Malaria-Q

Real-Time PCR Kit

SEZNAM VYROBKU

Nazev kitu SKU Velikost baleni
Malaria-Q Real-Time PCR Kit G610047-1 50T

Predchozi REF ¢.: G2M706221

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; pfed pouZitim produktu si jej prosim ovéfte.

Pouze pro diagnostiku in vitro
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Ucel pouziti
Malaria-Q Real-Time PCR Kit je diagnosticky test in vitro zaloZeny na technologii real-time PCR, urceny k detekci specifické DNA malarického
parazita v klinickych vzorcich (krev, sérum nebo plazma).

Urceny uzivatel

Test je urcen k provadéni laboratornim odbornikem v klinické laboratofi.

Princip testu

Malaria-Q Real-Time PCR Kit vyuziva pokrocilou technologii real-time polymerazové fetézové reakce (PCR) k amplifikaci konzervovanych oblasti
v DNA malarického parazita, se specifickym zamérenim na extrahovanou DNA ze vzork lidské pIné krve. Souprava vyuziva specifické sady
primer(i a sond navrzené k vazbé na tyto oblasti, coz umoznuje presnou detekci malarického parazita. Pfitomnost parazita je detekovana pomoci
specifickych fluorescenénich oligonukleotidovych sond znacenych barvivem HEX, coz zajistuje vysokou citlivost i specificitu pfi identifikaci
malarickych parazitl ve vzorku pacienta. Souprava déle obsahuje cil interni kontroly znaceny barvivem Cy5. Tato interni kontrola slouzi ke
sledovani kvality DNA v priibéhu celého procesu testu a zajistuje spolehlivé a piesné vysledky.

Souhrn

Malarie, infekéni onemocnéni prenasené komary, zplsobené parazity rodu Plasmodium, piedstavuje vyznamnou hrozbu pro vefejné zdravi,
zejména v tropickych a subtropickych oblastech. Prenasi se kousnutim infikovanych samicek komara rodu Anopheles a onemocnéni se typicky
projevi béhem 10 az 15 dnd pfiznaky jako vysoka horecka, tfesavka, bolest hlavy, bolesti svalii a inava. Mezi dalsi pfiznaky mohou patfit nauzea,
zvraceni, prijem, anémie a Zloutenka v disledku destrukce ervenych krvinek. Strategie Iécby se primarné zaméfuji na kontrolu komarl a pouZziti
antimalarik. PrestoZe jsou vynakladany celosvétové snahy o kontrolu a eliminaci malarie, pretrvavaji problémy, véetné vzniku parazitl
rezistentnich vici lékdm a komard rezistentnich vici insekticidGm. Techniky detekce malarie sahaji od tradicnich metod, jako je mikroskopie
krevniho natéru, az po pokrocilé molekularni metody, jako je polymerazova fetézova reakce (PCR). Mikroskopie krevniho natéru, zlaty standard,
zahrnuje barveni a vizualni vySetfeni krevnich vzorkd pod mikroskopem za Ucelem identifikace malarickych parazitl, avSak vyzaduje zkuseny
persondl a nemusi byt citliva pfi nizkych Grovnich parazitémie. Rychlé diagnostické testy (RDT) poskytuji rychlé vysledky detekci specifickych
malarickych antigend, avsak jejich presnost se mize lisit a jsou nachylné k faleSné negativnim vysledkdm, zejména v oblastech s nizkym
prenosem. PCR, zejména real-time PCR, vynika jako nejlepSi detekéni metoda diky své vysokeé citlivosti a specificité. Amplifikuje DNA parazita,
coz umoziuje presnou identifikaci i pfi nizké hustoté parazitd.

Pristroje kompatibilni se soupravou
A Zajistéte, aby vSechny pouzivané pfistroje byly instalovany, kalibrovany, kontrolovany a udrzovany podle pokynG 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 MnozZstvi (G610047-1)
Malaria Primer & Probe Mix G2MA3-2981-1 1X50pl
Internal Control Primer & Probe Mix G2MA3-2982-1 1X 50 pl
Positive Control Template G2MA3-2017-1 1X 50 pl
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 Blood DNA Extraction kit (Cat. G2M181820) NEBO MagNXT Blood DNA isolation Kit (Cat. G2M181921) (Genes 2Me Private Limited)
NEBO QlAamp DNA Mini Kit (Cat. 51304)

Stolni centrifuga

Vortexer

Mikropipety (nastavitelné)

Jednordzové $picky s bariérovym filtrem

Jednorazové bezpudrové rukavice

Systém pro real-time PCR

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

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

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

m Provédéjte experiment pii 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 tfeba se vyhnout.

