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Zamyslany ucel Obmedzenia

Sonda XL BCR/ABL1 plus dual-fusion je kvalitativny, neautomatizovany
test na detekciu BCR::ABLIT-prestavby, t(9;22)(q34.1;q11.2) pomocou
fluorescen¢nej in situ hybridizacie (FISH). Produkt je urceny ako
diagnostickd pombdcka a pomdaha pri monitorovani ochorenia.
Testovanu populdciu tvoria pacienti s potvrdenou alebo suspektnou
akutnou lymfoblastickou leukémiou (ALL), akutnou myeloidnou
leukémiou (AML) a chronickou myeloidnou leukémiou a
myeloproliferativnymi neoplaziami (CML/MPN). Hybridizacia sa
vykondva na bunkach fixovanych metanolom/kyselinou octovou
ziskanych z kostnej drene alebo periférnej krvi.

Popis produktu

Sonda XL BCR/ABL1 plus dual-fusion pozostédva zo sondy znacenej
oranzovou farbou, ktora hybridizuje s oblastou génu ABLT na 9q34.1,
a zo sondy znacenej zelenou farbou, ktoré hybridizuje s oblastou génu
BCRna 22q11.2.

Znama kriZova reaktivita
Nie s zndme Ziadne kriZzové hybridizacie.

Poskytnuté materialy

100 pl (10 testov) XL BCR/ABL1 plus, sonda je rozpustend v
hybridizatnom roztoku (> 50 % v/v formamid, < 30 % w/v dextran sulfat
a < 2x SSC (fyziologicky roztok - citrat sodny)) a pripravena na poufZitie.
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Analyzu, interpretaciu Udajov a poddvanie sprév o diagnostickych
nalezoch ziskanych metédou FISH by mal vykondvat kvalifikovany a
skdseny personal v silade s odbornymi normami a prisluSnymi
usmerneniami. Produkt nie je ureny na pouZitie ako samostatna
diagnostika, skrining ochorenia alebo ako sprievodna diagnostika.
Diagnostické vySetrenie ziskané tymto produktom sa preto vzdy
vykondava v spojeni s inymi diagnostickymi metédami. Odchylky od
protokolov vyrobcu mézu ovplyvnit spolahlivost a vykonnost testu a
moZu viest k zavadzajdcim zisteniam. Mapy sond su vytvorené v sulade
s uréenym Ucelom vyrobku. PIné farebné pruhy nemusia nevyhnutne
znamenat, Ze sonda Uplne pokryva uvedenU genomickd oblast.
Zobrazené su len medzery vacSie ako 10 kb. Preto sa odporuca
opatrnost pri interpretécii vysledkov vytvorenych prostrednictvom
pouZitia mimo schvalené pokyny (off-label). Dalie informacie su k
dispozicii na poZiadanie.

Ako nemecky vyrobca a distribltor IVD sa spolo€nost MetaSystems
Probes riadi platnymi eurépskymi a nemeckymi predpismi, ktoré
zakazuju akékolvek vyhlasenia tykajlce sa interpretdcie Udajov o
pacientoch, ako aj diagnostickych a terapeutickych odporucani.

Skladovanie a manipulacia

Sondy by sa mali skladovat v tme pri teplote -20 °C (5 °C). Bolo
preukazané, Ze spolahlivost sondy nie je ovplyvnena az 20 cyklami
zmrazovania a rozmrazovania. Sondy su citlivé na svetlo, preto by sa
pocas manipulacie malo obmedzit vystavenie svetlu na minimum.

Preprava

Vyrobky vyrobené spolo¢nostou MetaSystems Probes sa dodévaju pri
izbovej teplote.



