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Chlamydia pneumoniae
PCR Kit

C€

in vitro Diagnostics

Souprava je urena pro profesionalni pouZiti ve specializovanych klinickych a vyzkumnych laboratofich.

SloZeni soupravy

Interni standard je soucasti MasterMixu Obsahuje interni standard samostatné
pro kontrolu inhibice pro kontrolu inhibice a izola¢niho procesu
Cat. N CHP/ISIN/025 CHP/ISIN/050 CHP/ISIN/100 | CHP/ISEX/025 CHP/ISEX/050 CHP/ISEX/100
At o 25 reakci 50 reakci 100 reakci 25 reakci 50 reakci 100 reakei
1x750 pl 2x 750 pl 4x 750 pl 1x 750 pl 2x 750 pl 4 x 750 pl
POSITIVE CONTROL
Chlamydia pneumoniae 1x 200 pl 1x 200 pl 2 x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 2 x 200 pl
102 copies/ul

- - - 1x1000 pl 1x1000 pl 2x 1000 pl

Podminky skladovani a pfepravy

Soupravy je doporuéeno piepravovat pii teplotich v rozmezi -20 °C az -80 °C. Souprava je stabilni pfi teploté¢ —20°C 9 mésicti od data
vyroby. Opétovné zmrazovani a rozmrazovani MasterMixu, Interniho standardu anebo Pozitivni kontroly miize vést ke snizeni kvality
detekee. Vyrobcee proto doporucuje piipraveny MasterMix rozalikvotovat po 30 pl piimo do PCR zkumavek a takto skladovat pii -20 °C.
Pozitivni kontrolu a internf standard je mozné skladovat pfi 4 °C.

Vyrobce: GeneProof a.s., Vini¢ni 235, 615 00 Brno, Ceska Republika
Tel./Fax.: +420 543 211 679, e-mail: sales@geneproof.com, www.geneproof.com
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Informace o patogenu

Chlamydia pneumoniae je intracelularni respiracni patogen, vyvolavajici pfedevsim chronické bronchitidy, ,atypické” pneumonie a
sinusitidy. Infekce jsou v populaci bézné a ve véku 50 let je 70 % populace seropozitivni. Pienasi se kapénkovou infekei vétsina populace
se nakaz jiz v détstvi. Infekce byvaji v az 70 % piipadt asymptomatické a v pribéhu Zivota se mohou opakovat. Akutni i chronické
infekce respira¢niho traktu maji vztah k aktivaci bronchilniho astmatu. U starsich lidi je to jeden z patogent (vedle infekei Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrbalis, Streptococcns pnenmoniae), zpusobujicich zavazna chronicka obstruktivni plicni onemocnéni vyznacujici se
symptomy jako zvySeny objem sputa, zvysena purulence sputa a dyspnoea. Infekce respirac¢niho traktu byvaji po akutni fazi casto
chronické s perzistujicimi symptomy $patné¢ reagujicimi na ATB terapii. U déti do 5 let véku infekce C. prenmoniae souviseji se sypavosti a
pacientt s kloubnimi onemocnénimi. Infekce je také ¢astou komplikaci autoimunitnich o¢nich a revmatickych onemocnéni, souvisejicich
s ptitomnosti alely HLA-B27 (konjuktivitis, uveitis, reaktivni arthritis). Interpretace sérologickych diagnostickjch metod muze byt
z davodu vysoké seroprevalence v populaci a mozné asymptomatické persistenci. Proto je vhodné v diagnostice aktivni infekce vyuzit
piimého prikazu infekéniho agens metodou PCR, detekujici patogena v jakychkoliv klinickych materialech.

Princip metody

PCR kit je urcen pro detekci Chlamydia pneumoniae metodou real-time polymerazové fetézové reakce (real-time PCR). Detekce C.
pnenmoniae je zalozena na principu amplifikace specifické konzervativni sekvence DNA jednokopiového genu ompA a méfeni naristu
koncentrace amplifika¢niho produktu v prabéhu PCR pomoci fluorescenéné znacené sondy. Piitomnost C. puenmoniae je indikovana
narastem fluorescence FAM fluoroforu. V reakéni smési je zabudovan interni standard (IS), kontrolujici moznou inhibici PCR reakce,
eventuelné uc¢innost DNA izolacniho procesu. Pozitivni amplifikace IS je detekoviana ve fluorescenénim kandlu pro JOE fluorofor.
Detekéni souprava vyuziva technologii ,,hot start” minimalizujici nespecifické reakce a zajist’ujici maximalni senzitivitu a obsahuje uracil-
DNA-glykosylazu (UDG) kontrolujici moznou kontaminaci PCR reakce amplifika¢nimi produkty. Citlivost diagnostické soupravy je v
jednotkich genomu chlamydif na PCR reakci. To umozfiuje velmi vysokou citlivost laboratorni detekce C. pmenmoniae v klinickém
materialu. Kit je urcen pro i vitro diagnostiku a umoznuje kvalitativni detekci.

PCR soupravy firmy GeneProof jsou konstruovany tak, aby je bylo moZno pouZivat na real-time pfistrojich riznych vyrobcii.
Chlamydia pneumoniae PCR Kit byl validovan na nasledujicich pfistrojich:

Rotor-Gene™ 3000 (Corbett Life Science)

Rotor-Gene™ 6000 (Corbett Life Science)

7500 Real-Time PCR System (Applied Biosytems)

LightCycler® 2.0 (Roche)

LightCycler® 480 System (Roche)

SLAN Real-time Quantitative PCR Fluorescent Detection System (Shanghai Odin Scienc & Technology Co.)

