LP-MP Multiplex

Real-Time PCR Kit

SEZNAM VYROBKU
Nazev kitu SKU Velikost baleni
LP-MP Multiplex Real-Time PCR Kit G610007-1 50T

Piedchozi REF ¢.: G2M707921

Toto je neautorizovany pracovni pieklad anglického originalu navodu k pouziti (IFU) do Cestiny, vyhotoveny pro interni referencni Gicely. Rozhoduijici je vzdy anglicky originalni dokument
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Pouze pro diagnostiku in vitro
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Ucel pouziti
LP-MP Multiplex Real-Time PCR Kit je diagnosticky test in vitro zaloZzeny na technologii real-time PCR, urCeny k detekci bakterialni DNA
Legionella pneumophila (LP) / Mycoplasma pneumoniae (MP) v klinickych vzorcich (nasofaryngedlini tekutina, sputum a vytér z krku).

Urceny uzivatel

Test je urcen k provadéni laboratornim odbornikem v klinické laboratofi.

Princip testu

LP-MP Multiplex Real-Time PCR Kit je navrzen jako jednozkumavkovy test vyuzivajici technologii PCR k detekci bakterialni DNA Legionella
pneumophila (LP) a Mycoplasma pneumoniae (MP) ve vzorcich lidskych nasofaryngealnich (NP) nebo orofaryngealnich (OP) vytérd. Smés
primerd a sond LP-MP obsahuje specifické primery a fluorescencni sondy zamérené na sekvence LP, MP a interni kontroly (IC). Sondy jsou
znaceny fluorescenénimi reportérovymi a zhaSecimi barvivy. Diky pouZiti sond spojenych s rozliSitelnymi barvivy umoziuje tento systém
paralelni kvalitativni detekci specifické DNA LP a MP v kanédlech FAM a HEX/VIC a IC v kanalu Cy5 pfistroje pro real-time PCR.

Souhrn

Legionella pneumophila je gramnegativni, aerobni bakterie, ktera je také jednou z hlavnich pficin legionafské nemoci, zavazné formy zapalu plic
aerosolizovanych kapének vody. Mezi bézné zdroje patfi klimatizacni systémy, vifivky, chladici véze a vodovodni systémy, zejména ve velkych
budovéch, jako jsou hotely, nemocnice a vyletni lodé. Bakterie se vdechuje do plic, kdyZ osoba nadechuje kontaminovanou mihu, coZ vede k
infekci. Casné diagnostika a véasn4 antibiotické léba jsou nezbytné a diagnostiku Ize provadét pomoci technik real-time PCR.

formy, Casto oznacované jako ,chodici zdpal plic”. Je jednim z nejmensich znamych volné Zijicich organismd a postrada bunécnou sténu, coz ji
odlisuje od mnoha jinych bakterii. M. pneumoniae se Sifi respiracnimi kapénkami, kdyz infikovana osoba kasle nebo kycha. Mize se také Sifit
blizkym kontaktem s infikovanou osobou. M. pneumoniae je ¢asto diagnostikovana na zakladé klinickych symptom, avsak k potvrzeni detekce
bakteridlni DNA se pouzivaji laboratorni testy jako RT-PCR.

Pristroje kompatibilni se soupravou

A Zajistéte, aby vSechny pouzivané pfistroje byly instalovany, kalibrovény, kontrolovéany a udrzovany podle pokynt a doporuceni vyrobce.
QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)
CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad)

LightCycler® 480 System (Roche Diagnostics)
RapiCycler 96 Real Time PCR System (Genes 2Me Private Limited)

Dodavany material
Tabulka 1. (Pro 50 testii)

Obsah soupravy Kod obsahu soupravy Mnozstvi (G610007-1)
LP-MP Primer & Probe Mix G2MA3-8140-1 1X 50 pl
Positive Control Template G2MA3-8141-1 1X 50 pl

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

m MagNXT Tissue & body fluids Nucleic acid extraction kit (6G2M212121); SpiNXT Tissue & body fluids Nucleic acid extraction kit (6G2M131420),
QlAamp® DNA Mini Kit (51304) a QlAamp Viral RNA Mini Kit (52904)

Stolni centrifuga

Vortexer

Mikropipety (nastavitelné)

Jednorazové $picky s bariérovym filtrem

Jednoréazové bezpudrové rukavice

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 uchovavana podle specifikace.

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

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

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

#% Chrante pfed pfimym slune¢nim zafenim.

Postup testu

Odbér vzorku

m Vzorky z dychacich cest (vEetné nasofaryngealnich a orofaryngedlinich vytérd) by mély byt odebrany do sterilni nadoby a vi¢ko by mélo byt
utazeno podle doporucenych pokyni uvedenych na pribalovém letdku dodaném v sadé pro odbér vzork.

m Po odbéru by mél byt vzorek okamzité umistén do sterilni nddoby a co nejrychleji odeslan do laboratore.

m Transportni médium mize udrzet organismy po dlouhou dobu; doporuéuje se, aby byly vzorky béhem prepravy chlazeny pfi teploté 2 °C az
8 °C nebo uchovavany na mokrém ledu.

m Vzorky Ize uchovavat az Ctyfi dny pfi teploté mezi 2 °C a 8 °C.

