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Souhrn a vysvétleni

Tuberkul6za (TB) je stale jednou z nejvice infekénich chorob na svété. Asi dvé miliardy lidi, tedy
jedna tfetina svétové populace, je infikovana bakterii Mycobacterium tuberculosis, pdvodcem TB.
Celosvétova incidence TB je kolem osmi miliénG a témérF tfi miliony lidi na ni zemre kazdy rok. |
pfesto, Ze jsou postizeny zejména rozvojové zemé&, nemoc TB se opakované objevuje i
v industrializovanych zemich, zejména z davodu imigrace infikovanych lidi a vzniku rezistence
TB na Iéky. MenSiny, jako jsou bezdomovci, uZivatelé drog a osoby s oslabenou imunitou jsou
postizeni vice.

TB je chronické, cyklické onemocnéni, postihujici zejména plice a spadové lymfatické uzliny. Zda
m(ze bakterie M. tuberculosis kolonizovat ostatni organy, zalezi zejména na stavu imunitniho
systému pacienta. TB je primarné prenasSena z osoby na osobu pomoci kapénkové infekce.
Pouze lidé s otevfenou formou jsou infek&ni. Zejména u lidi s imunosupresi mdze byt bakterie
M. tuberculosis reaktivovana , dokonce nékolik let po primarni infekci.

Mycobacterium avium a Mycobacterium intracellulare jsou environmentalni bakterie, které Ize
nalézt ve vodé a v plidé. Na rozdil od infekce M. tuberculosis, lidé mohou byt infikovani M. avium
a M. intracellulare pomoci kontaminované pitné vody, nebo jidla. Pfenos z ¢lovéka na ¢lovéka je
velice nepravdépodobny. U imunitné kompetentnich lidi byva infekce M. avium a M. intracellulare
obvykle asymptomaticka, zatimco u osob s oslabenou imunitou, zejména u pacientu infikovanych

HIV, muZe nastat masivni Sifeni bakterie po celém téle. Tento stav je obvykle fataini.
Princip

Diagn6za patogenu pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR) je zaloZzena na amplifikaci
specifické oblasti genomu patogenu. Pfi PCR vrealném case, je amplifikovany produkt
detekovan fluorescenénimi barvivy. Ty jsou obvykle spojeny s oligonukleotidovymi sondami, které
se specificky vazi k amplifikovanému produktu. Sledovanim intenzity fluorescence v pribéhu
béhu PCR (v realném Case) umozni detekci a kvantifikaci akumulujiciho se produktu bez toho,
aby bylo nutné znovu otevfit reakéni zkumavku po probéhlém PCR béhu (1).

artus Mycobac. diff. LC PCR Kit pfedstavuje okamzité pouzitelny systém pro detekci DNA vSech
zastupct komplexu M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis BCG, M.
microti, M. pinnipedii) stejné tak zastupct komplexu M. avium (M. avium subsp. avium, M. avium
subsp. paratuberculosis, M. avium subsp. silvaticum, M. avium subsp. hominissuis and M.
intracellulare) pfi pouZiti polymerazové fetézové reakce (PCR) na pfistroji LightCycler. Mycobac.
diff. LC Master obsahuje reagencie a anzymy pro specifickou amplifikaci 163 bp velké oblasti
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mycobacterialniho genomu a pfimou detekci specifickych amplikond pfistroji LightCycler
1.1/1.2/1.5 nebo LightCycler 2.0. artus Mycobac. diff. LC PCR Kit, navic obsahuje druhy
heterologni amplifikacni systém, slouzici k detekci mozné inhibice PCR.

Vybér fluorescencénich kanali

PCR product Pristroj LightCycler 1.1/1.2/1.5  PFistroj LightCycler 2.0
komplex M. tuberculosis/M. avium F2/Back-F1 640/Back 530
Mycobac. diff LC IC F3/Back-F1 705/Back 530

Amplifikace a detekce této interni kontroly (IC) nesnizuje detekéni limit PCR, analyzovaného
komplexu M. tuberculosis/ M. avium (viz “Analyticka senzitivita” strana 34).

Pro rozli§eni komplexu M. tuberculosis od odliSnych poddruht M. avium a od M. intracellulare,
systém vyuziva specifické teploty tani sond V kroku tani kfivky je detekovan signal, ve
flourescenénim kalale F2 nebo 640, pro zastupce komplexu M. tuberculosis pfi 60°C, pro
vSechny M. avium poddruhy pfi 63.5°C a pro M. intracellulare pfi 55°C. Rozdily mezi pfistroji
LightCycler mohou zplsobovat odchylku v bodu taniv rozmezi 1-2°C. Nicméné tato odchylka je
stejna pro vSechny 3 body tani. OdliSné podminky extrakce a Cinidla mohou zpUsobit nepatrné
odchylky v bodu tani vzorku a kontrol dodavanych v soupravé. PCR by méla byt opakovana,
jestlize odchylka mezi bodem tani analyzovaného vzorku a kontroly je vetsi 1°C.

Externi pozitivni kontroly (M. avium LC Control, M. intracellulare LC Control) jsou dodavany za
Gcelem detekce vSech poddruhG M. avium M. intracellulare. Souprava obsahuje kvantifikaéni
standardy M. tuberculosis (M. tuberculosis LC QS 1-4), které umozni uréit patogenni naloz
komplexu M. tuberculosis. Pro dalSi informace nalistujte oddil “Fehler! Verweisquelle konnte
nicht gefunden werden.Kvantifikace ” strana 12.
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Dodavané materialy

Obsah soupravy

artus Mycobac. diff. LC PCR Kit

Katalogové cislo 4556063 4556065

Poget reakci 24 96

Barva uzavéru Nazev €inidla Symbol Mnozstvi Mnozstvi

Modra Mycobac. diff. LC Master 2 x 12 reakci 8 x 12 reakci

Zluta Mycobac. diff. LC Mg-Sol* Mg-Sol 1 x 400 pl 1 x 400 pl

Cervena M. tuberculosis LC QST 1 Qs 1x200 pl 1x200 pl
(5 x 10* kopii/l)

Cervena M. tuberculosis LC QS 2 Qs 1 x 200 pl 1 x 200 pl
(5 x 108 kopii/pl)

Cervena M. tuberculosis LC QS 3 Qs 1x200 pl 1x200 pl
(5 x 102 kopii/pl)

Cervena M. tuberculosis LC QS 4 Qs 1 x 200 pl 1 x 200 pl
(5 x 10* kopii/pl)

Cervena M. avium LC Kontrola 1 x 200 pl 1 x 200 pl

Cervena M. intracellulare LC Control 1 x 200 pl 1x 200 pl

Zelena Mycobac. diff LC IC* ic 1 x 1000 pl 2 x 1000 pl

Bila Voda (,PCR grade*) 1 x 1000 pl 1 x 1000 pl

+H =+

Mg-Sol: Roztok hof€iku.

QS: Kvantifikaéni standard

. IC: Interni kontrola

artus Mycobac. diff. LC PCR Kit UZivatelska pfirucka 09/2016




Pozadované materialy, které nejsou soucasti
dodavky

Dulezité: Ujistéte se, zda pouzité pfistroje byly zkontrolovany a zkalibrovany v souladu se véemi

doporucenimi vyrobce.

® Jednorazové rukavice bez pudru

® DNA izola¢ni souprava (viz “izolace Izolace DNA ,” strana 10)

® Lysozyme mix (viz “izolace Izolace DNA ,” strana 10)

® Nastavitelné pipety

e Sterilni Spicky s filtrem

® Vortex

e Nastavitelny termoblok, schopny nastavovat teplotu od 37°C do 95°C
® Stolni centrifuga s rotorem na 2 ml reakéni zkumavky

e Color Compensation Set (Roche Life Science, kat. €. 12 158 850 001) na instalaci souboru
Crosstalk Color Compensation pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 nebo pfistroje LightCycler
2.0

e LightCycler Multicolor Demo Set (Roche Life Science, kat. €. 03 624 854 001) pro pfistroj
LightCycler 2.0

® LightCycler Capillaries (20 pl)
e LightCycler Cooling Block

e LightCycler 1.1/1.2/1.5 (verze sofwaru 3.5) nebo LightCycler 2.0 (verze sofwaru 4.0)
Instrument

e LightCycler Capping Tool
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Varovani a bezpecCnostni upozornéni

UZivatel by mél vzdy dbéat na nasledujici:
® Pouzivat sterilni $picky s filtrem.

e Skladovat a extrahovat pozitivni material (vzorky, kontroly a amplikony) od vSech ostatnich
¢inidel other reagents and a pfidavat je do reakéniho mixu v prostorové oddéleném zafizeni.

o Dukladné rozmrazit veSkeré komponenty soupravy pfi pokojové teploté

® Po rozmrazeni veSkeré komponenty dikladné promicha a zcentrifugovat

Pracovat s komponenty rychle, umisténcyh na ledu nebo na LightCycler Cooling Block.

