MDR-Q
Real-Time PCR Kit
(Antimicrobial Resistance)

ﬂ G610016

SEZNAM VYROBKU

Nazev kitu SKU Velikost baleni
MDR-Q Real-Time PCR Kit (Antimicrobial Resistance) G610016-1 50T

Pfedchozi REF ¢.: G2M707521

Toto je neautorizovany pracovni preklad anglického origindlu ndvodu k pouZiti (IFU) do estiny, vyhotoveny pro interni referencni Gcely. Rozhodujici je vzdy anglicky origindlni dokument
vyrobce; pred pouzitim produktu si jej prosim ovérte.

Pouze pro diagnostiku in vitro
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Ugel pouziti
MDR-Q Real-Time PCR Kit (Antimicrobial Resistance) se pouziva k detekci genli souvisejicich s mnohocetnou Iékovou rezistenci (rezistence vici
antimikrobidlnim latkdm - AMR) v lidskych klinickych vzorcich.

Urceny uzivatel

Test je urcen k provadéni laboratornim odbornikem v klinické laboratofi.

Princip testu

MDR-Q Real-Time PCR Kit (Antimicrobial Resistance) je zaloZen na technologii real-time polymerazové fetézové reakce (PCR) pro kvalitativni
detekci osmnacti genl antimikrobidlni rezistence (AMR), véetné genl udélujicich rezistenci vGci karbapenem(m, vankomycinu, meticilinu,
kolistinu, beta-laktamazam s rozsifenym spektrem Géinku (ESBL), AmpC B-laktamaze, trimethoprimu/sulfamethoxazolu (SXT) a plazmidem
zprostiedkované rezistenci vici chinolonim (PMQR). Test vyuziva specifické oligonukleotidové primery a dudlné znacené fluorescencni
hydrolyzacni sondy, které se vazi na konzervované oblasti rezistentnich genl. Kazda sonda je na 5' konci znacena reportérovym barvivem a na 3’
konci zhasecem. B&hem PCR amplifikace se sondy hybridizuji se svymi komplementérnimi cili DNA. Jak Taq polymeraza prodluzuje primery, Stépi
navazanou sondu prostfednictvim své exonukleazové aktivity 5 — 3', ¢imz oddéli reportér od zhasece, coZz vede ke zvySeni fluorescence
Umérnému mnozstvi pfitomné cilové DNA.

Test se provadi v péti samostatnych reakcnich zkumavkach, z nichz kazda je ur¢ena k detekci odlisné sady rezistentnich gent:

Zkumavka 1: Cili na geny rezistence vici karbapenem(m: véetné VIM znaceného FAM, OXA-48 znaceného HEX, IMP s Texas Red/ROX a NDM
znaceného Cy5.

Zkumavka 2: Cili na geny rezistence viici vankomycinu a ESBL, vCetné genu rezistence v{ci meticilinu mecA znaceného FAM, CTX-M znaceného
HEX, vanA znaceného Texas Red/ROX a genu rezistence vici kolistinu MCR-1 znaceného Cy5.

Zkumavka 3: Cili na geny rezistence v(i¢i vankomycinu a ESBL, véetné TEM znaceného FAM, vanB znaceného HEX, SHV znaceného Texas
Red/ROX a genu rezistence AmpC B-laktamaze citM znaceného Cy5.

Zkumavka 4: Cili na geny rezistence vUci trimethoprimu/sulfamethoxazolu (SXT), vcetné dfrA1 znaceného FAM, dfrA5 znaceného HEX a sul2
znaceného Texas Red/ROX a genu plazmidem zprostiedkované rezistence vici chinolonim (PMQR) aac6'-Ib-cr znaceného Cy5.

Zkumavka 5: Cili na geny rezistence vici karbapenem(m: véetné KPC znaceného FAM, 0XA-23 znaceného HEX a interni kontroly znacené Cy5.

Souhrn

Antimikrobidlni Iékové rezistence (AMR) oznacuje schopnost mikroorganismd, vcetné bakterii, virG, hub a parazitl, odoldvat Gcinkm Iékd
urcenych k jejich zniceni nebo potlaceni jejich rlstu. Tento jev predstavuje zévaznou globalni hrozbu pro zdravi, nebot narusuje Gcinnost
antibiotik, antivirotik, antimykotik a antiparazitik, ¢imzZ ztéZuje Iécbu infekci a zvySuje riziko zavazného onemocnéni, komplikaci a dmrti. Uginna
Ié¢ba infekce zavisi na presné identifikaci patogenu(l) a spravné volbé antibiotik. Pfesné profilovani antimikrobidlni citlivosti (AST) patogenu je
proto pro Iécbu zakladniho onemocnéni zasadni.