Priprava vzorku

m Extrakce nukleové kyseliny specifického patogena respiracni infekce by méla probihat podle doporucenych pokyni uvedenych v piibalovém
letaku soupravy / IFU.

Priprava ¢inidel

m Vyjméte a vyrovnejte vSechny slozky Cinidel této soupravy na okolni teplotu 2 °C -8 °C a pfed pouzitim kratce vortexujte po dobu 20 sekund.

Priprava reakéni smési

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

Tabulka 2.
LP-MP Primer & Probe Mix 01l
qPCR Master Mix 10 pl
RNase/DNase Free Water 04 pl
Vzorek DNA 05l
Konecny objem 20 pl
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A Zkumavku s gPCR reakci pfipravte na ledu a rychle prejdéte k amplifikanimu kroku. Prodlouzend inkubace reak&ni smési, zejména pfi
pokojové teploté, ovliviuje citlivost testu. Zkumavky pfed vioZenim do termocykleru kratce zcentrifugujte. Je tfeba zabrénit vzniku bublin v
reakéni smési, protoZe interferuji s detekci fluorescence.

Pro reakci No Template Control (NTC) postupuijte podle vySe uvedeného stejného nastaveni reakce, pficemz vzorek DNA nahradite vodou
DNase Free Water.

Pro Positive Control (PC) postupuijte podle stejného nastaveni reakce jako vySe, pficemz vzorek nukleové kyseliny (DNA) nahradite cilové
specifickou $ablonou Positive Control Template.

Nastaveni pristroje pro real-time PCR

m Prfed nastavenim programu na jakémkoli pfistroji pro real-time PCR se fidte uzivatelskou pfiruckou pfislusného pfistroje.
m Nize je uveden priklad nastaveni pfistroje BioRad CFX96.

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

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

Tabulka 3.
Cil Reportér Zhasec
L. pneumophila FAM Zédny
M. pneumoniae HEX/VIC Z&dny
Interni kontrola Cy5 Zéadny

Nastaveni teploty a cykli PCR
m Definujte nasledujici nastaveni pro teplotni profil a PCR cykly. UloZte soubor a spustte reakci (Tabulka 4).

Tabulka 4.
Faze Pocet cyklu Teplota (°C) Cas (min:sec)
Denaturace 1 95 03:00
95 00:15
Cyklicka denaturace, annealing a extenze 40
60* 01:00

*Data amplifikace jsou shirana pfi 60 °C po dobu 40 cykli pro cilové kanaly - FAM, HEX/VIC a Cy5.
m Po nastaveni uloZte soubor a spustte program reakce.

Interpretace vysledkii testu

Hodnota Ct <35 by méla byt povazovéna za mezni hodnotu (cut-off) pro rozliSeni mezi pozitivnimi a negativnimi vysledky. Hodnota nizsi nebo
rovna <35 se povazuje za pozitivni.
Validace interni kontroly

m Pro analyzu interni kontroly vybirejte pouze ,testované vzorky“. Vyberte barvivo Cy5 a zobrazte graf amplifikace interni kontroly. Interni
kontrola by neméla byt amplifikovana v No Template Control (NTC) a Positive Control. Pozdni Sumovy amplifikacni graf Cy5 v NTC ignorujte.
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Validace Positive Control a No Template Control

Vyberte jamky No Template Control a Positive Control, zvolte kanaly FAM, HEX/VIC a Cy5 a zkontrolujte graf amplifikace. NTC musi byt plochy
bez hodnoty Ct. V pfipadé potreby upravte prahovou hodnotu (threshold) tésné nad trover NTC. PC musi byt amplifikovan s hodnotou Ct <28
pro kazdy cil.

Z4dna amplifikace v NTC znamend, Ze v reagenciich a experimentalnim prostiedi nedoslo ke kontaminaci a byla pouzita spravné pipetovaci
technika.

Amplifikace v PC potvrzuje, ze byly dodrzeny pfedepsané podminky uchovévani reagencii a parametry reakce.

Kvalitativni interpretace vysledki

m V kandlech FAM, HEX/VIC a Cy5 postupné vyberte jamky testovaného vzorku a analyzujte amplifikacni grafy. Pro kvalitativni interpretaci
vysledk se fidte nize uvedenou tabulkou (Tabulka 5).