Upozornéni

Informace, tykajici se bezpelnosti artus Mycobac. diff. LC PCR Kit, najdete v pfisluSném
bezpecnostnim listu (SDSs). Bezpecnostni listy (SDSs) jsou dostupné online v PDF forméatu na
www.giagen.com/safety.

Skladovani a manipulace s Cinidly

Skladujte v8echny soucasti soupravy artus Mycobac. diff. LC PCR Kit pfi teplotach v rozmezi
—15 az —30°C. V8echny soucasti soupravy jsou stabilni do data expirace, uvedeného na Stitku.
Nerozmrazujte a opétovné& nezamrazujte vice nez dvakrat, nebot by to mohlo snizit spolehlivost
testu. Jestlize maji byt Cinidla soupravy pouZita opakovanég, rozalikvotujte je a zamrazte.
Nenechavejte slozky soupravy ve 4 °C déle nez 5 hodin.
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Postup
Dulezité body pred zahajenim

® Pouziti carrier RNA je nezbytné pro ucinnou extrakci, coz ovliviiuje vytézek DNA/RNA.
JestliZze pouzita izolacni souprava neobsahuje carrier RNA, doporu€ujeme pfidani carrier
(RNA Homopolymer Poly[rA]) do nebunéénych télnich tekutin a do materialt s nizkym
obsahem DNA/RNA (napf. CSF).

® Rozsuspenduijte lyofilizovanou carrier RNA pouzitim eluéniho pufru (nepouzivejte lyzacéni
pufr) z izolaéni soupracy (napf. Buffer AE ze soupravy QlAamp® DNA Mini Kit) a pfipravte
fedéni o koncentraci 1 pug/ul. Rozdélte roztok carrier RNA do do vhodného poctu alikvotl a
zamrazte je a skladujte pfi —20°C. Vyhnéte se opakovanému rozmrazovani (> 2x) alikvotl
carrier RNA.

® Pouzijte 1 pug carrier RNA na 100 pl lyzaéniho pufru. Napfiklad, jestlize extrakéni protokol
navrhuje 200 ul lyzaéniho pufru, pfidejte 2 ul carrier RNA (1 pg/pl) pfimo do lyzaéniho pufru.
Pred zacatkem kazdé extrakce, smichejte lyzaéni pufr, carrier RNA a interni kontrolu (viz
“Interni kontrola” strana 12). Tato smés by méla byt pfipravena Cerstva, podle nasledujiciho

schématu:
Pocet vzorku

Cinidlo 1 12
Lysis buffer napf., 200 pl napf., 2400 pl
Carrier RNA (1pg/ul) 2 ul 24 pl
Mycobac. diff. LC IC 10 pl 120 pl
Celkova objem 212 pl 2544 pl
Extrakéni objem 200 pl each 200 pl

® Pouzijte okamzité Cerstvé pfipravenou smés lyzaéniho pufru a carrier RNA k extrakci.
Skladovani smési neni mozné.

o Jestlize pouzivate izolani protokol, ktery zahrnuje promyvaci pufry s ethanolem, provedte
jesté dodatecnou centrifugaci (3 minuty, 13,000 rpm) pfed krokem eluce, aby jste odstranily

zbytek ethanolu. To zabrani mozné inhibici PCR.

® Souprava artus Mycobac. diff. LC PCR Kit by neméla byt pouzivana s izolaci zaloZzenou na

ethanolu.
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Dulezité: Interni kontrola artus Mycobac. diff. LC PCR Kit se pouziva pfimo béhem procesu
izolace (viz “Interni kontrola” strana 12Fehler! Textmarke nicht definiert.).

Izolace DNA

Pfed izolaci DNA, vzorky s vellkym objemem nebo silné kyselé vzorky, museji byt nejprve

zakoncentrovany nebo zneutralizovany. Pro analyzu sputa doporucujeme dekontaminaci

NALC-NaOH; Zalude¢ni Stavy by mély byt neutralizovany fosfatovym pufrem. Po zavére¢né

centrifugaci miize byt sedlina bakterii pouzita pro naslednou izolaci DNA.

Rdzni vyrobci nabizeji DNA izolacni soupravy. Mnozstvi vzorku, pouZzité v izolacnim procesu

zavisi na pfislusném protokolu. Provedte izolaci DNA podle podle doporuéeni vyrobce. QIAGEN

doporucuje nasledujici izolani soupravy:

Izolaéni

souprava

nukleovych Katalogové
Material vzorku kyselin Cislo Vyrobce Carrier RNA
Hlen, BAL, QlAamp® DNA 51304 QIAGEN neni
bronchiélni sekret, Mini Kit (50) zahrnuta

CSF, zalude¢éni
Stava, punktat

peritonea

Dulezité: Nasledujte instrukce v “Pfiloze D: Protokoly pro bakterie” popsano v pfiru¢ce soupravy

QlAamp DNA Mini and Blood Mini. Zajistéte efektivni a nekontaminovanou lyzy mycobacterii,

doporucujeme tyto pozméniujici kroky u QlAamp DNA Mini Kit v dodatkového protokolu.

Vzdy davejte pozor na nasledujici, aby bylo zabranéno kfizové kontaminaci béhem lyzy bakterii.:

Je nezbytné pouziti zkumavek se Sroubovacim uzavérem.
Sroubovaci uzavér zkumavky musi byt vzdy dikladné uzavien.

Po kazdém kroku inkubace, kratce zcentrifugujte zkumavky, aby doslo k odstranéni kapek

Z uzavéru.

Nedotykejte se vnitini strany uzavéru. Jestlize se dotknete, okamzité si vyménte potencialné

kontaminované rukavice.

Neni doporuceno pouzivat vodni lazer.
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Ujistéte se, Ze vzorky zchladly na pokojovou teplotu po kroku zahfivani na 95°C. V opacném

pFipadé hrozi vysoké riziko kontaminace aerosolem po otevieni .

Vzdy davejte pozor na nasledujici, aby bylo zabranéno kfizZové kontaminaci b&hem procesu
izolace DNA:

Ujistéte se zda neni vihky okraj okolo kolonky QIAamp spin column.

Nedotykejte se vnitfni strany uzavéru kolonky QIAamp spin column. Jestlize se dotknete,
okamzité si vyménte potencidlné kontaminované rukavice.

Nepouzivejte jednu Spicku pipety u rdznych vzorkl ani tehdy, kdy aplikujete promyvaci pufry
AW1 a AW2 nebo eluéni pufr AE. To zabranuje kfizové kontaminaci mezi vzorky a

kontaminaci pufra.

Pouzivejte jednotlivé sbérné 2 ml mikrozkumavky pouze jednou. Jestlize vam tyto zkumavky
dojdou, mlzete pouzit 2 ml mikrocentrifugacni zkumavky, pfi¢emz uzavéry museji byt
predtim odstranény.

Dulezité: VSechny pipetovaci kroky pred inkubaci na 95°C museji byt provadény

v bezpec€nostnim boxu tfidy I, protoze vzorky jsou potencialné infekéni.

8.
9.

Pfeneste zhruba 250 pl az 500 ul NALC-NaOH—-dekontaminovaného vzorku do 1.5 ml

zkumavky se Sroubovacim uzavérem.

. Centrifugujte ve stolni centrifuze po dobu 10 minut pfi 17,000 x g (13,000 rpm).