Potrebné, ale nedodané vybavenie a materialy
Vodny kupel's presnou regulaciou .
teploty

Vyhrievana platni¢ka s pevnou
platfiou a presnou regulaciou
teploty

Mikropipety s objemom od 1 pl do
1 ml, kalibrované

Teplomer
DAPI/antifade
PryZzové lepidlo
Mikroskopické sklicka
Krycie sklitka (sklo):
22mmx22mma

24 mm x32mm

« pH meter, kalibrovany » Rukavice

e Mraznicka -20 °C (5 °C) « Sklenice Coplin

e Zvlhé¢ovana komora 37 °C (+ 1 °C) * Pinzeta

 Fluorescen¢ny mikroskop s e 20x SSC
vhodnymi filtrami (pozri niZsie) * Tween-20

Destilovana voda
Mikrocentrifiga
Casovac

Imerzny olej odporucany vyrobcom e
mikroskopu (fluorescenény)

Specifikacia fluorochrému

Znacenie \ Excitacia max. Emisie max.
Zelena 505 nm 530 nm
OranZova 552 nm 576 nm

Odportcanie pre fluorescenény mikroskop

e Fluorescentné osvetlenie: Vhodné halogenidové alebo LED
fluorescen¢né osvetlovacie systémy alebo bezné 100-wattové
ortutové lampy.

« Objektivy vhodné pre epi-fluorescentné osvetlenie.

« Fluorescen¢né filtre: Pre zobrazenie/pocitanie pouZite vhodnu
sadu viacpasmovych filtrov. Na snimanie obrazkov alebo
pozorovanie jednotlivych farebnych kanalov na mikroskope
pouZite vhodné sady jednopasmovych filtrov pre prislusné
fluorochrémy (napr. od MetaSystems).

Princip testu

Fluorescen¢nd in  situ hybridizacia (FISH) na  detekciu
komplementarnych sekvencii DNA vo fixovanych bunkach pod
fluorescencnym mikroskopom vyuZiva fragmenty DNA, do ktorych st
zatlenené nukleotidy s fluoroférom. DNA vybranych sond a DNA
pacienta sU denaturované, ¢o znamend, Ze dve vldkna DNA
dvojzavitnice si oddelené. Pocas naslednej renaturacie sondy DNA
hybridizuju s komplementarnymi sekvenciami DNA pacienta.

Priprava vzorky

VSeobecné pripomienky

Vyrobok je uréeny na pouZzitie podla uréeného Gcelu.

Nie vSetky uvedené metddy pripravy musia byt pre danu sondu
relevantné. Bunkové suspenzie sa pripravuju z nestimulovanych
kratkodobych kultdr aspiratov kostnej drene, celej krvi alebo
uvolnenych jednotlivych buniek z postihnutych lymfatickych uzlin po
dékladnom rozomleti uzlinového tkaniva. V pripade mnohopocetného
myelému sa odporuca obohatit CD138+ plazmatické bunky (napr.
magnetické triedenie buniek) alebo ich identifikovat in situ pomocou
vhodnej fluorescencne znacenej protilatky (clg-FISH).

Priprava buniek sa zvycajne spractiva podla protokolov uréenych na
cytogenetickd analyzu vratane zastavenia bunkového cyklu v metafaze
, hypotonického o3etrenia a fixacie metanolom a kyselinou octovou.
Takto fixované bunkové suspenzie sa pred hybridizaciou nakvapkaju
na Cisté sklicka. Vzorky by sa mali pripravit podla Standardov
cytogenetickych postupov (napr. podla The AGT Cytogenetics
Laboratory Manual, 4. vydanie, pre lymfém pozri aj Campbell et al
(2015) Pathology 37:493-507 a Ross (2004) Curr Diagn Pathol 10:345-
350, pre obohatenie CD138+ buniek pozri aj Cumova et al (2010) Int ]
Hematol 92:314-319 a pre clg-FISH pozri aj Gole et al (2012) Blood
120:4792).

Stabilita hybridizovanych preparatov
« Hybridizované preparaty FISH moZno analyzovat najmenej Sest
mesiacov, ak sa skladuju v tme pri teplote -20 °C (5 °C).

Dalsie odporG¢ania tykajlce sa postupu

« Na meranie tepldt roztokov, vodnych kupelov a inkubétorov sa
dérazne odporuca pouzivat kalibrovany teplomer, pretoZe tieto
teploty st rozhodujlce pre optimalny vykon vyrobku.

« Starostlivo skontrolujte teplotu predhriatych roztokov.

« Starostlivo skontrolujte hodnotu pH v3etkych roztokov. Priizbovej
teplote musi byt v rozmedzi 7,0 - 7,5.

