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BK-Q

Real Time PCR Kit for BK Virus

ﬂ G610010

SEZNAM VYROBKU
Nazev kitu SKU Velikost baleni
BK-Q Real Time PCR Kit for BK Virus G610010-1 50T

Pfedchozi REF ¢.: G2M705421

Toto je neautorizovany pracovni pieklad anglického originalu ndvodu k pouziti (IFU) do cestiny, vyhotoveny pro interni referencni Gcely. Rozhodujici je vzdy anglicky originalni dokument
vyrobce; pred pouzitim produktu si jej prosim ovérte.

Pouze pro diagnostiku in vitro
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Ugel pouziti
BK-Q Real Time PCR Kit je diagnosticky test in vitro zalozeny na technologii real-time PCR, urceny k detekci DNA BK viru v klinickych
vzorcich.

Urceny uzivatel

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

Princip testu

BK-Q Real-Time PCR Kit je navrZzena na zakladé technologie real-time PCR a obsahuje specifické primery a fluorescencni sondy
cilici na sekvence BK viru, oznacené fluorescencnim barvivem FAM a zhaSeCem. Pouziti sond spojenych s odliSitelnymi barvivy
umoznuje paralelni detekci specifické DNA BK viru i detekci interni kontroly v odpovidajicich detekcnich kanalech pfistroje pro real-
time PCR. Sonda specificka pro interni kontrolu (IC) je oznacena fluoroforem HEX.

Souhrn

BK virus (BKV) je ¢lenem celedi Polyomavirus, charakterizovany kruhovou dvouvlaknovou strukturou DNA s velikosti genomu
priblizné 5 kB. V ramci Celedi Polyomavirus, ktera zahrnuje 13 znamych ¢lend véetné JC viru (JCV) a SV40, sdili BKV piblizné 75 %
své sekvence DNA s JCV. Infekce BK virem se obvykle ziskava v détstvi a ¢asto se projevuje pfiznaky podobnymi béznému
nachlazeni. Po infekci virus v téle pfechazi do latentniho stavu, kdy u vétsiny jedinci pretrvava bez zavaznych obtizi.

Studie ukazuji, ze témér 80 % dospélé populace na celém svété ma protilatky proti BKV i pfibuznym virlim, coz svédéi o predchozi
expozici nebo infekci. Pfiznaky infekce BK virem se mohou projevovat rliznymi zplsoby, véetné zmén vidéni, jako je rozmazané
vidéni, zmén barvy moci (zabarveni do hnédé nebo cervené), bolestivého nebo obtizného moceni, kasle, pfiznakl nachlazeni,
horecky, bolesti svali a slabosti. Tyto pfiznaky se mohou lisit svou zdvaznosti a trvanim v zavislosti na individudlnich faktorech,
jako je celkovy zdravotni stav a funkce imunitniho systému.

Pristroje kompatibilni se soupravou

A Zajistéte, aby vSechny pouzivané pfistroje byly instalovany, kalibrovany, kontrolovany a udrzovany podle pokyni a doporuceni
vyrobce.

m QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)

m CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad)

m LightCycler® 480 System (Roche Diagnostics)

m RapiCycler 96 Real Time PCR System (Genes 2Me Private Limited)

Dodavany material
Tabulka 1. (Pro 50 testii)

Obsah soupravy Kod obsahu soupravy MnoZstvi (G610010-1)
BK Virus Primer & Probe Mix G2MA3-1989-1 1X50pl

Positive Control Template G2MA3-1990-1 1 X 50 pl

Internal Control Primer & Probe Mix G2MA3-1991-1 1X50pl

qPCR Master Mix G2MA3-0657-1 1 X 500 pl
RNase/DNase Free Water G2MA3-0001-1 1X1ml
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Material potrebny, ale nedodavany

m SpiNXT Tissue & body fluids Nucleic acid extraction kit (G2M131420), QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) (kat. ¢. 51304)
m Stolni centrifuga

m Vortexer

m Mikropipety (nastavitelné)

m Jednorazové $picky s bariérovym filtrem

m Jednorazové bezpudrové rukavice

m Systém pro real-time PCR

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

m Souprava ma dobu pouzitelnosti 12 mésici od data vyroby. Testovaci souprava je stabilni do data exspirace uvedeného na
krabici soupravy a/nebo na obalu jednotlivych komponent, pokud je uchovévana podle specifikace.

