Sepsis-Q

Real-Time PCR Kit

SEZNAM VYROBKU

Nazev kitu SKU Velikost baleni
Sepsis-Q Real-Time PCR Kit G610027-1 25 testl

Predchozi REF ¢.: G2M804026

Toto je neautorizovany pracovni pieklad anglického origindlu navodu k pouziti (IFU) do ¢estiny, vyhotoveny pro interni referencni Gicely. Rozhoduijici je vzdy anglicky originlni dokument
vyrobce; pred pouZitim produktu si jej prosim ovéfte.

Pouze pro diagnostiku in vitro
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Ucel pouziti
Sepsis-Q Real Time PCR Kit se pouziva k detekci DNA patogen( souvisejicich se sepsi v pIné krvi a vzorcich hemokultury.

Urceny uzivatel

Test je urcen k provadéni laboratornim odbornikem v klinické laboratofi.

Princip testu

Sepsis-Q Real-Time PCR Kit je multiplexni test vyuZivajici technologii real-time polymerazové fetézové reakce (PCR), navrzeny pro specifickou amplifikaci
cilovych sekvenci DNA specifickych pro sepsi, extrahovanych z lidské piné krve nebo pozitivnich vzorki hemokultury. Tento test vyuZiva primery a sondy
znacené Ctyfmi rozlisitelnymi fluorescenénimi barvivy, coZz umoziuje paralelni detekci 32 hlavnich organism{ zplsobujicich sepsi a interni kontroly
prostrednictvim odpovidajicich detekcnich kanald na otevieném pfistroji pro real-time PCR. Souprava se sklada z qRT-PCR Master Mix a 8 zkumavek
obsahujicich smési primerd a sond pro riizné patogeny.

Zkumavka 1: Cili na Staphylococcus aureus (FAM), Acinetobacter baumannii (HEX), Aspergillus fumigatus (Texas Red) a Escherichia coli (Cy5).

Zkumavka 2: Cili na Pseudomonas aeruginosa (FAM), Klebsiella pneumoniae (HEX), CoNS spp. Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus haemolyticus
(Texas Red) a Enterococcus faecium (Cy5).

Zkumavka 3: Cili na Listeria monocytogenes (FAM), Enterobacter cloacae (HEX), Streptococcus spp. - S. pyogenes & S. agalactiae (Texas Red) a Enterococcus
faecalis (Cy5).

Zkumavka 4: Cili na Streptococcus pneumoniae (FAM), Stenotrophomonas maltophilia (HEX), Candida albicans (Texas Red) a Candida nonalbicans- Candida
parapsilosis, Candida tropicalis a Candida krusei (Cy5).

Zkumavka 5: Cili na Enterococcus gallinarum (FAM), Serratia marcescens (HEX) a Candida non albicans Candida auris & Candida glabrata (Cy5).
Zkumavka 6: Cili na Campylobacter spp. (FAM), Salmonella enterica (HEX), Haemophilus influenzae - typ B (Texas Red) a interni kontrolu (Cy5).
Zkumavka 7: Cili na Proteus mirabilis (FAM), Enterobacter aerogenes (HEX) a interni kontrolu (Cy5).

Zkumavka 8: Cili na Fusarium spp. (FAM), Bacteroides fragilis (HEX), Klebsiella oxytoca (Texas Red) a interni kontrolu (Cy5).

Souhrn

Sepse je stav zpisobeny primarné zanétlivou reakci imunitniho systému na bakteridlni, virové, protozodlni nebo plisiiové infekce v plicich, mozku, mocovych
cestach, kizi nebo v oblasti bficha. Bez véasné diagndzy a véasné léchy mlze sepse prejit do zavazného septického Soku vedouciho k organovému selhani
a umrti. Sepse celosvétové postihuje vice nez 30 miliond lidi a je hlavni pficinou onemocnéni a mrti matek a novorozenc(, zejména v zemich s nizkymi a
stfednimi pfijmy. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida glabrata a Candida tropicalis jsou nejbéznéjsi organismy, které zplsobuji sepsi. V raném i pozdéjsim
véku jsou rizikovymi faktory pro sepsi oslabené imunitni systémy zplisobené rakovinou, cukrovkou, zavaznym traumatem nebo popaleninami.