Podrobné informace o pouZiti PCR kit na konkrétnich pfistrojich naleznete na www strankach vyrobce
(www.geneproof.com) anebo si je vyZadejte u dodavatele souprav.
Pro pouZiti soupravy na jinych real-time pfistrojich kontaktujte prosim vyrobce: support@geneproof.com

Upozornéni:
> Souprava je vyrobena v souladu s evropskou Smérnici Rady 98/79/ES jako diagnosticky zdravotnicky prostiedek 7z vitro.
> Pii manipulaci s pozitivni kontrolou nebo pii praci s klinickfm materialem dbejte zvysené opatrnosti, pfi nespravné manipulaci by

mohlo dojit ke kontaminaci a tim ke znehodnoceni slozek soupravy nebo MasterMixu! Za znehodnoceni soupravy nespravnou
manipulaci nebo skladovanim vyrobce neruéi.

> Soupravu je po pouziti doporuceno likvidovat podle aktudlni pravni dpravy s ohledem na skutec¢nost, Ze souprava neobsahuje
zadné nebezpeéné, infekéni nebo toxické latky, které by podléhaly zvlastnim bezpecnostnim pfedpisim a pouzité obalové
materidly jsou vyrobeny z papiru a z polypropylenu.


http://www.geneproof.com/
mailto:support@geneproof.com

Navod k pouZiti

Odbér a uchovavani vzorkt

Pro detekci Chlamydia pnenmoniae se odebiraji vzorky sputa, BALu, vytéry nasopharyngu, vytéry z nosni sliznice, stéry rohovky, tkang,
velmi informativni je také vySetfeni vzorku periferni krve (chlamydie se pfi infekeich v petiferni kevi vyskytuji) a synovialni tekutiny
u pacient s arthritidou. Odbér vsech typu vzorka kromé krve je nutno provést do sterilni zkumavky bez transportniho média a
transportovat do 12 hodin pfi +4 °C. Je tfeba odebrat cca 1 ml vzorkd télnich tekutin; stér nebo vytér na tampénu ,,na sucho®.
Odbér krve: vzorek nesrazlivé periferni krve se odebirdi do EDTA a transportuje pii +4 °C do 24h do laboratofe. Pfi delsim
skladovani je potfeba vSechny vzorky uchovavat zamrazené pii -20 °C.

DNA izolace
Izolaci DNA je mozno provadét na trhu dostupnymi izola¢nimi soupravami dle piislusnych protokolu pro izolaci pfislusného
mikroorganismu. Vyrobce doporucuje nasledujici izolaéni soupravy: PathogenFree DNA Isolation Kit (GeneProof).

Vsechny PCR kity GeneProof obsahuji interni standard (IS), pomoci kterého je mozné ucinné sledovat mozné inhibice v prabéhu
PCR amplifikace a pfipadné také uéinnost izolacniho procesu. Interni standard je pfesné definovany a kvantifikovany konstrukt
plasmidu a insertu pfipraveny cestami genového inzenyrstvi. Spole¢nost GeneProof vyviji a prodava dvé zakladni varianty PCR kitu,
které se lisf kompozici interniho standardu:

PCR Kit ISIN (Cat. No. CHP/ISIN...)
V této varianté PCR kitu je interni standard (IS) piimo soucasti zkumavky s MasterMixem. Tato varianta kitu umoznuje uc¢innou
kontrolu inhibice PCR reakce.

PCR Kit ISEX (Cat. No. CHP/ISEX...)

V této varianté PCR kitu je interni standard (IS) pfiloZzen jako samostatna soucast baleni. Tuto variantu PCR kitu lze vyuzit jak ke
kontrole inhibice PCR reakce, tak i ke kontrole Gi¢innosti izolace DNA.

Pii pouziti ISEX varianty PCR kita je IS pfidavan pfimo ke vzorku na pocéatku izolaéniho procesu tak, aby na 1 ul
vysledného elu¢niho objemu pfipadlo 0,1 pl IS:

Elu¢ni objem 25 ul 50 pl 100 pl 200 ul
Interni standard 2,5ul 5ul 10 pl 20 pl
PCR kit ISIN PCR kit ISEX
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PCR amplifikace

1. Do zkumavky pfidat 30 pl MasterMixu a 10 pl izolatu DNA nebo 10 pl Pozitivni kontroly. Vysledny objem reakéni smési

je 40 pl.

2. Zkumavky uzaviit, kratce centrifugovat, vlozit do pfistroje a programovat dle schématu:

Amplifika¢ni program:

UDG dekontaminace 37 °C/2 min.
pocitecni denaturace 95 °C/10 min.

denaturace
annealing
extenze
pocet cykla

Kvalitativni vyhodnoceni detekce
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Fluorescency Fluorescency
o =~ N ow s

Fluorescency

2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number

08 -
0,6
0,4
0,2
2 8 1420 26 32 38 44 50

Cycle number

0,8

0,4
0,2

2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number

Fluorescency
o = v ow &

Fluorescency

Fluorescency
o = b ow &

95 °C/5 sec.

60°C/ 40 sec. — éteni fluorescenéniho signalu

72°C/ 20 sec.
45

JOE
Interni standard

e

2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number

e

2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number

1
08
0,6
04
0,2
0

2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number

Vysledek

Pozitivni

Negativni

Nevalidni
vysledek