Tato souprava obsahuje komplexni soubor Cinidel a protokold pro pfesnou a Géinnou detekci a rozli$eni genl antimikrobidlni rezistence kédujicich
rezistenci vGci antibiotiklim - karbapenemim, vankomycinu, meticilinu, kolistinu, beta-laktaméazam s rozsifenym spektrem Gcinku (ESBL), AmpC
B-laktamaze, trimethoprimu/sulfamethoxazolu (SXT) a plazmidem zprostfedkované rezistenci vici chinolonim (PMQR) pomoci systému Real
Time PCR.

Pristroje kompatibilni se soupravou

A Zajistéte, aby véechny pouzivané pfistroje byly instalovany, kalibrovany, kontrolovany a udrzovény 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)
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Dodavany material
Tabulka 1. (Pro 50 testii)

Obsah soupravy Kod obsahu soupravy Mnozstvi (G610016-1)
Primer and Probe Mix 1 G2MA3-3047-1 1X50pl
Primer and Probe Mix 2 G2MA3-3048-1 1 X 50 pl
Primer and Probe Mix 3 G2MA3-3049-1 1 X 50 pl
Primer and Probe Mix 4 G2MA3-3050-1 1X50pl
Primer and Probe Mix 5 G2MA3-3051-1 1 X 50 pl

Positive Control Template G2MA3-3052-1 1X 250 pl
qPCR Master Mix G2MA3-0658-2 1X1ml
RNase/DNase Free Water G2MA3-0001-1 3X1ml

m Komponenty v soupravéch z rliznych Sarzi nelze vzdjemné zaménovat.

Material potrebny, ale nedodavany

Souprava pro odbér vzork(l

MagNXT Tissue & body fluids Nucleic acid extraction kit (2M212121) (Genes 2Me Private Limited) NEBO QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)
Vortexer

Mikropipety (nastavitelné)

Jednorédzové $picky s bariérovym filtrem

Jednorazové bezpudrové rukavice

Systém pro real-time PCR

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

m Souprava mé dobu pouZzitelnosti 12 mésicl 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 Provadéjte 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 sluneénim zafenim.

Postup testu

Typ vzorku
m Odeberte plnou krev podle platnych norem a pokynd.

Odbér vzorku

Odeberte plnou krev podle platnych norem a pokyna.

Prepravuijte vzorky pfi teploté 2-8 °C a uchovavejte pfi 4 °C.

Zpracujte vzorky do 36 hodin pro dosaZeni pfesnych vysledkd.

Manipulujte se vzorky a uchovavejte je peclivé, aby byla zachovéna jejich stabilita.
Zajistéte konstantni teplotu béhem prepravy, aby se zabranilo zménam.

Pfiprava vzorku
m Extrahujte DNA ze vzorku pomoci komercné dostupné soupravy pro extrakci virové DNA a postupujte podle v§ech pokyni dodanych se soupravou.
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Priprava Cinidel

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

Priprava reakcni smési

m Pfipravte reakéni smés podle nasledujici tabulky v oblasti pro pfipravu ¢inidel (Tabulka 2).

Tabulka 2.
Obsah soupravy Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4 Zkumavka 5
gPCR Master Mix 04 pl 04 pl 04 pl 04 pl 04 pl
Primer and Probe Mix 1 01 pl
Primer and Probe Mix 2 : 01 pl
Primer and Probe Mix 3 ° ° 01 pl
Primer and Probe Mix 4 - - - 01 pl
Primer and Probe Mix 5 - - - - 01 pl
RNase/DNase Free Water 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
Sample DNA 05 pl 05 pl 05 pl 05 pl 05 pl
Konecny objem 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl

A Zkumavku s gPCR reakei pfipravte na ledu a rychle prejdéte k amplifikatnimu kroku. Prodlouzena inkubace reakéni smési, zejména pfi pokojové
teploté, ovliviiuje citlivost testu. Zkumavky pred vlozenim do termocykleru kréatce zcentrifugujte. Je treba zabranit vzniku bublin v reakéni smési, protoze
interferuji s detekei fluorescence.