m Souprava a jeji komponenty jsou expedovany a uchovavany pfi teploté -30 °C az -10 °C.

m Provddéjte experiment pfi pokojové teploté (15 °C az 30 °C) a béhem testovani uchovavejte ¢inidla v chladicim zafizeni (2 °C az
8°C).

= Opakovanému zmrazovani a rozmrazovani (vice nez 6krat) je tieba se vyhnout.

Z& Chraiite pred pfimym slune¢nim zarenim.

Postup testu

Odbér vzorku

= Odeberte krev, sérum a plazmu do odbérovych zkumavek podle doporucenych pokyni uvedenych v pribalovém letaku
dodédvaném se soupravou pro odbér vzorkd.

m Pfeprava odebraného vzorku by méla probihat v souladu s pokyny uvedenymi v pfibalovém letdku doddvaném se soupravou pro
odbér vzork(.

Priprava vzorku

m Extrakce specifické DNA by méla byt provedena podle doporucenych pokyni uvedenych v piibalovém letaku.

Priprava €inidel

m Vyjméte a vyrovnejte vSechny slozky ¢inidel této soupravy na teplotu (2 °C-8 °C) a pred pouzitim kratce vortexujte po dobu 20
sekund.

Pfiprava reakcni smési
m Pripravte reakéni smés podle nasledujici tabulky v oblasti pro pfipravu éinidel (Tabulka 2).

Tabulka 2.
BK Virus Primer & Probe Mix 071 l
Internal Control Primer & Probe Mix 01 pl
qPCR Master Mix 10 pl
Vzorek DNA 08 pl
Konecny objem 20 pl
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A\ Pripravte zkumavku s qPCR reakci na ledu a rychle prejdéte k amplifikanimu kroku. Prodlouzena inkubace reaktni smési,
zejména pii pokojové teploté, ovliviiuje citlivost testu. Zkumavky pred vlozenim do termocykleru kratce zcentrifugujte. Je treba
zabranit vzniku bublin v reakéni smési, protoze interferuji s detekci fluorescence.

m Pro No Template Control (NTC) postupujte podle stejného nastaveni reakce jako vyse, pficemz vzorek DNA nahradite vodou
RNase/DNase Free Water.

m Pro reakci Positive Control (PC) postupuijte podle stejného nastaveni reakce jako vySe, pficemz vzorek DNA nahradite cilové
specifickym Positive Control Template.

Nastaveni pristroje pro real-time PCR

= Pred nastavenim programu na jakémkoli pfistroji pro real-time PCR se fidte uzivatelskou pfiruckou pfislusného pfistroje.

m NiZe je uveden piiklad nastaveni pfistroje BioRad CFX96.

Nastaveni PCR pfistroje

m Vlozte zkumavku/desti¢ku s PCR reakei do pfistroje. Nastavte No Template Control (NTC), Positive Control Template a testovany
vzorek v poradi.

Nastaveni kandlii fluorescence

m Definujte nasledujici nastaveni pro vybér kanalu detekce fluorescence (Tabulka 3).

Tabulka 3.
Cil Reportér Zhasec
BK Virus FAM Zédny
Interni kontrola HEX Zé&dny

Nastaveni teploty a cykli PCR
m Definujte nasledujici nastaveni teplotniho profilu a PCR cykll. UloZte soubor a spustte reakci (Tabulka 4).
Tabulka 4.

Faze Pocet cykli Teplota (°C) Cas (min:sec)
Denaturace 1 95 03:00
Cyklickd denaturace, annealing a extenze 40 95 00:15

60* 01:00

*Data amplifikace jsou shirana pfi 60 °C po dobu 40 cykll pro cilové kanaly - FAM a HEX.

m Po nastaveni uloZte soubor a spustte program reakce.