;xi{ Chrarite pfed pfimym slune¢nim zafenim.

Postup testu

Typ vzorku
m Vzorky lidské plné krve.

Odbér vzorku

m Pro detekci maldrie metodou RT-PCR odeberte 3-5 ml venézni krve do sterilni, oznacené zkumavky EDTA po ocCiSténi mista venepunkce
antiseptikem. Vzorek jemné promichejte a uchovavejte pfi 4 °C, pokud bude zpracovan do 24 hodin, nebo zmrazte pfi -20 °C pro delsi
uchovavani. Zajistéte radné oznaceni a zabrante opakovanému zmrazovani a rozmrazovani, aby byla zachovdna integrita DNA. DodrZujte
biobezpecnostni pokyny pro manipulaci a likvidaci a zahrite do testu RT-PCR kontroly pro validaci vysledkd, pficemz zajistéte, Ze reagencie
jsou uchovavany spravné a v ramci jejich doby pouzitelnosti.

Priprava vzorku a extrakce DNA

m Extrahujte DNA z pIné krve pomoci vhodné extrakéni soupravy podle doporu¢eného navodu dodaného v pfibalovém letaku soupravy.
Extrahovanou DNA pouzijte okamzité nebo ji uchovavejte pfi -20 °C, pokud bude pouzita béhem nékolika hodin.

Priprava Cinidel

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

Priprava reakéni smési

m Pripravte reakéni smés podle nasledujici tabulky (Tabulka 2).

Tabulka 2.
gPCR Master Mix 10 pl
Malaria Primer & Probe Mix 01 pl
Internal Control Primer & Probe Mix 01 pl
Vzorek DNA 08 pl
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 stejného nastaveni reakce jako vy$e uvedeného, pficemz vzorek DNA nahradite vodou
RNase/DNase Free Water.

Pro reakci Positive Control (PC) postupujte podle stejného nastaveni reakce jako vyse, pficemz vzorek DNA nahradite 8 pl Positive Control
Template dodévané se soupravou. Okamzité uzavrete vicko nebo zapecetéte desticku, abyste zabranili kontaminaci. Kratce zcentrifugujte a
pristupte k provedeni PCR reakce.

Nastaveni pristroje pro real-time PCR

m Pred nastavenim programu na jakémkoli pfistroji pro real-time PCR se fidte uzivatelskou pfiruckou pfisluSného pfistroje.
m NiZe je uveden pfiklad 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 pofadi.

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

Tabulka 3.
Cil Reportér Zhasec
Malaria HEX Zé4dny
Interni kontrola Cy5 Z&dny

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 cykli Teplota (°C) Cas (min:sec)
Denaturace 1 95 03:00
95 00:15
Cyklicka denaturace, annealing a extenze 40
60*% 01:00

*Data amplifikace budou sbirana pfi 60 °C po dobu 40 cyklG pro cilové kanély - HEX a Cy5. Po nastaveni uloZte soubor a spustte program reakce.

Interpretace vysledkii testu
m Hodnota Ct <35 by méla byt povazovana za mezni hodnotu (cut-off) pro rozliSeni mezi pozitivnimi a negativnimi vysledky. Hodnota nizsi nebo
rovna <35 je povaZovana za pozitivni.

Validace interni kontroly

m Vyberte ,testované vzorky” pro analyzu interni kontroly. Vyberte barvivo Cy5 a zobrazte graf amplifikace interni kontroly. Interni kontrola by
neméla byt amplifikovdna v No Template Control. Pozdni Sumovy amplifikaéni graf Cy5 v jamkdach NTC ignorujte.
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Validace Positive Control a No Template Control

m Vyberte jamky No Template Control a Positive Control, vyberte kanal HEX a Cy5 a zobrazte graf amplifikace. NTC musi byt plocha bez hodnoty
Ct. V pfipadé potieby upravte prahovou hodnotu tésné nad NTC. PC musi byt amplifikovana s hodnotou Ct <28 pro kanal HEX a Cy5.

m Zé&dnd amplifikace v NTC znamen4 absenci kontaminace v reagenciich a experimentalnim prostfedi, jakoZ i spravné pipetovani.

m Amplifikace v PC potvrzuje, Ze byly dodrZeny pfedepsané podminky uchovavéni reagencii a parametry reakce.

Kvalitativni interpretace vysledki

m Vkandlu Cy5 a HEX postupné vyberte jamky testovaného vzorku a analyzujte amplifikacni grafy. Pro kvalitativni interpretaci vysledki se fidte
nize uvedenou tabulkou.

m Pro diagnostické dcely by vysledky mély byt vzdy korelovany s dalSimi [ékai'skymi nélezy, jako jsou symptomy, vysledky jinych diagnostickych
testd, klinické dojmy apod. Pokud jsou vysledky v rozporu s dostupnymi klinickymi dlikazy, doporucuje se provést dopliujici testovani k
potvrzeni vysledk{ (Tabulka 5).

