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SEZNAM VYROBKU
Nazev kitu SKU Velikost baleni
DENGUE-Q Real Time PCR Kit G610008-1 50T

Pfedchozi REF ¢.: G2M705021

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

Pouze pro diagnostiku in vitro
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Ugel pouziti
DENGUE-Q Real Time PCR Kit je diagnosticky test in vitro zaloZeny na technologii real-time PCR, urceny k detekci specifické RNA
sérotypd viru dengue v klinickych vzorcich (krev, sérum nebo plazma).

Urceny uzivatel

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

Princip testu

DENGUE-Q Real Time PCR Kit je produkt pro detekci in vitro, navrZeny jako test na bazi technologie real-time PCR, sestavaijici z
multiplexniho dvouzkumavkového testu obsahujiciho specifické primery a fluorescencéni sondy cilici na sekvence sérotypli dengue
DENV1, DENV2, DENV3 a DENV4. Sondy jsou oznaceny barvivem FAM pro DENV1, Texas Red pro DENV3 a HEX pro interni kontrolu
ve zkumavce Primer & Probe Mix-1, a barvivem FAM pro DENV2, Texas Red pro DENV4 a HEX pro interni kontrolu ve zkumavce
Primer & Probe Mix-2. Pouziti sond spojenych s fluorescencnim reportérem a zhaSecim barvivem umozriuje detekci RNA specifické
pro dengue a interni kontroly oznacené barvivem HEX v odpovidajicich detekénich kandlech pfistroje pro real-time PCR.

Souhrn

Virus dengue (DENV) patfi do celedi Flaviviridae. Jsou znamy 4 sérotypy (DENV 1-4). Genom RNA viru DENV je jednovlaknovy a mé
pozitivni orientaci [(+)ssRNA]. Virus dengue je pfenasen clenovci (zejména komdry Aedes aegypti a A. albopictus). Existuji méstské
a sylvatické cykly, pficemz prvni zahrnuje pouze lidi a komary, druhy predevsim volné Zijici zvifata a komary. Lidské infekce kmeny
ze sylvatickych cykld jsou vzacné. VSechny Ctyfi sérotypy se vyskytuji celosvétové v tropickych oblastech, kde je pfitomen vektor.
Po infekci virem DENV je inkubacéni doba 3-14 dni. Onemocnéni zacind horeckou, celkovou nevolnosti a bolesti svall a kloub(.
pripadech i Zivot ohrozujici. Pfiznaky dengue se typicky projevuji vysokou horeckou (104 °F) spolu s dalsimi pfiznaky, jako je bolest
hlavy, bolest sval(, kosti a kloubt, nauzea, zvraceni a bolest za o¢ima.

Pristroje kompatibilni se soupravou

A Zajistéte, aby vSechny pouzivané pfistroje byly instalovany, kalibrovany, kontrolovany a udrzovany podle pokynl 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 (G610008-1)

Dengue Primer and Probe Mix-1 G2MA3-1889-2 1X 250 pl
DENV-1 Primer and Probe Mix (FAM)

DENV-3 Primer and Probe Mix (Texas Red)

Internal Control Primer and Probe Mix (HEX)

Dengue Primer and Probe Mix-2 G2MA3-1890-2 1X 250 pl
DENV-2 Primer and Probe Mix (FAM)

DENV-4 Primer and Probe Mix (Texas Red)

Internal Control Primer and Probe Mix (HEX)

Dengue Reaction Buffer G2MA3-2866-1 2X1ml
Positive Control Template G2MA3-1891-2 1X1ml
qRT-PCR Master Mix G2MA3-0662-10 1X 150 pl
RNase/DNase Free Water G2MA3-0001-1 1X1ml

EN-IFU/610008-1, Rev.00, Dt.29-02-2024 - CS (pracovni preklad) www.genes2me.com 328



G2M

Material potrebny, ale nedodavany

m SpiNXT Tissue & body fluids Nucleic acid extraction kit (kat. ¢. G2M131420), Genes2Me Pvt. Ltd., nebo QIAamp Viral RNA Mini Kit (52904)
(Qiagen)

Stolni centrifuga

Vortexer

Mikropipety (nastavitelné)

Jednorédzové Spicky s bariérovym filtrem

Jednorazové bezpudrové rukavice

Systém pro real-time PCR

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

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

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

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

m Opakovanému zmrazovani a rozmrazovani (vice nez 6krat) je tfeba se vyhnout.

& Chraiite pred pfimym slune¢nim zéfenim.

Postup testu

Typ vzorku
m PInd krev, sérum, plazma.

Odbér vzorku

m Odeberte periferni krev do zkumavek s EDTA (pro plazmu) a/nebo do zkumavek s aktivatorem srazeni (pro sérum) podle pokynii dodavanych
se soupravou.

Prepravujte vzorky pfi 2-8 °C a uchovavejte pfi 4 °C.

