C az 8 °C.

m VSechny komponenty maji dobu pouZitelnosti 12 mésict od data vyroby.

m Souprava z(stava stabilni do data exspirace uvedeného na krabici nebo obalu, pokud je uchovavéna podle téchto pokynd.

Z& Pro zachovéni optimélni funkénosti je nezbytné chranit soupravu pred pfimym slune¢nim zéfenim.

Odbér a priprava vzorku

m Odeberte vzorek pIné krve do odbérovych zkumavek s EDTA podle doporucenych pokynl uvedenych v pfibalovém letaku
soupravy pro odbér vzorkd.

m Vzorky prepravujte podle pokynd uvedenych v soupravé pro odbér vzorki a zajistéte, aby zlstaly pfi teploté 2 °C az 8 °C.
m Se vzorky zachdzejte opatrné, aby byla zachovana jejich stabilita a zabranilo se teplotnim vykyvim béhem prepravy.
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One PCR: Ultra-Fast RT PCR System

Princip testu

Souprava FLT3-Q Real-Time PCR Kit vyuZivd pokroCilou technologii real-time PCR v kombinaci s analyzou na gelu ve
dvouzkumavkové PCR reakci ke kvalitativni detekci dvou kli¢ovych mutaci genu FLT3: mutace tyrozinkindzové domény (TKD)
(D835Y) a internich tandemovych duplikaci (ITD) v extrahované DNA lidskych klinickych vzorki. Je specidlné navrzena pro
bezproblémovou integraci se systémem One PCR Ultra-Fast RT PCR System (Genes 2Me Private Limited), ktery automatizuje cely
proces extrakce DNA a real-time PCR analyzy.

Souprava obsahuje dvé cartridge (Cartridge-1 a Cartridge-2), které obsahuji proprietarni Cinidla spolecnosti Genes 2Me potfebna
pro extrakci nukleovych kyselin a PCR amplifikaci. Test je dvouzkumavkovy test vyuzivajici specialné navrzené fluorescencni sondy
a primery. Zkumavka 1: Detekce FLT3-TKD se provadi pomoci real-time PCR se sondou znaCenou barvivem FAM, zatimco interni
kontrola je detekovana sondou znaGenou barvivem HEX, coZ zaji$tuje spolehlivost testu. Zkumavka 2: Detekce FLT3-ITD je
zaloZzena na gelové elektroforéze PCR produktu, protoze mutace ITD zahrnuji inzerce proménlivé délky, které méni velikost
amplikonu. Vzhledem k této variabilité velikosti ma tradi¢ni sondovd RT-PCR potize s efektivni detekci mutaci ITD. Misto toho
analyza PCR produkt(i na gelu umozniuje jasné odliseni vzorkl divokého typu od ITD-pozitivnich vzorki na zakladé posunu velikosti
pruhl. Tento kombinovany pfistup zajistuje citlivou, specifickou a pfesnou detekci obou typ mutaci, coZ usnadruje diagnostiku
AML a vybér lécby.

Béhem procesu amplifikace je fluorescence emitovana a méfena systémem One PCR, coZ poskytuje vysledky v real time pro
presnou a véasnou diagnostiku.

Dodavany material

Tabulka 1. (Pro 24 testi)

Obsah soupravy Popis Kod obsahu soupravy Mnozstvi (G610025-3)
Cartridge FLT3-Q Cartridge-1 G2MA3-2878-1 24X 1T
Cartridge-2 (RM 1, 2) G2MA3-2879-1 24 X1T
Adaptér pro Cartridge-2 G2MA3-2880-1 24 X1T
Pufry Rekonstituéni pufr G2MA3-2817-1 1X1ml
FLT3-Q PC Pozitivni kontrola G2MA3-0686-2 2X1T

Poznamka: Pokyny pro pipetovani
MlZete opakované pouzit pipety s pevnym objemem nebo pouZit pipety s nastavitelnym objemem podle potieby k dosazeni
pozadovaného objemu.