Pipetovanim opatrné odstrante supernatant.

PFidejte 180 pl smés lysozymu (20 mg/ml lysozym; 20 mM Tris-HCI (pH 8.0); 2 mM EDTA,;
1.2% Triton™) a pipetovanim rozsuspenduijte pelet..

Inkubujte po dobu nejméné 1 hodiny pfi 37°C v topném bloku.
Kréatce zcentrifugujte aby jste odstranily kapky z uzavéru zkumavky.

PFidejte 20 pl Proteinase K a 200 pl AL buffer s pfidanym carrier RNA (2 ug RNA
Homopolymer Poly[rA], neni soucasti soupravy QlAamp DNA Mini Kit, na 200 pl AL buffer) a
10 pl interni kontroly (viz “Interni kontrola“ strana 12).

Dukladné zvortexuijte.

Inkubujte po dobu 30 minutes pfi 56°C v topném bloku.

10. Kratce zcentrifugujte aby jste odstranily kapky z uzavéru zkumavky.

11.Inkubujte 15 minut pfi 95°C.

Dulezité: Nepresahuijte inkubaéni dobu, mlze to zpUsobit degradaci DNA .

12.Poznéka: Po ukonéeni inkubace vzorkl pfi 95°C, nejsou jiz tyto vzorky infekéni .Nechte

vzorky zchladnout na pokojovou teplotu.

13.Kratce zcentrifugujte aby jste odstranily kapky z uzavéru zkumavky.
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14.Pfejdéte na “Protokol: DNA Purification from Tissues” v pfiruéce QlAamp DNA Mini and
Blood Mini (T¥eti vydani, Cerven 2012) zadinajici pfidanim ethanolu v kroku 6 a provedte
finalni eluci pfi pouziti 100 ul Buffer AE.

Interni kontrola

Interni kontrola (Mycobac. diff. LC IC) je dodavana. To umazriuje uzivateli kontrolovat jak proces
izolace DNA, tak i kontrolu mozné inhibice PCR (viz Obrazek 1). Za timto u¢elempfidejte interni
kontrolu do izolace v poméru 0.1 pl na 1 pl eluéniho objemu. Napfiklad, pfi pouZziti QlAamp DNA
Mini Kit, DNA je elulovidna do 100 pl Buffer AE. Na zacatku tedy pfidejte 10 pl interni kontroly.
Objem interni kontroly je zavisly na eluénim objemu. Pouziti 10 pl je validni pro eluéni objem 100
pl (0.1 pl na 1 pl eluéniho objemu). Interni kontrola a carrier RNA (viz “izolace Izolace DNA ,”
strana 10) by méla byt pfidana do smési lyza¢niho pufru a materialu vzorku nebo pfimo do

lyza¢nihi pufru.

Interni kontrola nesmi byt pfidana pfimo do materialu vzorku. V pfipadé, Ze je pfidana do
lyza€niho pufru, vézte Ze smés interni kontroly a lyz€niho pufru/carrier RNA by méla byt pfiprvena
Cerstvé a ihned pouzita. Skladovani smési pfi pokojové teploté, nebo pfi 4°C i jen nékolik hodin,
muZze vést k selhani interni kontroly a sniZzeni ucinnosti extrakce. Nepfidavejte pfimo interni

kontrolu a carrier RNA do materialu vzorku.

Kvantifikace

Pfilozené kvantifikacni standardy (M. tuberculosis LC QS 1-4) jsou zpracovany stejné jako
pfedchozi purifikované vzorky a pouziva se stejny objem (5 pl). Pro vytvoreni standardni kFivky
na pristroji LightCycler, by mély byt vSechny Ctyfi kvantifikacni standardy pouzity nasledujicim

zplsobem:

e Pristroj LightCycler 1.1/1.2/1.5

Definujte M. tuberculosis LC QS 1-4 na obrazovce Sample Loading jako standardy se the
specifickou concentraci (viz LightCycler UZivatelsky manual, Veze 3.5, Kapitola B, 2.4.

“Data vstupniho vzorku”).

® P¥istroj LightCycler 2.0

Pro definici standard(, aktivujte funkci Analysis Type v menu okna Samples a zvolte
Absolute Quantification. Nyni mGzZete definovat the M. tuberculosis LC QS 1-4 jako
standardy a zadat odpovidajici koncentrace pro kazdy standard (viz LightCycler UZivatelsky
manual, Verze 4.0, Kapitola 2.2, “Zadavéani informaci o vzorku”). Ujistéte se zda funkce
Enable Controls neni aktivovana. V opacném pfipadé vybér moznosti analyzy pro analyzu
dat je zna¢né omezena. (viz “Analyza PCR dat ze stroje LightCycler 2.0 ,” strana 25).

artus Mycobac. diff. LC PCR Kit Uzivatelska pfirucka 09/2016 12



Generovani standardni kfivky, jak je popsano v postupu vySe, miZe byt pouZito i v nasledujicich
bézich, za predpokladu, ze za predpokladu, Ze alespori 1 standard 1 koncentraci byl pouzit
v sou¢asném béhu. Pro tyto Gcely je nutné importovat, v pfedchozim bé&hu vygenerovanou
standardni kfivku (viz LightCycler Uzivatelsky manual, Verze 3.5, Kapitola B, 4.2.5. “Kvantifikace
s externi standardni kfivkou”; nebo Verze 4.0, Kapitola 4.2.2, “Ukladani standrdni kfivky”).
Nicméneé tato kvantifikaéni metoda muze vést k odchylce ve vysledcich, diky variabilité mezi PCR
béhy.

Kvantifikacni standardy jsou definovany jako pocet kopii/ul. Nasledujici rovnice musi byt pouzita

k pfevodu hodnot stanovenych standrdni kfivkou, na pocet kopii/ml materialu vzorku:

Vysledek (kopie/ul) x Eluéni objem (ul)

Vysledky (kopie/ml) =
Objem vzorku (ml)

Ve skute€nosti by mél byt po¢atecni objem vzorku zapsan do vySe uvedené rovnice. Je nutné
zvazit zmény objemu vzorku pfed zahajenim izolace (napf. zmen$eni objemu centrifugaci, nebo

zvySeni objemu vzorku na pozadované mnozstvi).

Diulezité: Pfirucka pro kvantitativni analyzu artus systému na pfistrojich LightCycler 1.1 /1.2 /

1.5 nebo LightCycler 2.0 jsou uvedeny v nasledujicich:

Technicka poznamka: Kvantifikace poctu kopii patogena pfi pouZiti pfistroje LightCycler
1.1/1.2/1.5.

www.giagen.com/gb/resources/resourceLC1

Kvantifikace poctu kopii patogena pri pouziti CE-IVD artus LC PCR Kits a pfistroje LightCycler
2.0.

www.giagen.com/gb/resources/resourceLC2

Pfiprava PCR

Ujistéte se Ze chladici blok a stejné tak adaptéry kapilar (pfisluSenstvi pfistroje LightCycler ) jsou
predchlazeny na 4°C. Vlozte pozadovany pocet LightCycler kapilar do adaptéra chladiciho bloku.
Ujistéte se, ze alespon jeden kvantifikacni standard a/nebo pozitivni kontrola (M. avium LC
Control, M. intracellulare LC Control), stejné tak negativni kontrola (voda, PCR ,grade®) je
zahrnuta v kazdém PCR béhu. Pro tvorbu standardni kfivky, pouZijte vS8echny dodavané
kvantifika¢ni standardys (M. tuberculosis LC QS 1-4pro kazdy PCR béh. Pfed kazdym pouzitim,
je nutné vSechny ¢inidla kompletné rozmrazit a dikladné promichat (opakovanym pipetovanim

nebo rychlym vortexovanim) a nasledné rychle centrifugovat.

artus Mycobac. diff. LC PCR Kit UZivatelska pfirucka 09/2016
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Ke sledovani izolaéni procedury DNA a kontrolovani mozni inhibice PCR, slouZi interni kontrola

, ktera byla pfidana do izolace (viz “Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden

werden.Interni kontrola ” strana 12).