Pristroje kompatibilni se soupravou
A Zajistéte, aby vSechny pouZivané pfistroje byly instalovany, kalibrovany, kontrolovany a udrZzovany podle pokyni a doporuéeni 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 25 testi)

Obsah soupravy
qRT-PCR Master Mix
Primer and Probe Mix Zkumavka 1
Primer and Probe Mix Zkumavka 2
Primer and Probe Mix Zkumavka 3
Primer and Probe Mix Zkumavka 4
Primer and Probe Mix Zkumavka 5
Primer and Probe Mix Zkumavka 6
Primer and Probe Mix Zkumavka 7
Primer and Probe Mix Zkumavka 8
Positive Control Template

RNase/DNase Free Water

Material potrebny, ale nedodavany

SpiNXT Blood DNA Extraction kit (Kat. G2M181820) NEBO MagNXT Blood DNA isolation Kit (Kat. G2M181921) (Genes2Me Private Limited) NEBO

QlAamp DNA Mini Kit (Kat. 51304)
Stolni centrifuga

Vortexer

Mikropipety (nastavitelné)

Jednordzové $picky s bariérovym filtrem
Jednorazové bezpudrové rukavice
Systém pro real-time PCR

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

Kod obsahu soupravy

G2MA3-0662-3
G2MA3-2746-1
G2MA3-2747-1
G2MA3-2748-1
G2MA3-2749-1
G2MA3-2750-1
G2MA3-2751-1
G2MA3-2752-1
G2MA3-2753-1
G2MA3-2754-2
G2MA3-0001-3

Mnozstvi (G610027-1)
1X2ml
1X25pl
1X 25l
1X 25 pl
1X 25l
1X 25l
1X25pl
1X 25l
1X 25 pl
1 X200 pl
1X1.2ml

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 uchovéavéna podle specifikace.

Souprava a jeji komponenty jsou expedovény a uchovavany pfi teploté -30 °C az-10 °C.
Provadéjte experiment pfi pokojové teploté (15 °C az 30 °C) a béhem testovani uchovévejte ¢inidla v chladicim zafizeni (2 °C az 8 °C).
Opakovanému zmrazovani a rozmrazovani (vice nez 6krat) je tfeba se vyhnout.

:21{ Chrante pfed pfimym slunecnim zafenim.

Postup testu

Odbér vzorku

Sepsis-Q Real-Time PCR Kit vyuziva pozitivni vzorky hemokultury.

Pozitivni vzorky hemokultury by mély byt umistény do sterilni nadoby s pevné uzavienym vickem podle pokyni uvedenych na piibalovém letaku soupravy.
Po odbéru by vzorky mély byt okamzité umistény do sterilni nddoby a neprodlené odeslany do laboratore.
Ackoli transportni médium miizZe udrzet organismy po del$i dobu, doporucuije se, aby byly vzorky chlazeny pfi teploté 2-8 °C nebo uchovavéany na mokrém

ledu béhem prepravy.
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m Ackoli transportni médium mize udrzet organismy po del$i dobu, doporucuje se, aby byly vzorky chlazeny pfi teploté 2-8 °C nebo uchovavany na mokrém ledu
béhem prepravy.

Priprava vzorku

m Extrakce specifické DNA by méla byt provedena podle doporuc¢enych pokynl uvedenych na pfibalovém letaku soupravy.

Priprava Cinidel

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

Priprava reakéni smési
m Pripravte reakéni smés podle nésledujici tabulky (Tabulka 2).

Tabulka 2.
Obsah soupravy Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4 Zkumavka 5 Zkumavka 6 Zkumavka 7 Zkumavka 8
gRT-PCR Master Mix 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
Primer and Probe Mix 01yl 01 ul 01l 01 pl 01l 01 pl 01l 01 pl
RNase/DNase Free Water 04 pl 04 pl 04 pl 04 pl 04 pl 04 pl 04 pl 04 pl
Vzorek DNA 05 pl 05 pl 05 pl 05l 05 pl 05 pl 05 pl 05 pl
Konecny objem 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl

A Zkumavku s qPCR reakci pfipravte na ledu a rychle prejdéte k amplifikacnimu kroku. Prodlouzend inkubace reakéni smési, zejména pfi pokojové teploté, ovliviuje
citlivost testu. Zkumavky pfed vloZzenim do termocykleru kratce zcentrifugujte. Je tfeba zabrdnit vzniku bublin v reakéni smési, protoze interferuji s detekci
fluorescence.