Material potrebny, ale nedodavany

= Souprava / nadoba pro odbér vzorki

= Mikropipeta s pevnym objemem (Genes 2Me Private Limited)

m Jednorazové $picky s bariérovym filtrem (10 pl, 25 ul a 200 pl)

m Voda bez nukledz (NFW)

m Jednorazové bezpudrové rukavice

m Mikrozkumavky

m One PCR Ultra-Fast RT PCR System (Genes 2Me Private Limited) (IG2M5001UF)

Postup testu

Kontrola kvality pro 24reakcni soupravu

m Systém One PCR zjednodusuje cely proces tim, Ze kombinuje extrakci jednoho vzorku a real-time PCR amplifikaci v jednom
béhu.

m Pro kazdy test se soupravou FLT3-Q Real-Time PCR Kit vyjméte ze soupravy Cartridge-1 a Cartridge-2.
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Pracovni postup One PCR a podrobné instrukce:

Krok 1: Zapnuti pristroje
1. Zapnéte pfistroj:

Vyhledejte vypinaC na zadni strané pfistroje One

provede vlastni test (Obrazek 1).

2. Prihlaseni do pfistroje:
Po vyzvani zadejte pfihlaSovaci Udaje svého dCtu
(vychozi heslo: 1234) (Obrazek 2).

3. Pristup do hlavniho rozhrani:

Na hlavni obrazovce se zobrazi 6 moznosti: Run
(Spustit), Project (Projekt), Data, System (Systém),
UV Sterilize (UV sterilizace) a Help (Napovéda),
spolecné s tlacitkem Door Open (Otevfit dvere)
(Obrazek 3).

Pawer Ewitch

Obrazek 1: Pfepnéte vypinac do polohy ,ON“ na zadni strané pfistroje

024-06-03 16:02:03

Main Interface

2024-06-26 01:24:23

st = Q
Run Project Data
@ o @
System UV Sterilize Help

Obrazek 3: Hlavni rozhrani pfistroje
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Krok 2: Zadani udajii o pacientovi
1. Manualni zadani ID pacienta:

Prejdéte na zélozku ,Sample” (Vzorek) a zadejte ID
pacienta (Obrazek 5).

2. Skenovani ID pacienti:

Alternativné mizete pomoci ¢tecky carovych kodi
zadat ID pacient(i do sloupce ,Sample No.” (Cislo
vzorku) (Obrazek 6).

4. Vyberte moznost ,Run":

Pro pokracovani stisknéte moznost ,Run” (Obrazek
4).

Main Interface

2024-06-26 01:24:23

= Q
Run Project Data
& © @
System UV Sterilize Help

Obrazek 5: Manualni zadani ¢isla vzorku / ID pacienta

=N Run Run @ Door Open E—%
[ | J 1 2 3
Pleasg enter
Select = s =
Available J Ded 0 Yes

Obrazek 6: Funkce ctecky ¢arovych kédi pro automatizované zadani cisla vzorku / ID

pacienta

Obrazek 4: Vybér moznosti ,Run“ v hlavnim rozhrani pristroje
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3. Naskenujte QR kod Cartridge-1:

Zajistéte, aby byl QR kéd na Cartridge-1 viditelny
pro skenovani. Naskenovanim QR kédu se program
automaticky vybere (Obrazek 7).

4. Manualni vybér programu:

Pokud skenovéni neni mozné, kliknéte na ,Select"
(Vybrat) a zvolte prednastaveny program ,FLT3-Q“
(Obrazek 8).

Krok 3: Priprava cartridge
1. Pripravte Cartridge-1:

Pevné poklepejte na Cartridge-1, aby se kapalina
usadila, a zkontrolujte pfitomnost vzduchovych
bublin (Obréazek 9).

Obrazek 7: Skener QR kédu pro automatizovany vybér programu

-~
P

Sample No i

/

123 Sealing Extr .
/ \
[ Poet N Remaining \
Time
\ 0 min /
Select \‘-. j-'
A sampling /
Available | ™ |

Obrazek 8: Manualni vybér programu z prednastaveného seznamu

Obrazek 9: Poklepani Cartridge-1 na desce stolu
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2. Odloupnéte félii Cartridge-1:

Opatrné odloupnéte ochrannou félii z Cartridge-1
(Obrazek 10).

3. Pridejte vzorek pacienta do Cartridge-1:

Do jamky ,A" Cartridge-1, oznaené CcCervené
népisem ,Sample” (Vzorek), pfidejte 200 pl vzorku
pacienta (Obrazek 11).

4. Pripravte Cartridge-2:

Oteviete baleni Cartridge-2. Poklepanim na
Cartridge-2 usadte lyofilizovany materidl (Obrazek
12).