PouzZijte nasledujici pipetovaci schéma (schamtické znazornéni, viz Obrazek 1):

Pocet vzorku

1 12
Priprava Master Mycobac diff. LC Master 13 pl 156 pl
Mixu Mycobac. diff. LC Mg-Sol 2 ul 24 ul
Celkovy objem 15 ul 180 ul
Priprava PCR Master Mix 15l 15 ul kazdy
assaye Vzorek 5ul 5 ul kazdy
Celkovy objem 20 i 20 pl each

1. Napipetujte 15 Master Mixu do plastového rezervoaru kazdé kapilary.

2. Pridejte 5 pl elulovaného vzorku DNA. Odpovidajicim zplsobem pfidejte 5 pl, alespon
jednoho kvantifikaéniho standardu (M. tuberculosis LC QS 1-4) nebo pozitivni kontroly
(M. avium LC Control, M. intracellulare LC Control) musi byt pouzity jako pozitivni

kontrola a 5 pl vody voda, PCR ,grade*) jako negativni kontrola.

3. Zavrete kapilary.

4. Pro pfenos smési z plastového rezervoarudo kapilary, centrifugujte adaptéry
obsahujici kapilary ve stolni centrifuze po dobu 10 sekund a pfi maximalnich otackach

400 x g (2,000 rpm).

artus Mycobac. diff. LC PCR Kit UZivatelska pfirucka 09/2016
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Obrazek 1. Schematické znazornéni pro kontrolu purifickaéni procedury a PCR inhibice.

* Ujistéte se, zda veskeré komponenty byly rozmrazeny, dikladné promichejte a kratce centrifugujte.
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Programovani pfistroje LightCycler
Programovani pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5

Pro detekci DNA zastupct komplexu M. tuberculosis a komplexu M. avium, vytvorte teplotni profil
na vasem stroji LightCycler 1.1/1.2/1.5 podle nasledujicich 5 krokl (viz Obrazky 2—6).

Pocatecni aktivace Hot Start enzymu Obréazek 2
»Touch down* krok Obréazek 3
Amplifikace DNA Obréazek 4
Krivka tani Obréazek 5
Chlazeni Obrazek 6

Vénujte zvlastni pozornost nastavovani Analysis Mode, Cycle Program Data a Temperature

0 programovani pristroje LightCycler 1.1 / 1.2 / 1.5 v najdete v uzivatelské pfirucce.

Analysis Mode
Quantification 2
Melting Curves

Target Temperature (‘%
Incubation Time (hrsminsec
Tempersture Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|— r—Aoquisiu'on Maode

@@= Jook: oo o 3 oe @)

Obrazek 2. Pocatecni aktivace Hot Start enzymu.
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Analysis Mode JlEgE
Quantification

Melting Curves

Targel Temperature {
Incubation Time (hrs:min sec)
Tempearature Transition Pate ('C/ s)
Secondary Target Temperatura ('C)
Step Size ('C)
Stsp Delay (cycles)
rAcquisiﬁon Mode

Obréazek 3. ,,Touch down* krok.

Target Temperature

Incubation Time (hrsimin'sec)
Temperature Transition Rate ('C/s)
Secondery Target Temperature ('C)|
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
[—Aaquisition Mode

Obrazek 4. Amplifikace DNA.
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Obréazek 6. Chlazeni
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Programovani pfistroje LightCycler 2.0

1. Pro programovani PCR béhu na stroji LightCycler 2.0, aktivujte volbu New... v hlavnim
menu a vyberte LightCycler Experiment.

2. Dulezité: Nejprve zadejte pocet pfipravenychkapilar pro tento PCR béh (Max. Seek Pos.,
viz [1] na Obréazek 7).

3. Pro detekci DNA ¢lend komplexu M. tuberculosis a komplexu M. avium, vytvorte teplotni
profil na vagem stroji LightCycler 2.0 podle 5 kroku, uvedenych v nasledujici tabulce.

rychlost Velikost Zpozdéni
Cil ,»Hold“ snizovani kroku kroku Rezim Méd
Program [°C] [hh:mm:ss] [°CIs] Sek.cil [°C] [cykly] sniméni Cykly analyzy
Aktivace 95 00:00:20 20 0 0 0 None 1 None
95 00:00:01 20 0 0 0 None
Lfouch
65 00:00:15 20 58 1 0 None 10 None
down*
72 00:00:15 10 0 0 0 None
95 00:00:01 20 0 0 None
Amplifikace
P 55 00:00:20 20 0 0 Single 40  Kvantifikace
DNA
72 00:00:15 10 0 0 None
95 00:00:00 20 0 0 None
Kfivka tani 45 00:00:10 20 0 0 None 1 KFivky tani
80 00:00:00 0.1 0 0 Cont.
Chlazeni 40 00:00:30 20 0 0 0 None 1 None

4. Pro zadani specifikaci vzorku, aktivujte tlaitko Samples.

5. V okné Capillary View, zdejte nejprve pocet planovanych PCR preparati v PCR béhu
(Sample Count).

6. Pojmenujte vzorky v nabidce Sample Name.
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7. V nabidce Selected Channels, vyberte fluorescenéni kanal 640 pro detekci analyzovaného
PCR komplexu M. tuberculosis/M. avium.

8. V nabidce Selected Channels, vyberte fluorescencéni kanal 705 pro detekci interni kontroly
PCR

9. Pro definici standard(l a pfifazeni pfislusnych koncentraci, vyberte volbu Absolute
Quantification v nabidce Analysis Type (viz “Kvantifikace” strana 12Fehler! Textmarke
nicht definiert.).

Ujistéte se, Ze funkce Enable Controls neni aktivovana. V opaéném pfipadé je omezen
vybér moznosti analyzy pro analyzu dat. (Rezim Fit Points neni dostupny; viz “Analyza
PCR dat ze stroje LightCycler 2.0 ,” strana 24).

10.V nabidce Target Name, pfifadte cilovou sekvenci, kterd mé byt detekovana (komplex M.
tuberculosis/M. avium) ve zvoleném fluorescenénim kanale 640.

11.V nabidce Target Name, pfifadte pfifadte cilovou sekvenci, kterd ma byt detekovana
(interni kontrola) ve zvoleném fluorescencnim kanale 705.
12.Dokon¢eni sloupce Target Name muGze byt usnadnéno funkci Auto Copy....

Chcete-li definovat Target Name pomuze Vam to ziskat lepSi prehled, nicmémé neni to
striktné vyZadovano pro analyzu dat.

13.K vytvoreni standardni kfivky analyzy dat, definujte kvantifikacni standardy s pFisluSnymi
koncentracemi. Vyberte Standard v nabidce Sample Type a zadejte odpovidajici
koncentrace pro kazdy standard v nabidceConcentration.

14.Naprogramovany teplotni profil mize byt uloZzen v pog¢ita¢i na pevném disku, pro
znovupoziti pfi naslednych bézich. Za timto u¢elem aktivujte funkci Save As... v nabidce

File. Potom se utevie nové okno.

15.Vyberte v nabidce Templates and Macros, podnabidku Run Templates a uloZete data
s prisluSnym nazvem.
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16.Pro zahajeni PCR béhu, prekliknéte do pole Run a aktivujte funkci Start Run (viz [2] na
obrazku 7).

PCR program zapo¢ne poté, co je zadano umisténi, kam maji byt data ulozena.
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Obrazek 7. Zahajeni PCR béhu.
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Interpretace vysledku

Analyza PCR dat ze stroje LightCycler 1.1/1.2/1.5

Pro analyzu PCR dat, pofizenych strojem LightCycler 1.1/1.2/1.5, doporu€ujeme pouzivat
LightCycler Software Version 3.5.

Ve vicebarevnych analyzach, dochazi k ruSeni mezi kanyly fluorimetru. Program LightCycler
1.1/1.2/1.5 instrument’s software, obsahuje soubor, nazvany Color Compensation File, ktery
kompenzuje toto ruseni.

1. Otevrete Color Compensation File pfed, béhem, nebo po PCR béhu aktivaci pfislusného
tlacitka Choose CCC File nebo Select CC Data button.

2. Jestlize neni nainstalovan soubor Color Compensation File, vygenerujte tento soubor
podle instrukci uvedenych v uzivatelské pfiru€ce LightCycler Operator’'s Manual.