Zpracujte vzorky do 72 hodin, idealné do 36 hodin pro pfesné stanoveni onemocnén.

Krev nezmrazuijte.

Se vzorky manipulujte a uchovavejte je opatrné, aby byla zachovana jejich stabilita.

Zajistéte konzistentni teplotu béhem prepravy, aby se zabranilo zménam.

Pfiprava vzorku

m Provadéjte extrakci RNA z krve s EDTA/séra nebo plazmy pomoci doporucenych souprav podle pokyni vyrobce.

Priprava ¢inidel

m Vyjméte a vyrovnejte vSechny slozky Cinidel této soupravy na teplotu (2 °C-8 °C) a pied pouzitim kratce vortexujte po dobu 20 sekund.
m Okamzité pouzijte RNA pro RT-PCR, aby byla zajiSténa citliva detekce patogenu.

m Extrahovana RNA by méla byt pro budouci pouziti uchovévéna pfi-80 °C.

Priprava reakéni smési

m Pripravte reakéni smés podle nasledujici tabulky v oblasti pro pripravu cinidel (Tabulka 2).

Tabulka 2.
Komponenty Zkumavka 1 Zkumavka 2
gRT-PCR Master Mix 1,5l 1,5l
Dengue Primer and Probe Mix-1 5yl
Dengue Primer and Probe Mix-2 = 5yl
Dengue Reaction Buffer 18,5 pl 18,5 pl
Vzorek RNA 5l 5yl
Konecny objem 30 pl 30 pl
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A\ Pripravte zkumavku s gRT-PCR reakci na ledu a rychle prejdéte k amplifikatnimu kroku. Prodlouzena inkubace reakéni 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 detekcei fluorescence.

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

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

Nastaveni pristroje pro real-time PCR

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

m Nize je uveden pfiklad nastaveni pristroje BioRad CFX96.

Nastaveni PCR pristroje

m VloZte zkumavku/desticku s PCR reakci do pfistroje. Nastavte No Template Control (NTC), Positive Control a testovany vzorek v
poradi.

Nastaveni kanalii fluorescence

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

Tabulka 3.
Cil Reportér Zhasec
Patogen DENV-1 a 2 FAM Z4dny
Patogen DENV-3 a 4 Texas Red Zé&dny
Interni kontrola HEX Z4dny

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)
Reverzni transkripce a denaturace 1 50 05:00

95 01:00
Cyklicka denaturace, annealing a extenze 40 95 00:05

55% 00:15

*Data amplifikace jsou shirana pfi 55 °C po dobu 40 cykli pro cilové kanaly - FAM, Texas Red a HEX.

m Po nastaveni uloZte soubor a spustte program reakce.

Interpretace vysledkii testu

m Hodnota Ct <38 by méla byt povazovana za mezni hodnotu (cut-off) pro odliseni pozitivnich a negativnich vzorki a mezni
hodnota pro interni kontrolu je Ct <35.

Validace interni kontroly
m Vyberte pouze testované vzorky pro analyzu interni kontroly. Vyberte barvivo HEX a zobrazte graf amplifikace interni kontroly.

Validace Positive Control a No Template Control
m Pro NTC vyberte kanaly FAM, Texas Red a HEX a ve vSech kanalech ovérte, Ze nedochdzi k zadné amplifikaci.
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m Pro PC vyberte kanély FAM, Texas Red a HEX a zobrazte graf amplifikace. PC musi amplifikovat s hodnotou Ct <33 pro vSechny
cile.

m PC potvrzuje, Ze byly dodrzeny predepsané podminky uchovavani Cinidel a parametry reakce.

Kvalitativni interpretace vysledki
= V kanalu FAM, Texas Red a HEX postupné vyberte jamky testovanych vzorkl a analyzujte amplifikacni grafy. Pro kvalitativni
interpretaci vysledki se fidte nasledujici tabulkou (Tabulka 5a a 5b).

Tabulka 5a. (Zkumavka 1)

Cile qPCR signal

DENV-1 Target Pathogen (FAM) +

DENV-3 Target Pathogen (Texas Red) = +

Internal Control (HEX) +/- B +
DENV-1 & 3 Positive Control (FAM, Texas Red & HEX) + + +
Vysledek

Pozitivni vysledek pro
DENV-1
Pozitivni vysledek pro
DENV-3
Negativni vysledek
Neplatny vysledek

Tabulka 5b. (Zkumavka 2)

Cile qPCR signal

DENV-2 Target Pathogen (FAM) +

DENV-4 Target Pathogen (Texas Red) - +

Internal Control (HEX) +/- +/- +
DENV-2 & 4 Positive Control (FAM, Texas Red & HEX) + + +
Vysledek

Pozitivni vysledek pro
DENV-2
Pozitivni vysledek pro
DENV-4
Negativni vysledek
Neplatny vysledek

A Pro diagnostické Gcely by mély byt vysledky vzdy pouzivany v kombinaci s dalSimi |ékafskymi 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.
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Charakteristiky vykonu

Tabulka 6.