Tabulka 5.
Cil qPCR signal
L. pneumophila (FAM) +
M. pneumoniae (HEX/VIC) - +
Interni kontrola (Cy5) +/- +/- +
Vysledek o e ~
= = 5} =
<& oS £ 2.
2c 25 = <
— O — = = £
= ss = =
E == g g
o o = =
[« o
Charakteristiky vykonu
Tabulka 6.
C. Parametry Pozorovani
1. Analyticka citlivost 100 %
2 Analyticka specificita 100 %
3 Pravdivost (bias) 99 %
4 Presnost (opakovatelnost) CV<2%
58 Presnost (reprodukovatelnost) CV<2%
6 Presnost (vysledek pravdivosti a presnosti) 99 %
7 Meze detekce a kvantifikace LOD: 100 kopii/ml
8 Rozsah méfeni 1-10° kopii/reakce
9. Linearita R2=0,999
10. Mezni hodnoty (cut-off) Hodnota Ct: <35
11. Kritéria pro odbér a manipulaci se vzorky Radné pokyny pro
manipulaci
12. Identifikace a kontrola znamych relevantnich endogennich a exogennich interferujicich latek [lidska genomova Dobfe kontrolovano
DNA, nosni sprej a antibakterialni |écba]
13. Kiizové reakce (Chlamydia pneumoniae, VZV, Neisseria meningitidis a HSV 1 & 2) Z4dné kizova reaktivita
14. Klinicka citlivost 98 %
15. Klinicka specificita 98 %
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pracovni plocha by méla byt pravidelné dezinfikovéna 1 % roztokem chlornanu sodného nebo 75 % etanolem.

NepouZivejte komponenty soupravy po datu jejich exspirace.

Pfi provadéni testu pouZivejte jednorazovou zéstéru, rukavice a masku.

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

DodrZujte nezbytna opatfeni v souladu s bezpe€nymi laboratornimi postupy pfi manipulaci se vzorky a pfistroji, protoze testované vzorky jsou
klasifikovany jako nebezpecné.

Bylo prokdzano, ze heparin inhibuje PCR. NepouZzivejte s timto postupem heparinizované vzorky. Spolehlivost vysledki zavisi na fadném odbéru
vzorkl a spravnych postupech prepravy.

PouZivejte béZna laboratorni bezpecnostni opatfeni. Pfi manipulaci se vzorky a ¢inidly soupravy pouZivejte jednorazové rukavice a laboratorni
plaste.

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

Cinidlo s enzymem a primery/sondami obsahuje v pufru synteticky oligonukleotid. Zabrafite styku ¢inidla s kiiZi, o&ima a sliznicemi, coz by mohlo
zpUsobit kozni podrazdéni. Pi styku s témito Cinidly omyijte postiZzené misto vodou. Pi rozliti téchto ¢inidel postupujte podle vhodnych postupi pro
zvladani rozliti.

NEZAMENUJTE, NEMICHEJTE ani nekombinuijte ¢inidla ze souprav s riznymi &isly $arzi.

Zabrante mikrobialni a nukleazové kontaminaci Cinidel a zajistéte, aby byly pfipadné srazeniny rozpustény.

VsSechny testované vzorky musi byt povazovéany za potencialné infekéni nebo biologicky nebezpeéné a pfi manipulaci se vzorky a pfistroji musi byt
dodrzovana v§echna nezhytnd opatieni v souladu s bezpeénymi laboratornimi postupy.

Podminky uchovavani ¢inidel musi byt striktné dodrZovany, aby byla zaji§téna deklarovana funkénost soupravy.

Nedotykejte se vnitinich stén jamek cartridge; pouzivejte sterilni pipetovaci $picky a rukavice.

Zabrarte kontaminaci reagencii a vzorki heparinem, nebot mtiZe ovlivnit vysledky testu.

Omezeni

Pro dosaZeni optimalnich vysledki je nezbytné dlisledné dodrzovat piibalovy letak soupravy neboli ndvod k pouziti (IFU). Vysledky tohoto testu jsou
citlivé na zplisob odbéru, transportu, uchovévani a zpracovani vzorku a jakékoli nesrovnalosti mohou vést k nepfesnym vysledkim. Napfiklad
kiizova kontaminace, pokud neni béhem zpracovéni vzorku fadné kontrolovana, mize vést k falesné pozitivnim vysledkim.

Test je omezen na specifikovana extrakcni Cinidla, typy vzorkd a pfislusné pfistroje.

Pro optimalni provedeni tohoto testu je nezbytné dlisledné dodrzovani sprévné laboratorni praxe (GLP).

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

Stejné jako u jakéhokoli diagnostického testu musi byt vysledky testu této soupravy interpretovany podle Casti ,interpretace vysledkd" tohoto
navodu, s ohledem na v§echny klinické a laboratorni nalezy.
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Symboly pouzité na oznaceni

Symboly Definice
e CHRANTE PRED SLUNECNiM ZARENIM
AN
| |

"ﬂ/ TEPLOTNi OMEZENi

DIAGNOSTICKY ZDRAVOTNICKY PROSTREDEK IN VITRO
VD
-+ TOUTO STRANOU NAHORU
= RIDTE SE NAVODEM K POUZITi
1
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

ACHETARC AR

I Genes 2Me Private Limited Plot No - 33 Sector-5, IMT Manesar, Gurugram, Haryana - 122052 (India), Telefonni ¢isla: +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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