Potom co je aktivovan Color Compensation File, samostatné signaly se objevi v kanalech
fluorimetru F1, F2 a F3.

3. Pro analyzu PCR vysledku s artus Mycobac. diff. LC PCR Kit, vyberte mozZnost zobrazeni
fluoresce F2/Back-F1 pro analyzovany PCR komplex M. tuberculosis/M. avium PCR a
F3/Back-F1 pro pfislusnou interni PCR kontrolu.

Pro analyzu kvantitativnich béhu, nasledujte instrukce v kapitole “Kvantifikace” strana
12Fehler! Textmarke nicht definiert..

Mozné jsou nalsedujici vysledky:
® Signal detekovany v kanale fluorimetru F2/Back-F1.

Vysledek analyzy je pozitivni. Vzorek obsahuje DNA jednoho nebo vice ¢lent komplexu
M. tuberculosis a/nebo komplexu the M. avium.

V tomto pfipadé detekce signélu v kanale F3/Back-F1 je postradatelnd, nebot vysoké
pocateéni koncentrace DNA komplexu M. tuberculosis (pozitivni signal v kanale
F2/Back-F1) muZze vést ke snizeni, nebo absenci fluorescenéniho signalu interni kontroly
v kandle F3/Back-F1 (kompetice).

Je tfeba rozliSovat mezi komplexem M. tuberculosis, poddruhy M. avium a M. intracellulare
na bazi bodu tani (kanal F2/Back-F1, program Melting Curve). Bod tani pro zastupce
komplexu M. tuberculosis by mél byt v 60°C, pro poddruhy M. avium v 63.5°C a pro M.
intracellulare v 55°C. RozliSeni mezi komplexy M. tuberculosis a M. avium jsou zobrazeny
na Obréazek 8.
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Odlisnosti mezi jednotlivymi stroji LightCycler mohou zpUsobit odchylku v bodech tani o 1—
2°C. Nicméné tato odchylka bude stejna pro vSechny 3 body tani. Odlisné podminky
extrakce a €inidla, mohou vyustit v nepatrné odliSnosti v bodech tani vzork( od dodavanych
kontrol. PCR by méla byt opakovana jestlize odchylka bodu tani analyzovaného a kontroly
je vétsi jak 1°C. Pro nékteré druhy mycobacteria, mizou byt pozorovany body tani které se
odchyluji od vy$e uvedeného. V tomto pfipadé se obrate na kapitolu (viz “Reseni problému”
strana 30Fehler! Textmarke nicht definiert.).

® Nedetekovan zadny signal v kanéle fluorimetru F2/Back-F1. Ve stejném Case se vSak
objevuje signal v kanale pro interni kontrolu F3/Back-F1.

Ve vzorku neni zadna DNA komplexu M. tuberculosis nebo komplexu M. avium.V tomto
pfiadé Ize povaZovat vzorek za negativni .

V pfipadé negativity komplexu M. tuberculosis/M. avium complex PCR, detekovany signal
interni kontroly vylu€uje moznost inhibice PCR.

® Jestlize neni detekovan zadny signal v kanale F2/Back-F1 nebo v kanale F3/Back-F1,
nemuze byt uzaviena diagndza.

Priklady pozitivnich a negativnich PCR jsou zobrazeny na Obrazku 9 a Obrazku 10.
Informace tykajici se zdroji chyb a jejich Fedeni Ize nalézt v kapitole “Re$eni problému”

strana 30.
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Obrazek 8. RozliSovani mezi komplexem M. tuberculosis a komplexem M. avium
v kanalech fluorimetru F2/Back-F1 stroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 (Program: Krivka tani).
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Obréazek 9. Detekce kvantifikaénich standardt (M. tuberculosis LC QS 1 — 4) a pozitivnich
kontrol (M. avium LC Control, M. intracellulare LC Control) v kanéle fluorimetru F2/Back
F1 na stroji LightCycler 1.1/1.2/1.5. NTC: non-template control (negativni kontrola).
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Obrazek 10. Detekce interni kontroly v kanale fluorimetru F3/Back F1 na stroji
LightCycler 1.1/1.2/1.5 Stroj se simultalni amplifikaci kvantifikaénich standardu

(M. tuberculosis LC QS 1-4) a pozitivnich kontrol (M. avium LC Control, M. intracellulare
LC Control). NTC: non-template control (negativni kontrola).
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Analyza PCR dat ze stroje LightCycler 2.0

Pro analyzu PCR dat, pofizenych strojem LightCycler 2.0, pouzivejte LightCycler Software

Version 4.0. Ridte se pokyny uvedenymi v LightCycler 2.0 Instrument Operator's Manual, Version
4.0.

Pro analyzu PCR dat postupuijte nasledovné (viz Obrazek 11):

1.
2.

Aktivujte funkci Analysis v pruhu nabidky a zvolte volbu Absolute Quantification.

V zasadé vSechna data amplifikace, generovana s Artus Mycobac. diff. LC PCR Kit, by méla
byt analyzovana pomoci této funkce.

Program LightCycler Software Version 4.0 obsahuje soubor s ndzvem Color
Compensation File, ktery kompenzuje interferenci vicebarevnych analyz ve
fluorescenénich kanalech. Oteviete tento soubor v pribéhu, nebo po ukonéeni PCR béhu
aktivaci Color Comp (On/Off) a nasledné aktivaci tlacitka Select Color Compensation
(viz Obrazek 11).

Jestlize neni nainstalovan Color Compensation File, vygenerujte tento soubor podle
instrukci uvedenych v pfiru¢ce LightCycler Operator’s Manual.

Potom, co je aktivivana funkce Color Compensation File, samostatné signély se objevi ve
fluorescenénich kanalech.

Pro analyzu PCR vysledk( ziskanych se soupravou artus Mycobac. diff. LC PCR Kit,
vyberte moznost zobrazeni fluorescence v kanale 640/Back 530 pro analyzovany PCR
komplex M. tuberculosis/M. avium a kanél 705/Back 530 pro pfisluSnou interni PCR
kontrolu.
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Obrazek 11. Aktivace souboru Color Compensation a vybér fluorescenéniho kanalu.
Pro analyzu kvantitativnich bé&ha, nasledujte instrukce v kapitole “Kvantifikace” strana 12.

Po skonc&eni analyzy jsou mozné nalsedujici vysledky:
® Detekovany signal ve fluorescenénim kanale 640/Back 530.

Vysledek analyzy je pozitivni. Vzorek obsahuje DNA jednoho nebo vice zastupct komplexu
M. tuberculosis a/nebo komplexu M. avium.

V tomto pfipadé detekce signélu v kanale 705/Back 530 je postradatelnanebot vysoké
pocatecni koncentrace DNA komplexu M. tuberculosis (pozitivni signél v kanale 640/Back
530) mGze zplsobit redukci, nebo absenci fluorescenéniho signalu interni kontroly v kanale
705/Back 530 (kompetice).

Je tfeba rozliSovat mezi komplexem M. tuberculosis, poddruhy M. avium a M. intracellulare
na zakladé bodu tani (kanal 640/Back 530, program: Melting Curve). Bod tani pro zastupce
komplexu M. tuberculosis je oCekavan v 60°C, pro poddruhy M. avium v 63.5°C a pro M.
intracellulare v 55°C. RozliS§eni mezi komplexem M. tuberculosis a komplexem M. avium ve
fluorescenénim kanale 640/Back 530 stroje LightCycler 2.0 je zobrazeno na obrazku
Obrazek 12.

Odlisnosti mezi jednotlivymi stroji LightCycler mohou zpUsobit odchylku v bodech tani o 1
2°C. Nicméné tato odchylka bude stejna pro vSechny 3 body tani. Odlisné podminky

extrakce a ¢inidla, mohou vyustit v nepatrné odlinosti v bodech tani vzork( od dodavanych
kontrol. PCR by méla byt opakovana jestlize odchylka bodu tani analyzovaného a kontroly
je vétsi jak 1°C. Pro nékteré druhy mycobacteria, mizou byt pozorovany body tani které se
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odchyluji od vy$e uvedeného. V tomto pFipadé se obrate na kapitolu (viz “Redeni problémi”
strana 30.).