« Dolezité su teplota a koncentréacie pufrov (stringencia) a pH,
pretoZe nizka stringencia moZze viest k neSpecifickej vazbe sondy
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a prilis vysoka stringencia mozZe viest k zniZeniu intenzity signalu
alebo k jeho vymiznutiu.

« Pred otvorenim: kratko stocte, aby ste zhromaZzdili sondu na dne
skamavky.

Protokol FISH pre DNA sondy MetaSystems

Priprava preparatov
1.Kvapnite vzorku buniek na mikroskopické sklicko. Nechajte
uschnut na vzduchu. Ak sa sklicka nepouZiju v najblizsich drioch,
uchovavaite ich pri teplote -20 °C (£5 °C).
2.Naneste 10 pl sondy.
3.Prikryte krycim sklitkom 22 mm x 22 mm.
4.Utesnite pmocou pryZzového lepidla.

Denaturacia

1.Vzorku a sondu sucasne denaturujte zahrievanim sklicka na

horucej platni pri teplote 75 °C (1 °C) poc¢as 2 minut.

Hybridizacia

1. Inkubujte vo zvlh¢ovacej komore pri 37 °C (£1 °C) cez noc.
Odmyvanie po hybridizacii
Pozadované roztoky

« 0,4x SSC (pH 7,0 - 7,5) pri 72 °C (+1 °C)

e 2x SSC, 0,05 % Tween-20 (pH 7,0) pri izbovej teplote

Postup

1.0patrne odstrérite krycie sklicko a vSetky stopy lepidla.

2.Premyte skli¢ko v 0,4x SSC (pH 7,0) pri teplote 72 °C (+1 °C) pocas
2 min.

3.Sklitko nechajte odkapat a premyte ho v 2x SSC, 0,05 % Tween-20
(pH 7,0) pri izbovej teplote pocas 30 sekdnd.

4.Kratko oplachnite v destilovanej vode, aby ste zabranili tvorbe
krystalov, a nechajte oschnut na vzduchu.

Farbenie jadier
Potrebné roztoky:
« DAPl/antifade (napr. MetaSystems Probes DAPI/antifade, D-0902-
500-DA)

Postup:
1.Naneste 10 pl DAPI/antifade a prekryte krycim sklitkom s
rozmermi 24 x 32 mm.
2.Inkubujte 10 min.
3.Pokracujte v mikroskopovani a analyze.
4.Sklitka skladujte pri teplote -20 °C (£5 °C).

Ocakavané vysledky
Zobrazené su len najcastejSie sa vyskytujuce kon3telacie signélov, je
mozné pozorovat aj iné relevantné vzory signalov.

Normalna bunka:
Dva zelené (2G) a dva oranzové (20) signaly.

Aberantna bunka (typické vysledky):

Jeden zeleny (1G), jeden oranZovy (10) a dva zeleno-
oranzové kolokalizatné/fuzne signaly (2GO), ktoré su
vysledkom  reciprocnej translokacie  medzi
prislusnymi lokusmi.




Analyticky hodnotenie

Udaje o analytickom hodnoteni boli ziskané pomocou interfaznych
jadier z lymfocytovych kultdr stimulovanych PHA. Zber buniek sa
vykonal podla cytogenetickych noriem. Porovnavacou 3tddiou sa
zabezpecila rovnocennost vysledkov medzi nestimulovanymi
kultdrami kostnej drene a lymfocytmi stimulovanymi PHA.

Analyticka Specifickost
Specifickost sa vypotita ako percento spravnych objektov z celkového
poctu zistenych objektov.

Vypocitand analytickd Specificita je 100 % po 20 hodnotenych
metafézach od 5 réznych karyotypicky normélnych muzov.

Analyticka citlivost

Analyticka citlivost sa vypocita ako percento interfaznych jadier, ktoré
maju ofakavané normalne usporiadanie signalov, z celkového poctu
analyzovanych interfaznych jadier. Bolo analizované usporiadanie
signalov v 400 jadrach od kazdého z 10 karyotypicky normalnych
jedincov.

Stupeni odchylky od priemeru sa vyjadruje relativnou Standardnou
odchylkou (% RSD).

Citlivost

2G 20 (normalne) 95.7 % 1.5%

Cut-Off

Hrani¢na hodnota (cut-off) pre kvalitativny test je hranica, nad ktorou
sa vysledok povaZuje za pozitivny a pod ktorou sa vysledok povaZuje
za negativny.