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

m Pro reakci Positive Control (PC) postupuijte podle stejného nastaveni reakce jako vyse uvedeného, pficemz vzorek DNA nahradite cil-specifickou Positive Control.
Nahradte vzorek DNA Positive Control Template ve Zkumavce 1 az Zkumavce 8.

Nastaveni pristroje pro real-time PCR

m Pred nastavenim programu na jakémkoli pfistroji pro real-time PCR se fid'te uZivatelskou pfiruckou pfisluného pfistroje.
m NiZe je uveden piiklad nastaveni pfistroje BioRad CFX96.

PCR pristroj
m VloZte zkumavku nebo desticku s PCR reakci do pfistroje. Nastavte No Template Control, Positive Control a testovany vzorek v pofadi.

Nastaveni kanali fluorescence
m Definujte nasledujici nastaveni pro vybér kanélu detekce fluorescence (Tabulka 3).
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Cilovy nazev Kanal fluorescence

S. aureus FAM

A. baumannii HEX
Zkumavka 1

Aspergillus fumigatus Texas Red

E. coli Cy5

P, aeruginosa FAM

K. pneumoniae HEX
Zkumavka 2

CoNS spp. Texas Red

E. faecium Cy5

L. monocytogenes FAM

E. cloacae HEX
Zkumavka 3

Streptococcus spp. Texas Red

E. faecalis Cys

S. pneumoniae FAM

S. maltophilia HEX
Zkumavka 4

Candida albicans (Texas Red) Texas Red

C. nonalbicans spc- C. parapsilosis, C. tropicalis, a C. krusei Cy5

E. gallinarum FAM
Zkumavka 5 S. marcescens HEX

C. nonalbicans spc- C. auris & C. glabrata Cy5

Campylobacter spp. FAM

S. enterica HEX
Zkumavka 6

H. influenzae - typ B Texas Red

IC Cy5

P. mirabilis FAM
Zkumavka 7 E. aerogenes HEX

IC Cy5

Fusarium spp. FAM

B. fragilis HEX
Zkumavka 8

K. oxytoca Texas Red

IC Cy5

Nastaveni teploty a cykli PCR

m Definujte nasledujici nastaveni pro teplotni profil a PCR cykly. UloZte soubor a spustte reakci (Tabulka 4).
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Tabulka 4.
Faze Pocet cyklii 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 shirdna pfi 62 °C po dobu 35 cykll pro piislusné cilové kanaly - FAM, Texas Red, 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.

m Nastaveni prahové hodnoty: U multiplexnich testd by mélo byt nastaveni prahové hodnoty a interpretace Ct provedeno samostatné pro kazdy
fluorescencni kandl/cil z divodu rozdilnych amplitud RFU; Ize pouzit auto-threshold, nebo by prahové hodnota méla byt manuéiné nastavena nad
hladinou Sumu zékladni linie v exponencialni fazi amplifikace.

Validace interni kontroly

m Vyberte ,testované vzorky" pro analyzu interni kontroly ve Zkumavce 6, 7 a 8. Vyberte barvivo Cy5 a zobrazte graf amplifikace interni kontroly. Interni
kontrola by neméla byt amplifikovdna v No Template Control. Pozdni Sumovy amplifikacni graf Cy5 v No Template Control ignorujte.

Validace Positive Control a No Template Control

m Vyberte jamky No Template Control a Positive Control, vyberte kanaly FAM, Texas Red, HEX a Cy5 a zobrazte graf amplifikace. NTC musi byt plochd
bez hodnoty Ct. V pfipadé potfeby upravte prahovou hodnotu tésné nad NTC. PC musi byt amplifikovdna s hodnotou Ct <28 pro kazdy cil.

m Chybéjici amplifikace v NTC znamené absenci kontaminace v reagenciich a experimentalnim prostredi, jakoz i spravné pipetovani.

m Amplifikace v PC potvrzuje, Ze byly dodrzeny pfedepsané podminky uchovavani reagencii a parametry reakce.