® Jestlize neni detekovan zadny signal v kandle fluorimetru 640/Back 530 a v stejném Case
se vSak objevuje signal v kandle pro interni kontrolu705/Back 530, pak Ve vzorku neni
2adna DNA komplexu M. tuberculosis, nebo komplexu M. avium.V tomto pfiadé Ize
povazovat vzorek za negativni .

V pfipadé negativity komplexu M. tuberculosis/M. avium complex PCR, detekovany signal
interni kontroly vylu€uje moznost inhibice PCR.

® Jestlize neni detekovan signal v kanale 640/Back 530, nebo v kandle 705/Back 530,
nemUze byt uzaviena dignoza.
PFiklady pozitivni a negativnich PCR reakci jsou uvedeny na Obrazku 13 a Obrazku 14.

Informace tykajici se zdroj chyb a jejich FeSeni Ize nalézt v kapitole “Reseni problému*
strana 30.
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Obrazek 12. Rozliseni mezi komplexem M. tuberculosis a komplexem M. avium ve
fluorescenénim kanale 640/Back 530 na stroji LightCycler 2.0 (Program: Melting Curve).
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Obrazek 13. Detekce kvantifikaénich standarda (M. tuberculosis LC QS 1-4) a pozitivnich

kontrol (M. avium LC Control, M. intracellulare LC Control) ve fluorescenénim kanale
640/Back 530 strojeLightCycler 2.0. NTC: non-template control (negativni kontrola).

M. avium Control
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Obrazek 14Detekce interni kontroy ve fluorescenénim kanale 705/Back 530 stroje
LightCycler 2.0 se simultalni amplifikaci kvantifikacnich standarda (M. tuberculosis LC
QS 1-4). NTC: non-template control (negativni kontrola).
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Res

eni problému

Naméty a pripominky

Zadny signal u kvantifikaénich standardii (M. tuberculosis LC QS 1-4) a pozitivnich

kontrol (M. avium LC Control, M. intracellulare LC Control) ve fluorescenénim kanale
F2/Back-F1 or 640/Back 530

a)

b)

d)

Vybrany fluorescenéni
kanal pro analyzu PCR dat
neni kompatibilni s
protokolem

Nespravné naprogramovani
teplotniho profilu stroje
LightCycler 1.1/1.2/1.5 nebo
stroje LightCycler 2.0

Nespravna konfigurace
PCR reakce

Nebyly dodrzeny skladovaci
podminky pro jednu, nebo
vice soucasti, uvedenych v
instrukcich soupravy, nebo
doslo k expiraci souprvy
artus Mycobac. diff. LC
PCR Kit

Pro analyzu dat vyberte fluorescenéni kanaly F2/Back-F1
nebo 640/Back 530, pro analyzovany PCR komplex
M. tuberculosis/M. avium a fluorescenéni kanaly F3/Back-
F1 nebo 705/Back 530 pro interni kontrolu PCR.
Porovnejte teplotni profil s protokolem
(viz Programovani pfistroje LightCycler ,” strana 16).

Zkontrolujte vaSe pracovni kroky s pilpetovacim
schématem (viz “Pfiprava PCR” strana 13) a v pfipadé
nutnosti opakujte PCR.

Zkontrolujte skladovaci podminky ¢inidel (viz ,Skladovani
a manipulace s ¢inidly” strana 8roof*) a dobu expirace (viz
Stitek soupravy).V pfipadé nutnosti pouzijte novou

soupravu.

Slaby nebo zadny signal interni kontroly ve fluorescenénim kanale F3/Back F1 nebo
705/Back 530 a simultélni absence signélu v kanéle F2/Back F1 nebo 640/Back 530 pro
specificky PCR komplex M. tuberculosis/M. avium

a)

Podminky PCR nejsou
v souladu s protokolem

Zkontrolujte podminky PCR (viz ,Zadny signal u
kvantifikaénich standard(l a pozitivnich kontrol,” viz vyse)

V pfipadé nutnosti opakujte PCR v souladu s protokolem
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Naméty a pripominky

b) Inhibice PCR

c) DNA byla ztracena pfi
extrakci

d) The storage conditions for
one or more kit components
did not comply with the
instructions or the artus
Mycobac. diff. LC PCR Kit
had expired

Ujistéte se, ze jste pouzili doporu¢enou metodu izolace

(viz “lzolace lzolace DNA ,” strana 10) a pozorné

nasledujte pokyny vyrobce.

Uistéte se zda byl v prabéhu izolace DNA, pfed eluci DNA,
proveden doporuceny krok dodateéné centrifugace. Tento
krok odstarnéni zbytkovy ethanol (viz “lzolace DNA ,”

strana 10).

Chybéjici signal interni kontroly muaze byt zpusoben
ztrdtou DNA v prabéhu extrakce. Ujistéte se, ze jste pouzili
doporuenou metodu izolace (viz “Izolace Izolace DNA ,”
strana 10) a pozorné nasledujte pokyny vyrobce.

Zkontrolujte skladovaci podminky (viz “Skladovéani a
manipulace s €inidly” strana 8)a dobu expirace (viz Stitek

soupravy). V pfipadé nutnosti pouzijte novou soupravu.

Signal ve fluorescenénim kanale pro negativni kontrolu F2/Back-F1 nebo 640/Back 530

analytické PCR

a) Objevila se kontaminace
béhem procesu izolace

Opakujte PCR s novymi Cinidly v replikatech.

Jestlize to je mozné, uzaviete PCR zkumavky ihned po
pfidani testovaného vzorku.

Pozitivni kontrolu pipetujte vzdy jako posledni.

Ujistéte se, ze pracovni prostor a nastroje jsou
dekontaminovany v pravidelnych intervalech.
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Naméty a pripominky

b) Objevila se kontaminace Opakujte extrakci a PCR vzorkd, za pouziti novych Cinidel.
béhem izolace
Ujistéte se, ze pracovni prostor a nastroje jsou
dekontaminovany v pravidelnych intervalech.

Analyza krivky tani ve fluorescenénim kanale F2/Back-F1 nebo 640/Back 530
neumoznuje jasné prifazeni k jedné ze 3 detekovatelnych mycobacterialnich skupin

a) Vzorek obsahuje DNA Bod tani je pfiblizné 52°C.
sérovaru M. intracellulare 7
nebo 18

b) Vzorek obsahuje DNA M. Bod tani je pfiblizné 53°C.
marinum a/nebo

M. ulcerans

c) Vzorek obsahuje DNA M. Bod tani je pfiblizné mately 62°C.
haemophilum

d) Vzorek obsahuje DNA Vysetfeni urcitych mycobacterialnich druht neni mozné.
jinych mycobacterialnich
druht, nez zastupcu
komplext M. avium a M.
tuberculosis a také M.
marinum a M. ulcerans

Mate-li jakékoli dalsi otazky, nebo pokud se vyskytnou problémy, obratte se na technicky servis
QIAGEN .
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Kontrola kvality

V souladu s QIAGEN’s ISO 9001 a ISO 13485-ovéfené Total Quality Management System, kazda
Sarze artus Mycobac. diff. LC PCR Kit je testovana proti pfedem stanovenym specifikacim
k zajiSténi konstatni kvality vyrobka.

Omezeni

® Vyrobek m& byt pouzivan pouze specialné vyskolenym a trénovanym personalem v in vitro
diagnostickych postupech.

® Je pozadovano striktni dodrzovani instrukci v uzivatelské pfiru¢ce, pro dosazeni optimalnich
vysledkua PCR.

® Meéla by byt vénovana pozornost, datmu expirace vSech soucasti, které je uvedeno krabicce
a na S§titku kazdé soucasti soupravy. Nepouzivejte prosla Cinidla.