Tabulka 5.
Malaria Target Pathogen (HEX) + - -
Positive Control (HEX a Cy5) + +
Interni kontrola (Cy5) + +
No Template Control (NTC) - - +/-
Vysledek
2= 2 2
S = =
Charakteristiky vykonu
Tabulka 6.
c. Parametry Pozorovani
1 Analyticka citlivost 100 %
2 Analytickd specificita 100 %
3 Pravdivost (bias) 98 %
4 Presnost (opakovatelnost) CV<25%
5 Presnost (reprodukovatelnost) CV<25%
6 Presnost (vysledek pravdivosti a presnosti) 99 %
7 Meze detekce a kvantifikace LOD: 500 kopii/ml
8 Rozsah méfeni 10 - 10° kopii/reakce
9 Linearita R?=0,998
10 Mezni hodnoty (cut-off) Hodnota Ct: <35
1 Kritéria pro odbér a manipulaci se vzorky Rédné pokyny pro
manipulaci
12 Identifikace a kontrola znamych relevantnich endogennich a exogennich interferujicich latek (lidskd genomova DNA, Dobre kontrolovano
cholesterol a hemoglobin)
13 Kiizové reakce [virus herpes simplex 1 a 2, cytomegalovirus (CMV), virus chikungunya a virus dengue] 74dné kfizova reaktivita
14 Klinicka citlivost 98 %
15 Klinickd specificita 99 %
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pred pouzitim si peclivé prectéte tento ndvod k pouziti (IFU) a seznamte se s postupy obsluhy a bezpeénostnimi opatfenimi.

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

Nepouzivejte komponenty soupravy po datu jejich exspirace.

PFi provadéni testu pouzivejte jednorazovou zastéru, rukavice a masku.

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

Dodrzujte nezbytnd opatfeni v souladu s bezpecnymi laboratornimi postupy pfi manipulaci se vzorky a pfistroji, protoze testované vzorky jsou
klasifikovany jako nebezpecné.

Bylo prokdzano, Ze heparin inhibuje PCR. NepouZivejte s timto postupem heparinizované vzorky. Spolehlivost vysledkl zavisi na fadném
odbéru vzorkd a spravnych postupech prepravy.

Pouzivejte béznd laboratorni bezpecnostni opatfeni. Pfi manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy pouzivejte jednorazové rukavice a laboratorni
plasté.

Po manipulaci se vzorky a cinidly soupravy si dikladné umyite ruce.

Cinidlo s enzymem a primery/sondami obsahuje v pufru synteticky oligonukleotid. Zabraite styku ¢inidla s kiizi, o¢ima a sliznicemi, coz by
mohlo zpisobit kozni podrazdéni. Pfi styku s témito ¢inidly omyjte postizené misto vodou. Pfi rozliti téchto ¢inidel postupujte podle
vhodnych postup( pro zvladani rozliti.

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

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

VSechny testované vzorky musi byt povazovany za potencialné infekéni nebo biologicky nebezpeéné a pfi manipulaci se vzorky a pfistroji
musi byt dodrzovana vSechna nezbytnd opatieni v souladu s bezpe¢nymi laboratornimi postupy.

m Podminky uchovévani ¢inidel musi byt striktné dodrZovany, aby byla zajisténa deklarovana funkénost soupravy.
m Nedotykejte se vnitfnich stén jamek cartridge; pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky a rukavice.

Zabrarte kontaminaci reagencii a vzork{ heparinem, nebot mize ovlivnit vysledky testu.

Omezeni

Pro dosazeni optimalnich vysledkd je nezbytné diisledné dodrzovat pfibalovy leték soupravy neboli navod k pouziti (IFU). Vysledky tohoto
testu jsou citlivé na zpiisob odbéru, transportu, uchovavani a zpracovani vzorku a jakékoli nesrovnalosti mohou vést k nepresnym vysledkdm.
Napriklad kfizova kontaminace, pokud neni béhem zpracovani vzorku fadné kontrolovana, mize vést k falesné pozitivnim vysledkdm.

Test je omezen na specifikovana extrakéni Cinidla, typy vzorki a prislusné pristroje.

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.
Stejné jako u jakéhokoli diagnostického testu musi byt vysledky testu této soupravy interpretovany podle ¢ésti ,interpretace vysledki” tohoto
navodu, s ohledem na v§echny klinické a laboratorni nélezy.
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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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