Kvalitativni interpretace vysledki

m V kanalech FAM, Texas Red, HEX a Cy5 postupné vyberte jamky testovaného vzorku a analyzujte amplifikacni grafy. Pro kvalitativni interpretaci
vysledki se fidte nize uvedenou tabulkou (Tabulka 5).

Tabulka 5a.
S.aureus  A. baumannii  A. fumigatus  E. coli Vsledek
(FAM) (HEX) (Texas Red)  (Cy5)
+ - - - Vzorek je pozitivni na S. aureus
+ - - Vzorek je pozitivni na A. baumannii
Zkun1|avka + - Vzorek je pozitivni na Aspergillus fumigatus

+ Vzorek je pozitivni na E. coli

Negativni/neplatny test (v pfipadé, Ze nedojde k amplifikaci na kanalu Cy5 ve Zkumavce 6, 7 a 8)
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Tabulka 5b.
P K. CoNS E.
aeruginosa pneumoniae (Texas faecium Vysledek
(FAM) (HEX) Red) (cy5)
+ - - - Vzorek je pozitivni na P aeruginosa
+ - - Vzorek je pozitivni na K. pneumoniae
Zkumavka - - + - Vzorek je pozitivni na CoNS
2
+ Vzorek je pozitivni na E. faecium
Negativni/neplatny test (v pfipadé, Ze nedojde k amplifikaci na kanalu Cy5 ve Zkumavce
6,7a8)
Tabulka 5c.
L. E. Streptococcus E.
monocytogenes cloacae spp. faecalis Vysledek
(FAM) (HEX) (Texas Red) (Cy5)
+ - - - Vzorek je pozitivni na L. monocytogenes
+ - - Vzorek je pozitivni na E. cloacae
Zkumavka - - + - Vzorek je pozitivni na Streptococcus spp.
3
+ Vzorek je pozitivni na E. faecalis
Negativni/neplatny test (v pfipadé, Ze nedojde k amplifikaci na kanalu Cy5 ve
Zkumavce 6, 7 a 8)
Tabulka 5d.
C. andida C. nonalbicans
< o albicans spe-
pneumoniae maltophilia (Texas C. parapsilosis, Vysledek
(FAM) (HEX) Red) C. tropicalis, a
C. krusei (Cy5)
+ - - - Vzorek je pozitivni na S. pneumoniae
+ - - Vzorek je pozitivni na S. maltophilia
Zkumavka - - + - Vzorek je pozitivni na C. albicans
4
& Vzorek je pozitivni na C. nonalbicans spp.

Negativni/neplatny test (v pfipadé, Ze nedojde k amplifikaci na kandalu Cy5 ve
Zkumavce 6, 7 a 8)
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Tabulka 5e.
E S C. nonalbicans
gallinarum marcescens c :Z‘:’s & Vysledek
(FAM) (HEX)
C. glabrata (Cy5)
+ - - Vzorek je pozitivni na E. gallinarum
+ - Vzorek je pozitivni na S. marcescens
Zkun;avka - - + Vzorek je pozitivni na C. nonalbicans spp.
Negativni/neplatny test v pfipadé, Ze nedojde k amplifikaci na kanalu Cy5 ve Zkumavce 6, 7 a
8
Tabulka 5f.
CamP}”(f::llJ\ﬁ;er SPp- s. ::S(r):ca H. '":;‘f’;zae ) it (6y5) Visledek
(Texas Red)
+ - - +/- Vzorek je pozitivni na Campylobacter Spp.
+ - +/- Vzorek je pozitivni na S. enterica
Zkun;avka + +/- Vzorek je pozitivni na H. influenzae - typ B
+ Vzorek je negativni
Neplatny test
Tabulka 5g.
P mirabiis R 1 ©5) Visledek
+ - +/- Vzorek je pozitivni na P mirabilis
ZRImaVRE + +/- Vzorek je pozitivni na E. aerogenes
7 = = + Vzorek je negativni
Neplatny test
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Tabulka 5h.
A
+ - - +/- Vzorek je pozitivni na Campylobacter spp.
+ - +/- Vzorek je pozitivni na B. fragilis
Zkun;avka + +/- Vzorek je pozitivni na K. oxytoca
+ Vzorek je negativni

Neplatny test

m Poznamka: Interni kontrola byla do soupravy zaclenéna za ic¢elem kontroly extrakce DNA, inhibice PCR nebo problém s aplikaci. Amplifikacni data
interni kontroly jsou detekovéna filtrem Cy5 pouze pro Zkumavku 6, 7 a 8.