Interpretace vysledkii testu

m Hodnota Ct <35 by méla byt povaZzovana za mezni hodnotu (cut-off) pro odliSeni pozitivnich a negativnich vzorkd. Hodnota nizsi
nebo rovna 35 se povazuje za pozitivni.

Validace interni kontroly

m Vyberte ,testované vzorky" pro analyzu interni kontroly. Vyberte barvivo HEX a zobrazte graf amplifikace interni kontroly. Interni
kontrola by se neméla amplifikovat v NTC a v pozitivnich kontroldch. Pozdni Sumovy graf amplifikace HEX v jamkach NTC a
Positive Control ignoruijte.

Validace Positive Control Template a NTC

Vyberte jamky NTC a Positive Control Template, zvolte kanal FAM a zobrazte graf amplifikace. Kfivka NTC musi byt ploché bez
hodnoty Ct. V pfipadé potieby upravte hodnotu prahu (threshold) tésné nad NTC. PC musi amplifikovat s hodnotou Ct <28 pro
kanal FAM.

Absence amplifikace v NTC znaci, Ze nedoslo ke kontaminaci Cinidel ani experimentélniho prostiedi a Ze pipetovani bylo
provedeno spravné.

m__Amnlifikace v PC naturzuie 7e hvlv dodr7env nftedencané nadminkv nuchavavani dinidel a narametrv reakee
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Kvalitativni interpretace vysledki

= V kanalu FAM a HEX postupné vyberte jamky testovanych vzork( a analyzujte amplifikacni grafy. Pro kvalitativni interpretaci
vysledk se fidte nasledujici tabulkou (Tabulka 5).

Tabulka 5.
Cil qPCR signal
BK Virus Pathogen (FAM) +
Positive Control (FAM) + +
Internal Control (HEX) + +
No Control Template (NTC) - - 4

Vysledek

Pozitivni vysledek pro BK
virus
Negativni vysledek
Neplatny vysledek

A Pro diagnostické ucely by mély byt vysledky vzdy pouzivany v kombinaci s dalSimi lékafskymi nélezy, jako jsou symptomy,
vysledky jinych testd, klinicky dojem apod. Pokud jsou vysledky v rozporu s klinickymi nalezy, doporucuje se provést dopliujici
testovani k potvrzeni vysledku.

Charakteristiky vykonu

Tabulka 6.

C. Parametry Pozorovani

1. Analytickd senzitivita 100 %

2. Analytickd specificita 100 %

3. Pravdivost (bias) 98 %

4. Presnost (opakovatelnost) CV<4%

5% Presnost (reprodukovatelnost) CV<35%

6. Spravnost (vyplyvajici z pravdivosti a piesnosti) 99 %

7. Meze detekce a kvantifikace LOD: 100 kopii/ml

8. Meérici rozsah 10 - 10° kopii/reakci

9. Linearita R?=10,998

10. Mezni hodnota (Cut-off) Hodnota Ct: < 35

11. Kritéria pro odbér a manipulaci se vzorky Vhodné pokyny pro manipulaci

12. Identifikace a kontrola zndmych relevantnich endogennich a exogennich Dobie kontrolovano
interferujicich latek (testovano s lidskou genomovou DNA, cyklosporinem a
hemoglobinem)

13. Zkiizené reakce (JC virus, Simian Virus 40 a HSV) Zé4dna zkiizena reaktivita

14. Klinickd senzitivita 98 %

15. Klinicka specificita 99 %
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pred pouzitim si peclivé prectéte tento navod k pouziti (IFU) a seznamte se s postupy obsluhy a bezpe¢nostnimi opatienimi.
Pracovni plocha by méla byt pravidelné dezinfikovana 1 % roztokem chlornanu sodného nebo 75 % etanolem.

Nepouzivejte komponenty soupravy po datu jejich exspirace.

Pri provadeéni testu pouzivejte jednordzovou zastéru, rukavice a masku.

Vzorky by mély byt zcela davkovany do reakéni smési a zadny vzorek by nemél ulpivat na sténé zkumavky.