Hrani¢nad hodnota bola vypocitana na zdklade hybridizacie sondy na
interfaznych jadrach 10 karyotypicky normalnych jedincov. Hodnoty
cut-off su zaloZzené na 400 hodnotenych jadrach od kazdého.

2GO1G 10 1.2%

Hrani¢na hodnota je informativna a zavisi od rozlicnych parametrov
suvisiacich s laboratériom. Preto sa na diagnostické Gcely musia
hrani¢né hodnoty stanovit individudlne v kazdom laboratériu.

Presnost (reprodukovatelnost/opakovatelnost)
Reprodukovatelnost je stupen zhody medzi vysledkami Studif
analytickej citlivosti vykonanych za réznych podmienok (den, Sarza a
vzorka). Pre kazdu podmienku sa vykonali tri analyzy so 100 jadrami.

Reprodukovatelnost sa udava ako stupefl odchylky od priemeru
pomocou relativnej Standardnej odchylky (% RSD).

Reproduko-
Podmienky vatelhost
% RSD

Day-to-Day 06%

ta istd davka a ta istd osoba v troch dfioch )
tottotot . e 16 %

ten isty jednotlivec a deri s tromi SarZzami

Sample-to-sample 28%
rovnaka davka a defi s tromi jedincami ’

Opakovatelnost je miera zhody medzi Stddiami vykonanymi za
rovnakych podmienok. Samostatné Studie opakovatelnosti sa
nevykonavali, pretoZze stupefl odchylky od priemeru v Stadiach
reprodukovatelnosti za réznych podmienok sa stanovil s relativnou
Standardnou odchylkou < 5 % (% RSD). Preto sa vyvodil zaver o stupni
odchylky od priemeru za rovnakych podmienok s relativnou
Standardnou odchylkou <5 % (% RSD).
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Klinické hodnotenie
Publikovana literatura

Tvrdenia o klinickom vykone vyrobku vzhladom na zamyslany Ucel boli
podloZené vedeckou literatirou relevantnou pre vyrobok a stav, ktory
sa s vyrobkom analyzuje.

+ Culen et al (2016) Oncotarget 7:33016-33024

» Ashok et al (2017) Asian Pac ] Cancer Prev 18:3457-3464
» Trojani et al (2017) Cancer Biomark 21:41-53

» Trojani et al (2019) PLoS One 14:e0218444

» Balducci et al (2020) Leuk Lymphoma 61:209-212

» Shoumariyeh et al (2020) Br ] Haematol 190:e339-e343
* ElAshry et al (2021) Int ] Lab Hematol 43:235-243

Publikované skusenosti ziskané rutinnym diagnostickym
testovanim

Udaje z rutinného diagnostického testovania boli ziskané z eurépskych
diagnostickych laboratérii a uverejnené na webovej stranke
MetaSystems Probes (viz.prislusny bezpe¢nostny list v prislusnej asti
na stiahnutie pre tento konkrétny produkt). Pritomnost cielového
markera v pozitivnych pripadoch a nepritomnost v negativnych
pripadoch zistenych metédou FISH bola potvrdena referenénymi
technolégiami (analyza chromozémového pruhovania a PCR s
reverznou transkripciou). Testovana kohorta zahffia pacientov s
potvrdenou alebo suspektnou ALL, AML, CML/MPN, MDS a HES. Vzorky
boli ziskané z kostnej drene a periférnej krvi.

Pocet
pripadov

Preuspo- Diagnosticka

citlivost

Diagnosticka
Specifickost

riadanie
BCR::ABL1-
prestavby,
(9;22)
(934.1;
q11.2)

14134 99.3 %* 100 %

*31 out of 14134 cases analyzed showed a negative FISH result but chromosome
banding analysis revealed a t(9;22)(q34;11). These cases were classified as false
negative for FISH. For 21 of these cases RT-PCR results were available showing that
the number of positive cells was below the detection limit for FISH.

Iné zdroje Udajov o klinickom hodnotenf

Z vyhodnotenia diagnostickych validacnych Gdajov zozbieranych v
rémci IVDD a klasifikovanych ako iné zdroje Gdajov o klinickom vykone
vyplyva, Ze XL BCR/ABL1 plus spravne identifikoval v3etkych 14
analyzovanych aberantnych pripadov.