A Pro diagnostické acely by vysledky mély byt vzdy pouzivany v kombinaci s dalsimi Iékafskymi nalezy, jako jsou symptomy, vysledky jinych testd,
klinické dojmy apod. Pokud jsou vysledky v rozporu s klinickymi dlikazy, doporucuje se provést dopliujici testovani k potvrzeni vysledku.

Charakteristiky vykonu

Tabulka 6.

C. Parametry Pozorovani

1. Analyticka citlivost 100 %

2 Analyticka specificita 100 %

3. Pravdivost (bias) 99 %

4 Presnost (opakovatelnost) CV<2%

5. Presnost (reprodukovatelnost) CV<2%

6. Presnost (vysledek pravdivosti a pfesnosti) 99 %

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

8. Rozsah méreni 1-10"9 kopii/reakci

9. Linearita R2=0,999

10. Mezni hodnoty (cut-off) Hodnota Ct: < 35

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

12. Identifikace a kontrola zndmych relevantnich endogennich a exogennich interferujicich latek [lidskd genomova DNA, NaCl a Dobre kontrolovéno

BSA a hemoglobin]

13. Kiizové reakce (Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Bordetella pertussis a Legionella pneumophila) Z4dn kfizova reaktivita

14. Klinicka citlivost 98 %

15. Klinickd 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.

PFi provadéni testu pouzivejte jednorazovou zéstéru, rukavice a masku.

Vzorky by mély byt zcela davkovény 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 nebezpe¢né.

Bylo prokazano, Ze heparin inhibuje PCR. NepouZivejte s timto postupem heparinizované vzorky. Spolehlivost vysledk{ zavisi na fadném
odbéru vzork( a spravnych postupech prepravy.

Pouzivejte béznd laboratorni bezpecnostni opatreni. Pfi manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy pouzivejte jednordzové rukavice a laboratorni
plasté.

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

Cinidlo s enzymem a primery/sondami obsahuje v pufru synteticky oligonukleotid. Zabrafite styku éinidla s kiizi, oéima a sliznicemi, coz by
mohlo zplsobit kozni podrazdéni. Pri styku s témito Cinidly omyjte postizené misto vodou. P¥i rozliti téchto ¢inidel postupujte podle vhodnych
postupl pro zvladani rozliti.

NEZAMENUJTE, NEMiCHEJTE ani nekombinujte &inidla ze souprav s rliznymi &isly ari.

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

VSechny testované vzorky musi byt povazovany za potencidlné infekéni nebo biologicky nebezpecné a pfi manipulaci se vzorky a pfistroji musi
byt dodrZovana v§echna nezbytna opatieni v souladu s bezpecnymi laboratornimi postupy.

Podminky uchovévani ¢inidel musi byt striktné dodrZovény, aby byla zajisténa deklarovand funkénost soupravy.

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

Zabrante kontaminaci reagencii a vzork( heparinem, protoze muze interferovat s vysledky testu.

Omezeni

Pro dosazeni optimélnich vysledki je nezbytné disledné dodrzovat pribalovy letdk soupravy neboli ndvod 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 kiizova kontaminace, pokud neni béhem zpracovani vzorku fadné kontrolovana, mize vést k falesné pozitivnim vysledkim.

Test je omezen na specifikovand extrakéni Ginidla, typy vzork( a pfislusné pfistroje.

Pro optimélni 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 Casti ,interpretace vysledki" tohoto
navodu, s ohledem na v§echny klinické a laboratorni nélezy.

EN-IFU/610027-1,Rev.00,Dt.12-02-2024 - CS (pracovni preklad) www.genes2me.com 11212



G2M

Symboly pouzité na oznaceni

Symboly Definice
e CHRANTE PRED SLUNECNiM ZARENIM
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TEPLOTNI OMEZENI
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