Obréazek 10: Odloupnuti félie Cartridge-1

Obrazek 11: Pfidani vzorku do jamky ,Sample” Cartridge-1

Obrazek 12: Otevreni Cartridge-2
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5. Pridejte rekonstitucni pufr:

Odstrante vitka zkumavek z Cartridge-2 a podle
potfeby pfidejte a dlkladné promichejte 10 pl
rekonstitucniho pufru do pozic A a B (Obrazek 13).

6. Pripevnéte Cartridge-2 k adaptéru:

Pro zpracovani pfipevnéte k Cartridge-2 dodany
adaptér pro zkumavky (Obrazek 14).

7. Umistéte adaptér:

Zajistéte, aby prodlouzend precnivajici Cast
adaptéru byla umisténa v pozici A (Obrazek 15).

Obrazek 13: Rekonstituce lyofilizovanych €inidel v Cartridge-2

Obrazek 14: Pripevnéni adaptéru k Cartridge-2

Obrazek 15: Spravna orientace pripevnéni adaptéru na Cartridge-2
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Krok 4: Vlozeni cartridge

1. Otevrete dvirka pristroje:

Stisknutim tlacitka ,Door Open” (Otevfit dvefe) v
pravém hornim rohu obrazovky oteviete dvirka
pfistroje (Obrazek 16).

2. Vlozte Cartridge-1:

Pro spravné umisténi zarovnejte plochy vyfez
Cartridge-1 s plochou stranou pfistroje (Obrazek
17).

3. Vlozte Cartridge-2:

Umistéte Cartridge-2 do pfislusné pozice (A, B, C a
D) podle instalaéni pfirucky (Obrazek 18).

w- T
LA /" sealing Extr ‘-\
\I
| _— |
| Time
\ . |
\ mi
Select \ 0 mh /
\ /
A Sampling
\\_\ .)."(
I .‘.'x .-/.
‘ Available R -

Obrazek 18: Spravna orientace pro vloZeni Cartridge-2 do pfistroje
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3. Zaviete dvirka pristroje:

: It v “ .. . Run @ DoorClose [
Stisknutim tlacitka ,Door Close" (Zaviit dvefe) m— _\
arnpe o, _—

zaviete dvitka (Obrazek 19).

N
123 ¥ Sealing EXIr
/ Remaiog
Time
FLT3-Q %
PUR Sampling

[ Available J \__;

Obrazek 19: Zavieni dvifek pristroje

Krok 5: Spusteni pristroje

1. Zahajte béh:
i Run R Door O =

Stisknutim tlaCitka ,Run” zahdjite extrakci vzorku a () o a2

admple No. —
Real-Time PCR amplifikaci. Systém vzorky zpracuje - = Hh\\
automaticky (Obrézek 20). 123 e e \

i
- | F Tiﬂ'\e-Ing }

FLT3-Q 0 min
PCR Sampling
( Available J | —

Obrazek 20: Kliknutim na ,Run” zahajite béh One PCR

2. Dokonceni béhu:

Po dokonceni béhu vyzve pfistroj k vyjmuti
cartridge (Obrazek 21).

Test complete, please remove the cartridge.

Obrazek 21: Vyzva pristroje k vyjmuti cartridge po dokonceni béhu
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Krok 6: Vyjmuti cartridge

Otevrete dvifka a opatrné vyjméte cartridge:

Po dokonceni béhu oteviete dvifka a opatrné
vyjméte Cartridge-1 i Cartridge-2 (Obréazek 22).

Krok 7: Zobrazeni vysledki

1. Zobrazeni vysledki:

Po dokonceni béhu software zobrazi vysledky pro
kazdy vzorek jako pozitivni nebo negativni (P/N),
vcetné hodnot Ct a amplifikacnich kfivek (Obrazek
23).

2. Export reporti:

Pomoci  funkce ,Export” exportujte  data
prostiednictvim moznosti ,USB" nebo ,Bluetooth”
(Obrazek 24).

4 8 12 16 220 24 2 IR I 40
el

MPTE4

185110

&= (=) () (o) (o)

Obrazek 23: Vysledky vygenerované softwarem One PCR po dokonéeni béhu

UsB

Bluetooth

Obrazek 24: Moznosti exportu dat vygenerovanych po béhu
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Krok 8: Zobrazeni uloZenych vysledki
1. Pfistup k predchozim béhim:

Kliknutim na ikonu ,e" pfejdete do hlavniho
rozhrani (Obrazek 25).

2. Zobrazeni dat:

Vlyberte moznost ,Data“ pro zobrazeni seznamu
predchozich béht (Obrazek 26).