Postup kontroly kvality

Pred prvym pouZitim tohto vyrobku v diagnostike by sa malo overit, ¢i
funguje podla ocakavania. Je potrebné zohladnit usmernenia a
odporucania pre implementéaciu novych testov FISH v diagnostike
(napr. CLSI Fluorescence In Situ Hybridization Methods for Clinical
Laboratories; Approved Guideline - Second Edition).



Bezpecnostné pokyny

VSetky sondy vyrobené spolo¢nostou MetaSystems Probes su urcené
len na profesionalne pouZitie a mali by ich pouZzivat kvalifikovani a
vySkoleni pracovnici. Na zabezpelenie bezpecnej prevadzky a
reprodukovatelnych vysledkov dodrZiavajte bezpecnostné
upozornenia a vystrazné znacky uvedené nizsie.

NEBEZPECENSTVO

Obsahuje: Formamid

Vystrazné H360FD MbZe poskodit plodnost. M6Ze poskodit
upozornenia:  nenarodené dieta.
H351 Podozrenie, Ze sposobuje rakovinu.
H373 MbZe spbsobit poSkodenie organov pri
dlhodobej alebo opakovanej expozicii.

Bezpecnostné P201 Pred pouZitim si vyZiadajte osobitné pokyny.
upozornenia:  P260 Nevdychujte
prach/dym/plyn/hmlu/vypary/striekanie.
P280 Noste ochranné rukavice/ochranny odev.
P308+ P313 Ak ste vystaveny alebo sa vés to tyka:
Vyhladajte lekadrsku pomoc/opatrenie.
P501 Zne3kodnite obsah/kontajner v stlade s
miestnymi/regionalnymi/narodnymi/
medzinarodnymi predpismi.

Specialne Obmedzené na profesionalnych pouZivatelov.
oznacovanie:
A POZOR: Horuci vodny kipel a vyhrievané
platnicky!

Na denaturaciu a hybridizaciu sa pouZivaju hortce
vodné kupele a vyhrievané platnicky s teplotou >37
°C. Davajte pozor, aby ste sa nedostali do priameho
kontaktu s horucimi povrchmi alebo kvapalinami.
Noste rukavice a laboratérny plast. V pripade
kontaktu s pokoZkou ju okamZite ochladte studenou
vodou.

/I\ POZOR: Spravna laboratérna prax!

: PouZivajte v sulade so zdsadami spravnej

laboratérnej praxe.
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Hlasenie neZiaducich udalosti
Kazdy zavazny incident, ktory sa vyskytol v stvislosti s pombckou, sa 0zndmi vyrobcovi a prislusnému organu ¢lenského statu, v ktorom je pouZivatel a/alebo
pacient evidovany.

RieSenie problémov

Problém i i i Odporucané rieSenie

V mikroskope sa » Uzavierka odrazeného svetla zatvorena / posuvnik stoji v » Otvorte uzavierku / posurite jazdec mimo dréhy svetla.
nezistia Ziadne signaly drahe svetla.

FISH. » Zdroj svetla je vypnuty.  Zapnite svetlo.

V ceste svetla je nesprévny fluorescencny filter.
Objektiv je mimo sprévnu poziciu.

Fototubus je v polohe fotoaparatu. Presmerujte drahu svetla do okuléru.

Hybridiza¢né signaly Imerzny olej prenikol medzi skli¢ko a krycie sklo. Vymerite krycie sklicko a DAPI/antifade. PouZite krycie sklicko
po Case zoslabnu. s rozmermi 24 mm x 32 mm, aj ked'sa hybridizuje len mala
oblast.

Skontrolujte optickd drahu mikroskopu. Spravne nastavte
UV svetlo. Skontrolujte Zivotnost UV lampy.

PouZivajte dostato¢né mnoZstvo imerzného oleja.
NemieSajte rézne imerzné oleje. PouZivajte imerzny olej
vhodny pre fluorescenciu.

Vrstva proti vyblednuiu (DAPI/antifade) je prili$ silna na
zaostrenie. NepouZivajte prili$ vela DAPI/antifade. Staci 10 pl
na sklicko (24 mm x 32 mm krycieho skla).