Dodrzujte nezbytna opatieni v souladu s bezpe¢nymi laboratornimi postupy pffi manipulaci se vzorky a pfistroji, protoze
testované vzorky jsou klasifikovany jako nebezpecné.

Bylo prokézano, Ze heparin inhibuje PCR. Nepouzivejte s timto postupem heparinizované vzorky. Spolehlivost vysledki zavisi na
radném odbéru vzorki a spravnych postupech prepravy.

Pouzivejte bézna laboratorni bezpe¢nostni opatieni. Pfi manipulaci se vzorky a ¢inidly soupravy pouZivejte jednorazové rukavice
a laboratorni plasteé.

Po manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy si dikladné umyjte ruce.

Cinidlo s enzymem a primery/sondami obsahuje v pufru synteticky oligonukleotid. Zabrarite styku ¢inidla s kiZi, oéima a
sliznicemi, coz by mohlo zpisobit kozni podrazdéni. Pfi styku s témito Cinidly omyjte postizené misto vodou. Pfi rozliti téchto
¢inidel postupuijte podle vhodnych postupi pro zvladani rozliti.

NEZAMENUJTE, NEMICHEJTE ani nekombinujte &inidla ze souprav s riiznymi &isly $arzi.

Zabrante mikrobialni a nukledzové kontaminaci Cinidel a zajistéte, aby byly pfipadné sraZeniny rozpustény.

VSechny testované vzorky musi byt povazovany za potencialné infekéni nebo biologicky nebezpecné a pfi manipulaci se vzorky a
pristroji musi byt dodrzovana v§echna nezbytna opatfeni v souladu s bezpe¢nymi laboratornimi postupy.

Podminky uchovdvani ¢inidel musi byt striktné dodrZovany, aby byla zajisténa deklarovana funkénost soupravy.
Nedotykejte se vnitiku jamek cartridge; pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky a rukavice.
Zabrante kontaminaci Cinidel a vzorki heparinem, protoZe mize interferovat s vysledky testu.

Omezeni

Pro dosazeni optimalnich vysledki je nezbytné disledné dodrzovat pfibalovy letak soupravy neboli ndvod 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 vysledkdm.

Test je omezen na specifikovana extrakcni cinidla, typy vzork( a pfislusné pfistroje.

Pro optimalni provedeni tohoto testu je nezbytné diisledné dodrzovani spravné laboratorni praxe (GLP).

Pripadné mutace v cilovych oblastech genomu, na které se véazi primery/sondy pouzité pfi ndvrhu soupravy, mohou vést k
nekonzistentnim vysledklm.

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

ou

vysledkd” tohoto navodu, s ohledem na vSechny klinické a laboratorni nalezy.
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Symboly pouzité na oznaceni

Symboly Definice

b CHRANTE PRED SLUNECNIM ZARENIM
Z2AN
]

Jif TEPLOTNi OMEZENi{

DIAGNOSTICKY ZDRAVOTNICKY PROSTREDEK IN VITRO

VD
4+ TOUTO STRANOU NAHORU
l:l'il RIDTE SE NAVODEM K POUZITi
KOD SARZE
LOT
KATALOGOVE CiSLO
REF
DATUM POUZITELNOSTI
DATUM VYROBY
VYROBCE

OBSAH DOSTACUJICI PRO <n> TESTU

UPOZORNENi

NEPOUZIVEJTE, POKUD JE OBAL POSKOZEN

ZPLNOMOCNENY ZASTUPCE PRO EVROPSKE SPOLECENSTVi / EVROPSKOU UNII

EVROPSKA SHODA

AEHETARH AR

I Genes 2Me Private Limited Plot No - 33 Sector-5, IMT Manesar, Gurugram, Haryana - 122052 (India), Telefonni Cisla: +91
18001 214030 / +91 88000 23600 / +91 8800821778, E-mail: contact@genes2me.com

OBELIS S.A. Bd General Wahis 53 B-1030 Brussels Belgium, Tel: +3227325954, Fax: +3227326003, E-mail: mail@obelis.net
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