3. Vyberte uloZeny béh k zobrazeni:

Ze seznamu uloZenych béhl vyberte pozadovany
soubor pro zobrazeni dat a amplifikacnich kfivek
daného béhu (Obrazek 27).

- Run Run ® Door Open [&
Sample No.

123 sealing
/ satios |
Time
FLT3'Q 0 min
Sampling
Test complete

Click o view st detalls

Obrazek 25: Pfechod do hlavniho rozhrani pro pfistup k pfedchozim béhim

2024-06-26 01:24:23 Main Interface

o* Q
Run Project Data
® & ®
System UV Sterilize Help

Obrazek 26: Kliknutim na ,Data“ v hlavnim rozhrani zobrazite uloZené vysledky

- Data '@ fi'l
1
&a & F

Praject

End Date 2024-06-26 ey I
NO. Tasting Project | Sample Mo, Fun Time

1 Standard 1 ‘ 2024-06-25-13-00-53.1

2 Standard 1 ‘ 2024-06-25-12-5%-36.1

a Standard 1 | 2024-06-25-12-58-43_1

Obrazek 27: Vybér pozadovaného béhu pro zobrazeni dat a amplifikaénich kfivek
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Krok 9: Vypnuti pristroje

1. Vypnuti:

Vypnéte pfistroj pomoci vypinate umisténého na
zadni strané (Obrazek 28).

Power Switch

Obrazek 28: Pfepnuti vypinace do polohy ,off" na zadni strané pfistroje
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Tabulka 2.
Cilové organismy Signal real time PCR
TKD Target (FAM) = + -
Pozitivni kontrola (FAM) + o .
Kontrola bez templatu - = +/-
Interni kontrola (HEX) + + -
Vysledek

Kvalitativné pozitivni
vysledek
Negativni vysledek
Neplatny vysledek

Poznamka: Zkumavka 2: Detekce FLT3-ITD se provadi pomoci gelové elektroforézy PCR produktu.
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Tabulka 3.

C. Parametry Pozorovani

1 Presnost Opakovatelnost v ramci béhu: CV 2,86 %

2 Opakovatelnost mezi dny: CV 2,90 %

3 Reprodukovatelnost mezi pracovisti: CV 3,15 %

4 Reprodukovatelnost mezi obsluhou: CV 3,13 %

5 Analyticka senzitivita Meze detekce: LOD TKD - 1 % frekvence genové mutace; ITD - 25 bp

6 Analyticka specificita Studie interference: hemoglobin - 2 g/I, NaCl - 150 mM a BSA - 0,2 %
(w/v), lidska genomova DNA - >10° kopii/ml - nebyla zjisténa zadna
interference

7 Studie zkfiZzené reaktivity: gen KRAS - 1x10° kopii/ml, gen BRAF -
1x106 kopii/ml, gen EGFR - 1x108 kopii/ml — nebyla zjiSténa zadna
zkfizena reaktivita

8 Klinicka senzitivita 98 %

9 Klinicka specificita 98 %

Vypocet klinického hodnoceni

Diagnosticka presnost

Vysledek testu Onemocnéni pfitomno Onemocnéni nepfitomno Celkem
Pozitivni TP=49 FP=1 TP+FP=50
Negativni FN=1 TN=49 FN+TN=50
Celkem TP+FN=50 FP+TN=50 100

TP: pravdivé pozitivni vysledek; FP: faleSné pozitivni vysledek; TN: pravdivé negativni vysledek; FN: faleSné negativni vysledek.
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Pracovni plocha a riizné pom(cky pouzivané pfi testovani musi byt pravidelné dezinfikovany 1 % roztokem chlornanu sodného

nebo 75 % alkoholem.
Tento test je urCen pouze pro diagnostiku in vitro.

Se v§emi klinickymi vzorky zachdzejte, jako by obsahovaly infekéni agens; vzdy pouzivejte vhodné ochranné prostredky, véetné

rukavic a laboratornich plastu.

Postupy provadéjte v dobre vétraném prostoru a dodrzujte pokyny pro odpovidajici uroven biologické bezpecnosti podle typu

vzorku.

Zabrante kfizové kontaminaci pouzivanim novych rukavic a pipetovacich Spicek pro kazdy vzorek a kontrolu.

Veskery biologicky nebezpecny odpad, jako jsou Spicky, pouzité cartridge, rukavice apod., likvidujte v souladu s mistnimi
predpisy.