C. Parametry Pozorovani

1. Analytickd senzitivita 100 %

2. Analytickd specificita 100 %

3. Pravdivost (bias) 98 %

4, Presnost (opakovatelnost) CV<3%

5. Presnost (reprodukovatelnost) CV<3%

6. Sprévnost (vyplyvajici z pravdivosti a pfesnosti) 99 %

7. Meze detekce a kvantifikace LOD: 200 kopii/ml

8. Meéfici rozsah 1 - 107 kopii/reakci

9. Linearita R?=0,998

10. Mezni hodnota (Cut-off) Hodnota Ct: < 38

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

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

13. Zkfizené reakce (Chikungunya, virus zapadniho Nilu, virus Zluté horecky, Herpes Simplex Z4dn4 zkfizen4 reaktivita
Virus 1a2 (HSV 1&2))

14. Klinickd senzitivita 98 %

15. Klinickd specificita 99 %

Varovani a bezpecnostni opatreni

Pracovni plocha by méla byt pravidelné dezinfikovana 1 % roztokem chlornanu sodného nebo 75 % etanolem.
NepouZivejte komponenty soupravy po datu jejich exspirace.

Pfi provadeéni testu pouzivejte jednordzovou zastéru, rukavice a masku.

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

Dodrzujte nezbytna opatfeni v souladu s bezpeénymi laboratornimi postupy pfi manipulaci se vzorky a pfistroji, protoZe testované vzorky jsou klasifikovany

jako nebezpecné.

m Bylo prokazano, Ze heparin inhibuje PCR. Nepouzivejte s timto postupem heparinizované vzorky. Spolehlivost vysledkl zavisi na fadném odbéru vzorkl a
spravnych postupech pfepravy.

m Pouzivejte béZnd laboratorni bezpecnostni opatfeni. Pfi manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy pouzivejte jednordzové rukavice a laboratorni plasté.

m Po manipulaci se vzorky a ¢inidly soupravy si dikladné umyjte ruce.

m Cinidlo s enzymem a primery/sondami obsahuje v pufru synteticky oligonukleotid. Zabrafite styku inidla s kiiZi, oéima a sliznicemi, coz by mohlo zpiisobit
kozni podrazdéni. Pfi styku s témito Cinidly omyjte postiZzené misto vodou. Pfi rozliti téchto Cinidel postupujte podle vhodnych postupl pro zvladani rozliti.

m NEZAMENUJTE, NEMICHEJTE ani nekombinuite &inidla ze souprav s rliznymi &isly arzi.

m Zabrante mikrobidlni a nukledzové kontaminaci Cinidel a zajistéte, aby byly pfipadné srazeniny rozpustény.

m VSechny testované vzorky musi byt povaZovany za potencialné infekéni nebo biologicky nebezpecné a pfi manipulaci se vzorky a pfistroji musi byt
dodrzovéna vSechna nezbytnd opatfeni v souladu s bezpecnymi laboratornimi postupy.

m Podminky uchovavani Cinidel musi byt striktné dodrzovény, aby byla zajiSténa deklarovand funkénost soupravy.

m Zlikvidujte veSkery biologicky nebezpe¢ny odpad v souladu s mistnimi pfedpisy.
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Omezeni

m Pro dosazeni optimélnich vysledk je nezbytné diisledné dodrzovat pribalovy letdk soupravy neboli navod k pouziti (IFU). Vysledky tohoto testu
jsou citlivé na zplsob odbéru, transportu, uchovévani a zpracovani vzorku a jakékoli nesrovnalosti mohou vést k nepfesnym vysledkdm.
Napfiklad kfizova kontaminace, pokud neni béhem zpracovani vzorku fadné kontrolovana, mize vést k fale$né pozitivnim vysledkim.

m Test je omezen na specifikovana extrakéni ¢inidla, typy vzorkd a pfislusné pfistroje.

m Pro optimdlni 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 ¢4sti ,interpretace vysledkd” tohoto
ndvodu, s ohledem na v§echny klinické a laboratorni nélezy.

Symboly pouzité na oznaceni

Symboly Definice

L
"
Al

=IENEIGIE

CHRANTE PRED SLUNECNiM ZARENiM

TEPLOTNi OMEZENi

DIAGNOSTICKY ZDRAVOTNICKY PROSTREDEK IN VITRO

TOUTO STRANOU NAHORU

RIDTE SE NAVODEM K POUZITi

KOD SARZE

=
Q
uut|

KATALOGOVE CiSLO

DATUM POUZITELNOSTI

DATUM VYROBY

VYROBCE

OBSAH DOSTACUJICI PRO <n> TESTU

UPOZORNENI

NEPOUZ{VEJTE, POKUD JE OBAL POSKOZEN

b4k |z w|E

ZPLNOMOCNENY ZASTUPCE PRO EVROPSKE SPOLECENSTVi / EVROPSKOU UNII
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