® Ackoliv je to vzacné, muatce ve vysoce konzervované €asti bakterialniho genomu, kterou
pokryvaji primery a/nebo sondy, mohou mit za nasledek nizkou kvantifikovatelnost nebo
selhani detekéni schopnosti bakterie. Platnost a vykonnost navrZeni testu jsou
vyhodnocovany v pravidelnych intervalech.
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FunkcCni charakteristiky

Analyticka senzitivita

Aby bylo mozné urcit analytickou citlivost artus Mycobac. diff. LC PCR Kit, standardni Fedici fada
byla vytvofena od 50 do koncovych 0.05 M. tuberculosis kopii* ekvivalentd/pl a od 50 do
koncovych 0.39 M. avium stejné tak M. intracellulare kopii ekvivalentd/ul a analyzovana na stroji
LightCycler 1.1/1.2/1.5 v kombinaci s artus Mycobac. diff. LC PCR Kit. Testovani probihalo ve 3
riznych dnech na 8 v 8 opakovénich. Vysledky byly uréeny probit analyzou a jsou zobrazeny v

Tabulce 1 a. Grafické znazrnéni je uvedeno na Obrazcich 15-17.

Table 1. Detekéni limity cilti spolu s artus Mycobac. diff. LC PCR Kit

Cil Detekéni limit (p = 0.05)
M. tuberculosis complex 1.5 kopii/pl
M. avium subspecies 3.8 kopii/pl
M. intracellulare 2.8 kopii/pl

To znamena, Ze existuje 95% pravdépodobnost, Ze bude detekovano 1.5 copies/ul (komplexu M.
tuberculosis ), 3.8 coii/ul (poddruhu M. avium) a 2.8 kopii/pl (M. intracellulare)

Probit analyza: Mycobacterium tuberculosis (LightCycler1.1/1.2/1.5)

: i 0.17992 A 1.5 copiesiyl (35%)

Propomer

“iog (oose}

Obréazek 15. Analyticka senzitivita artus Mycobac. diff. LC PCR Kit (M. tuberculosis) na
stroji LightCycler 1.1/1.2/1.5.

* Standard je klon PCR produktu, jehoZ koncentrace byla stanovena absorbci a fluorescenéni spektrofotometrii.
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Probit analyza: Mycobacterium avium (LightCycler1.1/1.2/1.5)

nis -

v ' 088430 2 38 coplesiul (96%)

Progarmons
-

0p (05%4)

Obrazek 16. Analyticky senzitivita artus Mycobac. diff. LC PCR Kit (M. avium) na stroji
LightCycler 1.1/1.2/1.5.

Probit analyza: Mycobacterium intracellulare (LightCycler1.1/1.2/1.5)

0.44453 2 2.8 copiesiyl (96%)

Proporanms

14 1 04 0 0 ! 14 3
1og (cose)

Obrazek 17. Analyticka senzitivita artus Mycobac. diff. LC PCR Kit (M. intracellulare) na
stroji LightCycler 1.1/1.2/1.5.

Specifita

Specifita artus Mycobac. diff. LC PCR Kit je v prvé fadé zajiSténa vybérem peimer( a sond, stejné
tak vybérem pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy byly testovany na mozné homologie
vSech sekvenci, publikovanych v genetickych bankéach, pomoci srovnavaci analyzy. Tim je

zajisténa detekovatelnost vSech zastupcl komplexu M. tuberculosis a komplexu M. avium.
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Kromé toho byla specifita validovana s 90 rliznymi negativnimi komplexy M. tuberculosis a M.
avium (30 hlen, 30 BAL a 30 vzorkd bronchialnho sekretu). Tyto vzorky negenerovaly zadny
signal s primery a sondami komplexu M. tuberculosis/M. avium complex, jeZ jsou soucasti
Mycobac. diff. LC Master. Chcete-li urcit specifitu artus Mycobac. diff. LC PCR Kit, kontrolni
skupina, kterd byla testovana na zkfizenou reaktivitu, je uvedena v Tabulce 2. Zadny
z testovanych patogent nebyl reaktivni.

Tabulka 2. Testovani specifity soupravy s potencialné reaktivnimi patogeny.

M. tuberculosis/
komplexM. avium Interni kontrola
(F2/Back-F1 or (F3/Back-F1 or
Kontrolni skupina 640/Back 530) 705/Back 530)
Actinomyces israelii - +
Aeromonas hydrophila - +
Bordetella pertussis - +
Candida albicans - +
Chlamydia trachomatis - +
Chlamydia pneumoniae - +
Citrobacter freundii - +
Corynebacterium diphtheriae - +
Corynebacterium jeikeium - +
Cryptococcus neoformans - +
Eikenella corrodens - +
Enterobacter aerogenes - +
Enterobacter cloacae - +
Enterococcus faecalis - 4
Enterococcus faecium - +
Escherichia coli - 4
Fusobacterium nucleatum ssp. polymorphum - +
Haemophilus influenzae - +
Haemophilus parainfluenzae - +

artus Mycobac. diff. LC PCR Kit UZivatelska pfirucka 09/2016

36



Kontrolni skupina

M. tuberculosis/
komplexM. avium
(F2/Back-F1 or
640/Back 530)

Interni kontrola
(F3/Back-F1 or
705/Back 530)

Klebsiella pneumoniae
Lactobacillus acidophilus
Neisseria gonorrhoeae
Neisseria meningitidis
Nocardia asteroides
Nocardia brasiliensis
Nocardia farcinia

Nocardia otitidiscaviarum
Peptostreptococcus productus
Porphyromonas gingivalis
Prevotella denticola
Propionibacterium acnes
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella enteritidis
Salmonella typhi
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus mutans
Streptococcus pneumoniae
Streptomyces venezuelae

Veillonella parvula

Xanthomonas maltophilia

+

+
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Velké mnozstvi DNA mycobacterialnich druhd, které nepatfi do komplexu M. tuberculosis/M.
avium muze vést k selhani interni kontroly (viz Tabulka 3). Navic je mozna tvorba amplifikacni
kfivky v kanale fluorimetru F2/Back-F1 a/nebo kfivka tani. Ale pro vSechny testované mikrobialni
druhy, je mozna analyza kfivky tani coz umoziuje rozliSeni komlext M. tuberculosis/M. avium
(viz Tabulka 3).

Tabulka 3: Testovani specifity soupravy s potencialné kfizové reaktivnimi
mycobacteriemi.

M. tuberculosis/
M. avium
complex Interni kontrola Bod tani

(F2/Back-F1 or (F3/Back-F1 or (F2/Back-F1 or
Druhy 640/Back 530) 705/Back 530) 640/Back 530)
Mycobacterium celatum + _ 49.5°C
Mycobacterium chelonae - - —
Mycobacterium fortuitum - — _
Mycobacterium gordonae - + _
Mycobacterium + _ 62.0°C
haemophilum
Mycobacterium kansasii - - 49.0°C
Mycobacterium lentiflavum + _ 50.0°C
Mycobacterium malmoense - _ 50.0°C
Mycobacterium marinum + _ 53.5°C
Mycobacterium _ _ _
scrofulaceum
Mycobacterium szulgai - _ 50.5°C
Mycobacterium ulcerans + _ 53.5°C
Mycobacterium xenopi - + _

Presnost

PFfesné udaje o artus Mycobac. diff. LC PCR Kit byly nashromazdény pomoci stroje LightCycler
1.1/1.2/1.5 a umoznuji urcit celkovy rozptyl testu. Celkovy rozptyl se sklada z variability testu
(variabilita vice vysledkd vzorkd o stejné koncentrace v ramci jednoho experimentu), z variability
mezi testy (variabilita vice vysledku testl byla generovana na rliznych strojich stejného typu ve
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stejné laboratofi) a variabilitou mezi $arzemi (variabilita vice vysledk( testu pfi pouziti raznych
Sarzi). Ziskané udaje byly pouzity pro stanoveni standardni odchylky, rozptylu a variaéniho
koeficientu pro patogen-specifické a interni kontroly PCR.

PFfesné udaje o artus Mycobac. diff. LC PCR Kit byly nashromazdény pouzitim kvantifikacnich
Udaje o presnosti byly vypogitany na zakladé Cr hodnot amplifikaénich kfivek (Cr: threshold
cyklu, viz Table 4). Kromé toho pfesnost dat pro kvantitativni vysledky copies/pl byly stanoveny
pomoci odpovidajicih Cr hodnot (viz Tabulka 4). Na zakladé téchto vysledkl, celkovy statisticky
rozptyl kazdého vzorku o uvedené koncenmtraci je 1.42% (Ct) nebo 12.17% (kopii/ul) a pro
detekci interni kontroly 1.36 % (Cr). Tyto hodnoty jsou zalozeny na souhrnu vSech jednotlivych
stanovenych hodnot variabilit.