Zajistéte radnou kalibraci a Gdrzbu pfistrojt, aby nedochézelo k chybnym vysledkim.

Nepouzivejte komponenty soupravy po datu exspirace.

Uchovavejte Cinidla Fadné pfi teploté 2 °C az 8 °C a zabrante opakovanému zmrazovani a rozmrazovani.

Pred pouzitim zajistéte, aby rekonstitu¢ni pufr a ostatni komponenty byly vyrovnany na pokojovou teplotu.

Pouzivejte vodu bez nukleaz a certifikovany spotrebni materidl, abyste zabranili kontaminaci.

Nemichejte ¢inidla z rGiznych Sarzi soupravy.

V pripadé rozliti dezinfikujte postizené misto vhodnym dezinfekénim prostfedkem a bezpecné zlikvidujte kontaminovany
material.

Nevystavujte soupravu pfimému slunecnimu zareni ani extrémnim teplotam, protoZe by to mohlo ovlivnit jeji funkénost.
Pfi odtrhavani krytu Cartridge-1 na ni jemné poklepejte, abyste zabranili vyliti Cinidel; pfipadné rozliti okamzité oCistéte.
Pri manipulaci s Cartridge-1 se vyvarujte tfeseni nebo jejiho obraceni, aby nedoslo k tniku Cinidel.

Zajistéte spravné pInéni rekonstituénim pufrem do Cartridge-2: u jednozkumavkovych testl pridejte do zkumavky A; u
dvouzkumavkovych testli do zkumavek A a B; u tfizkumavkovych testl do zkumavek A, B a C; u ¢tyfzkumavkovych testl do
zkumavek A, B, C a D.

Zajistéte, aby byla Cartridge-2 vloZena do pfistroje ve spravné orientaci (A, B, C, D), aby nedoslo k zaméné vysledka.
Pfi pipetovani do jamek cartridge zajistéte presné davkovani objemu, aby nedoslo k falesnym vysledkim.

Zajistéte, aby byly cartridge v pfistroji fadné usazeny; volné uloZeni mize zpisobit poruchu.

Pravidelné kalibrujte a udrzujte pfistroj One PCR, aby byl zajistén presny teplotni cyklus a detekce fluorescence.
Nedotykejte se vnitrku jamek cartridge; pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky a rukavice.

Zabrante kontaminaci Cinidel a vzorkd heparinem, protoze miize interferovat s vysledky testu.
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Omezeni

m Pro dosazeni optimalnich vysledki je nezbytné disledné dodrzovat piibalovy letak soupravy neboli navod k pouziti (IFU).
Vysledky tohoto testu jsou citlivé na zplisob odbéru, transportu, uchovavani a zpracovani vzorku a jakékoli nesrovnalosti mohou
vést k nepresnym vysledkim. Napfiklad kfizova kontaminace, pokud neni béhem zpracovani vzorku fadné kontrolovéna, mize
vést k falesné pozitivnim vysledkim.

m Test je omezen na specifikovana extrakéni Cinidla, typy vzork( a pfislusné pfistroje.
m Pro optimalni provedeni tohoto testu je nezbytné diisledné dodrzovani spravné laboratorni praxe (GLP).

m Pfipadné mutace v cilovych oblastech genomu, na které se vazi primery/sondy pouzité pfi navrhu soupravy, mohou vést k
nekonzistentnim vysledkdm.

m Stejné jako u jakéhokoli diagnostického testu musi byt vysledky testu této soupravy interpretovany podle ¢asti ,interpretace

ou

vysledkd” tohoto navodu, s ohledem na vSechny klinické a laboratorni nalezy.
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Symboly pouzité na oznaceni
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j_/llj\‘* CHRANTE PRED SLUNECNIM ZARENIM
_/Ef TEPLOTNi OMEZENI
IVD DIAGNOSTICKY ZDRAVOTNICKY PROSTREDEK IN VITRO
E TOUTO STRANOU NAHORU
:[i RIDTE SE NAVODEM K POUZITI
LOT KOD SARZE
REF KATALOGOVE CisLo

DATUM POUZITELNOSTI

DATUM VYROBY

VYROBCE

OBSAH DOSTACUJICI PRO <n> TESTU

NEPOUZI{VEJTE, POKUD JE OBAL POSKOZEN

ZPLNOMOCNENY ZASTUPCE PRO EVROPSKE SPOLECENSTVi / EVROPSKOU UNII

EVROPSKA SHODA
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