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

m Pro reakci Positive Control (PC) postupujte podle stejného nastaveni reakce jako vy$e uvedeného, pficemz vzorek DNA nahradite specifickou Positive
Control Template ve zkumavce.

Nastaveni pristroje pro real-time PCR
m Pred nastavenim programu na jakémkoli pfistroji pro real-time PCR se fid'te uzivatelskou pfiruckou pfislusného pfistroje.

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

Nastaveni kanali fluorescence
m Definujte nasledujici nastaveni pro vybér kanalu detekce fluorescence (Tabulka 3a, Tabulka 3b, Tabulka 3c, Tabulka 3d a Tabulka 3e).
Tabulka 3a (Zkumavka 1).

Cilovy nazev Reportér Zhasec
VIM FAM Zédny
0XA-48 HEX Zédny
IMP Texas Red Zé&dny
NDM Cy5 Zéadny
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Tabulka 3b (Zkumavka 2).
Cilovy nazev Reportér Zhasec
mecA FAM Zé&dny
sl HEX Zadny
vanA Texas Red Zédny
MCR-1 Cy5 Z&dny
Tabulka 3c (Zkumavka 3).
Cilovy nazev Reportér Zhasec
TEM FAM Zadny
vanB HEX Zéadny
SHV Texas Red Zé&dny
citM Cy5 Zadny
Tabulka 3d (Zkumavka 4).
Cilovy nazev Reportér Zhasec
dfrA1 FAM Zé&dny
dfrA5 HEX Zéadny
sul2 Texas Red Zé&dny
aac6™-Ib-cr Cy5 Zé&dny
Tabulka 3e (Zkumavka 5).
Cilovy nazev Reportér Zhasec
KPC FAM Zadny
0XA-23 HEX Zé&dny
Interni kontrola Cy5 Zadny

Nastaveni teploty a cyklii 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 35
62* 01:00

*Data amplifikace budou sbirana pfi 62 °C po dobu 35 cykld pro cilové kanaly - FAM, HEX, Texas Red a Cy5.
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m Po nastaveni vy$e uvedenych podminek 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 vzorky. Hodnota nizsi nebo
rovna 35 je povazovana za pozitivni.

Validace interni kontroly

m Vyberte pouze ,testované vzorky” pro analyzu interni kontroly ve zkumavce 5. Vyberte barvivo Cy5 pro zobrazeni grafu amplifikace interni
kontroly.

m Interni kontrola by neméla byt amplifikovdna v No Template Control. Pozdni Sumovy amplifikacni graf Cy5 v jamce NTC ve zkumavce 5
ignorujte.

Validace Positive Control a No Template Control

m Vyberte NTC a Positive Control Template, vyberte FAM, HEX, Texas Red a Cy5 a zobrazte graf amplifikace.

m NTC musi byt plocha bez hodnoty Ct. V pfipadé potfeby upravte prahovou hodnotu tésné nad NTC. PC musi byt amplifikovana s hodnotou
Ct <28 pro kanaly FAM, HEX, Texas Red a Cy5 ve zkumavce 1, 2, 3 a 4 a pro kanaly FAM, HEX a Cy5 ve zkumavce 5.

m NTC potvrzuje absenci kontaminace v reagenciich, jakoZ i spravné pipetovéni a jeho prostiedi. PC potvrzuje podminky uchovévani reagencii a
parametry reakce podle predpisu.

Kvalitativni interpretace vysledki

m V kandlu FAM, HEX, Texas Red a Cy5 postupné vyberte jamky testovaného vzorku a analyzujte amplifikacni grafy. Pro kvalitativni interpretaci
vysledk{ se fidte nize uvedenou tabulkou (Tabulka 5a, Tabulka 5b, Tabulka 5¢c, Tabulka 5d a Tabulka 5e).

Tabulka 5a (zkumavka 1).

Cilové organismy Signal qPCR

VIM (FAM) +

0XA-48 (HEX) - +

IMP (Texas Red) = - +

NDM (Cy5) : ; ) a

Positive Control (FAM, HEX, Texas Red & Cy5) + + + + +

No Template Control (NTC) +/-

Vysledek § . % .
= = = < X 3
< 2 = 2 3 3
o 23 3 2 2 2
o 23 @ 2= = s
2 Z X 2 Z= S =
= c O ES = = =
= E = |2 5 &
= N = N )
N & w & = =
g &
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Tabulka 5b (zkumavka 2).