Tabulka 4. Pfesné udaje na zakladé Cr hodnot

Variacni
Standardni koeficient
odchylka Odchylka (%)
Variabilita v rdmci testu:
. 0.15 0.02 0.73
M. tuberculosis LC QS 4
Variabilita v rdmci testu:
i 0.16 0.02 0.78
Interni kontrola
Variabilita v rdmci testu:
. 0.23 0.06 1.42
M. tuberculosis LC QS 4
Variabilita v rdmci testu:
i 0.33 0.11 1.65
Interni kontrola
Variabilita mezi Sarzemi:
. 0.25 0.06 1.23
M. tuberculosis LC QS 4
Variabilita mezi Sarzemi:
i 0.23 0.06 1.17
Interni kontrola
Celkova variabilita:
. 0.29 0.08 1.42
M. tuberculosis LC QS 4
Celkova variabilita:
) 0.27 0.07 1.36
Interni kontrola
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Tabulka 5. Pfesné udaje na zakladé kvantitativnich vysledkd (v kopiich/pl)

Variaéni
Standardnf koeficient
odchylka Odchylka (%)
Variabilita v rdmci testu:
. 5.35 28.57 10.64
M. tuberculosis LC QS 4
Variabilita v rdmci testu:
. 7.44 55.40 14.73
M. tuberculosis LC QS 4
Variabilita mezi Sarzemi:
) 5.07 25.67 10.08
M. tuberculosis LC QS 4
Total variance:
. 6.13 37.56 12.17
M. tuberculosis LC QS 4

Robustnost

Ovéreni robustnosti umoznuje stanoveni celkové chybovosti artus Mycobac. diff. LC PCR Kit.
Celkem 30 komplex - negativnich M. tuberculosis/M. avium vzorkl z hlenu, BAL a bronchialniho
sekretu bylo obohaceno o 12.5 kopii/pl eluéniho objemu kontrolni DNA M. avium (pfiblizné 3-
nasobné koncentrace limitu analytické senzitivity). Po extrakci pfi pouziti QIAamp DNA Mini Kit
(viz “Izolace Izolace DNA ,” strana 10), byly tyto vzorky analyzovany soupravou artus Mycobac.
diff. LC PCR Kit. Pro vSechny vzorky M. avium doséahla chybovost hodnoty 0%. Kromé toho byla
posuzovana i robustnost interni kontroly purifikaci a analyzou vzorkl komplex-negativnich
M. tuberculosis/M. avium z hlenu, BAL a vzorkd bronchialniho sekretu (30 kazdy). Chybovost
doséahla 0%. Inhibice nebyly pozorovany. Tedy robustnost souprav artus Mycobac. diff. LC PCR
Kit je =2 99%.

Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti umozfiuji pravidelné hodnoceni vykonnosti artus Mycobac. diff. LC
PCR Kit stejné tak srovnavani Gginnosti s ostatnimi produkty. Tyto data se ziskavaji Ucasti v
zavedenych programech zpusobilosti.
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Symboly

Symbol Definice symbolu
E Pouzitelné do
LOT Cislo arze

Vyrobce

imE K

VD

<

N>

Katalogové cislo

Cislo materialu

CE oznaceni pro Evropské shody

In vitro diagnostika zdravotnické zafizeni

Obsahuje ¢inidla v dostate€ném mnozZstvi pro <N> test
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Definice symbolu

GTIN

~3 880

o
7

c

Mg-Sol

Soucasti

Obsahuje

Cislo

Global Trade Item Number

Teplotni limity

Kvantifikaéni standard

Interni kontrola

Roztok hofc¢iku
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Tato stranka je zamérné prazdna
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Ochranné znadmky: QIAGEN®, QlAamp®, artus® (QIAGEN Group); LightCycler® (Roche Group); Triton™ (The Dow Chemical Company).
Registrované nazvy, ochranné znamky, atd. pouzité v tomto dokumentu, i kdyZ jako takové nejsou, nemaji byt povazovany za zakonem nechranéné.
The artus Mycobac. diff. LC PCR Kit je CE-oznacena diagnosticka souprava podle European In Vitro Diagnostic Directive 98/79/EC. Neni dostupné ve vSech zemich.

Aktudlni informace o licencich a produktové-specifickych vylouceni odpovédnosti, naleznete v pfislusném QIAGEN uZivatelské pfirucce k soupravé nebo v uzivatelském
manualu. QIAGEN uZivatelské pfirucky a uzivatelské manualy jou dostupné na www.giagen.com nebo mohou byt vyzadany od QIAGEN Technického Servisu nebo od
vaseho mistniho distributora.

Koupé tohoto produktu opravriuje kupce k jeho uZiti v ramci humanni in vitro diagnostiky. Neni poskytnut Zadny obecny patent nebo licence jina nez toto specifické pravo
uziti vychazejici z koupé.

KOUPI TOHOTO PRODUKTU SE UDELUJE KUPUJICIMU PRAVA PODLE JEDNOHO NEBO VICE U.S. PATENTU NOS 6,174,670, 7,160,998, 6,569,627 A 6,245,514 A
A JEJICH ZAHRANICNIMI PROTEJSKY, POUZIVAT TENTO PRODUKT VYHRADNE PRO ZAJISTENI IN VITRO DIAGNOSTICKYCH SLUZEB LIDEM A ZVIRATUM.
NENi POSLYTNUT ZADNY OBECNY PATENT NEBO LICENCE JINA NEZ TOTO SPECIFICKE PRAVO UZITi VYCHAZEJICI Z KOUPE, TO ZARUCUJE TENTO
DOKUMENT.

Omezena licenéni smlouva na artus Mycobac. diff. LC PCR Kit
Pouzitim produktu vyjadiuje kupec nebo uZivatel produktu souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Produkt smi byt pouzivan vyhradné v souladu s protokoly dodavanymi s produktem a timto manualem a pouze s komponenty obsazenymi v soupravé. QIAGEN
neposkytuje Zadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého dusevniho vlastnictvi k pouziti nebo k zaglenéni pfilozenych komponent soupravy s komponenty, které nejsou
zahrnuty v této soupraveé, s vyjimkou pfipad( uvedenych v protokolech dodavanych s produktem, tomto manudlu a dodatenych protokolech dostupnych na
www.giagen.com. Nékteré z téchto dodatecnych protokoll byly poskytnuty QIAGEN uzivateli pro uZivatele QIAGEN. Tyto protokly nebyly dikladné testovany ani
optimalizovany QIAGEN. QIAGEN za né neposkytuje Zadné zaruky a ani nezarucuje, Ze nebudou narusovat prava tietich stran.

Mimo vyslovné uvedenou licenci QIAGEN neposkytuje Zadnou zaruku, Ze tato souprava a/nebo jeji pouZiti neporusuje prava tretich stran.
Tato souprava a jeji komponenty jsou licencovany pro jedno pouZiti a nesmi byt znovu pouZity, obnoveny ¢i znovu prodany
QIAGEN 2zvlasté vyluéuje odpovédnost za jakékoliv jiné licence, vyjadiené ¢i implikované, nez vyslovné uvedené.

g r N

Kupec a uzivatel soupravy souhlasi s tim, Ze nepodnikne nebo nikomu neumozni podniknout kroky, které by mohly vést nebo usnadnit zakazané skutky uvedené
vyse. QIAGEN muze zakazy tohoto Licencniho ujednani prosadit u kazdého soudu a vyzadovat Ghradu véech vySetfovacich a soudnich poplatkd, inkl. poplatkd za
advokata, v rdmci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto Licenéniho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav dusevniho vlastnictvi vztahujicich se na tento kit a/nebo
jeho komponenty.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni, viz www.giagen.com.

HB-0034-006 151031227 10/2015 © 2007-2015 QIAGEN, viechna prava vyhrazena.
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