PouZite vhodné krycie sklicka.

Presurite spravny filter do drahy svetla.
Otocte obektiv do dréhy svetla.

Rozptylené signaly. Preparat nie je dostato¢ne osvetleny.

Rovina zaostrenia sa neda spravne nastavit.

Slabé signaly. * Preparaty su prilis staré.  Preparaty by nemali byt starsie ako dva tyzdne. Ak sa
preparéty v tomto obdobi nepouZiju, skladujte ich pri teplote
-20 °C (#5 °C).
» Denaturacia nie je primerana. » zostarSenie, zapecenie alebo dalSia fixacia mézu inhibovat
hybridizaciu a neodporucaju sa.
« Zvyste teplotu denaturécie na 80 °C alebo prediZte ¢as
denaturacie na 3 min.
» Na zobrazenie sa pouZiva viacpasmovy filter. » PouZite Specializovany jednopasmovy filter.
Slabé modré alebo « Intenzita DAPI je prili§ vysoka, ¢o vedie k presvacovaniu na » PouZite DAPI/antifade s nizkou koncentraciou.
zelené signdly alebo filtri AQUA alebo ZELENA filtri.
vysoko difuzne » Hodnota pH premyvacich roztokov je prili$ nizka. « Uistite sa, ze hodnota pH roztokov je medzi 7,0 a 7,5.
pozadie v zelenom Niektoré zelené fluoroféry su velmi citlivé na pH nizsie ako 7.

farebnom kanali.

Vysoké nespecifické » Zvy3né cytoplazmatické proteiny buniek m6zu narusit
pozadie. hybridizaciu.
Ak odporucané opatrenia problém nevyrieSia alebo vas problém nie je uvedeny v zozname, kontaktujte spolo¢nost MetaSystems Probes.

PredbeZne oSetrite preparaty pepsinom (pred hybridizaciou).

Podpora zdkaznikov
Kontaktujte spolo¢nost MetaSystems Probes GmbH (kontaktné Gdaje najdete niZsie) alebo nasho autorizovaného distributora vo vasej krajine.

d MetaSystems Probes GmbH
1. Industriestrasse 7
68804 Altlussheim
Nemecko

Tel: +49 (0)6205 292760

Fax: +49 (0)6205 2927629

e-mail: info@metasystems-probes.com

webova stranka: www.metasystems-probes.com

Spolo¢nost MetaSystems Probes sa zrieka akéhokolvek vlastnickeho zaujmu na znackach a nazvoch inych osbb.

Prehlad bezpecnosti a vykonnosti ndjdete na webovej stranke https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home alebo sa informujte na adrese
info@metasystems-probes.com.

PouZité symboly
Symbol \Popis \

Oznacuje zdravotnicku pomécku, ktord je urend na pouZzitie ako diagnosticka zdravotnicka pomécka in vitro.

3
=]

N
m

Znacka zhody, ktora oznacuje, Ze pomocka je v stlade s platnymi regula¢nymi poZiadavkami v Eurépskej tnii.

Oznacuje vyrobcu zdravotnickej pomécky.

Oznacuje, Ze pri obsluhe zariadenia alebo ovlddacieho prvku v blizkosti miesta, kde je symbol umiestneny, je potrebna opatrnost alebo Ze
aktuadlna situdcia si vyZaduje informovanost obsluhy alebo z&sah obsluhy, aby sa zabranilo neZiaducim nasledkom.

Oznacuje, Ze je potrebné, aby si pouZivatel precital ndvod na poufZitie.

= B e
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Revizia dokumentu

DETO))] Indikacia zmeny

vydania

SK-CE-IVD-RevA250321- 24.03.2025  |Aktualizované IFU podla NARIADENIA (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych poméckach in

250324v10.2 vitro. Aktualizacia nemé priamy vplyv na vlastnosti pomdcky a nema vplyv na zloZenie alebo zlozky
nasich vyrobkov. Nema vplyv ani na spdsob aplikacie nasich vyrobkoy, ale vyvolava zmeny informacii
poskytovanych spolu s vyrobkom ako oznacenie, Ucel pouZitia a ndvod na pouZitie.
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