Cilové organismy Signal qPCR

mecA (FAM) +

CTX-M (HEX) . o

vanA (Texas Red) - 5 +

MCR-1 (Cy5) - S 5 +

Positive Control (FAM, HEX, Texas Red & Cy5) + + + + +

No Template Control (NTC) +/-

Vysledek ; E o o . .
x o x X D [}
é < § g < é - %\ %\
= Z s S 2 kS
] s IS S ) 53
£ 5 £ £ 2 =

&

Tabulka 5¢ (zkumavka 3).

Cilové organismy Signal qPCR

TEM (FAM) +

vanB (HEX) . +

SHYV (Texas Red) = . +

citM (Cy5) . . ; +

Positive Control (FAM, HEX, Texas Red & Cy5) + + + + +

No Template Control (NTC) = . - - B +/-

Vysledek = = =
= o 7] ‘C ~ ~
£ 3 £ £ 3 3
[ 2] [%} [<3) o0 [Z]
ks 22 3 3 = =
2 =8 2 Z z >
= S > > = =
Z S Z Z = =
s = S S g )
= o = = =
5 < 5 5 =
a o o
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Tabulka 5d (zkumavka 4).

Cilové organismy Signal qPCR

dfrAT (FAM) +

dfrA5 (HEX) - +

sul2 (Texas Red) B - +

aac6™Ib-cr (Cy5) = - - +

Positive Control (FAM, HEX, Texas Red & Cy5) + + + + +

No Template Control (NTC) +/-

Vysledek i - & .
< > © < 3 3
5 5 = S 5 3 3
2 _ D, 2 2 7 2, 2
L2 L£< o L= = s
Z%5 Z%5 &, ER S z
S S Z £g = =
= E=] S = 2 &
& & R = =

&

Tabulka 5e (zkumavka 5).

Cilové organismy Signal qPCR

KPC (FAM) n
0XA-23 (HEX) ) n
Interni kontrola (Cy5) + + +
Positive Control (FAM & HEX) + + +
No Template Control (NTC) - = - +/-
Vysledek ©

~ ©

© S 3 3

< k. 3 ks

2 2 2 Z

X3 =g = =

= £° 2 5

> S 5 @

N e = =

&

A Pro diagnostické tcely by vysledky mély byt vzdy pouzivany v kombinaci s dal$imi Iékafskymi nélezy, jako jsou symptomy, vysledky jinych testd,
klinické dojmy apod. Pokud jsou vysledky v rozporu s klinickymi dlikazy, doporucuje se provést dopliiujici testovani k potvrzeni vysledku.
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Charakteristiky vykonu

Tabulka 6.

C. Parametry Pozorovani

1. Analyticka citlivost 100 %

2. Analytickd specificita 100 %

3. Pravdivost (bias) 98 %

4, Presnost (opakovatelnost) CV<3%

5. Presnost (reprodukovatelnost) CV<3%

6. Presnost (vysledek pravdivosti a pfesnosti) 99 %

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

8. Rozsah méfeni 10 - 10° kopii/reakce

9. Linearita R2=0,998

10. Mezni hodnoty (cut-off) Hodnota Ct: <36

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

12. Identifikace a kontrola znamych relevantnich endogennich a exogennich interferujicich latek (lidska genomovéa DNA, Dobre kontrolovano

NaCl a BSA a pInd krev)

13. Kiizové reakce (Mycobacterium tuberculosis, Haemophilus influenzae a meticilin-senzitivni Staphylococcus) Z4dna kiizové 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.
Podminky uchovavani ¢inidel musi byt striktné dodrZovany, aby byla zajiSténa deklarovana funkénost soupravy.

Omezeni

Pro dosazeni optimalnich vysledk( je nezbytné diisledné dodrzovat pribalovy 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 nepfesnym vysledklim.
Napriklad kfizova kontaminace, pokud neni béhem zpracovani vzorku fadné kontrolovana, mize vést k falesné pozitivnim vysledkim.

Test je omezen na specifikovana extrakeni Cinidla, typy vzorki a prislu$né pfistroje.

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

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 ¢asti ,interpretace vysledki” tohoto
navodu, s ohledem na vSechny 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
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