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in vitro Diagnostics

Souprava je urCena 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 izolatniho procesu
EBV/ISIN/025 EBV/ISIN/050 EBV/ISIN/100 (| EBV/ISEX/025 EBV/ISEX/050 EBV/ISEX/100

25 reakci 50 reakci 100 reakei 25 reakci 50 reakei 100 reakci

1x 750 pl 2x 750 pl 4 x 750 pl 1x 750 pl 2x 750 pl 4 x 750 pl
Calibrator

25 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl
10* kopif/ul
Calibrator

L 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl
10° kopif/ul
Calibrator

L 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl
102 kopii/ul
Calibrator

s 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl
10" kopif/ ul

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

Podminky skladovani a pfepravy

Soupravy je doporuceno piepravovat pii teplotich v rozmezi -20 °C az -80 °C. Souprava je stabilni pfi teplot¢ —20°C 9 mésici od data
vyroby. Opétovné zmrazovani a rozmrazovani MasterMixu, Interniho standardu anebo Kalibratort muze vést ke snizeni kvality detekce.
Vyrobce proto dopotrucuje pfipraveny MastertMix rozalikvotovat po 30 pl pifmo do PCR zkumavek a takto skladovat pii -20 °C.
Pozitivai kontrolu a interni 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

Datum vydani: 15.2.2010 VERZE-03



Informace o patogenu

Infekece EBV jsou typické celosvétove vysokou promofenosti populace a schopnosti dlouhodobé az celozivotné perzistovat v organismu
(latentni infekce), stejné jako schopnosti vyvolavat lytickou infekci. Virus je spojovin, pfedevsim u pacientd s imunodeficitem, s fadou
malignich onemocnéni - u nas napt. Hodgkinova nemoc, T-lymfom, ¢i B-lymfomem. Vstupni branou infekce jsou vétsinou usta, virus
se pak mnoz{ ve slinnych Zlizach a v této fazi infekce je mozné jej nalézt ve slinach a vyplachu z nosohltanu. Poté napada B-lymfocyty,
imunitni systém reaguje masivni tvorbou ,atypickych mononukleara® (T lymfocyty CD8+). Infekce probiha casto bezpiiznakove. U
mladsich jedinct se manifestuje jako typicka infekéni mononukleéza (IM) s nilezem atypickych mononukleri a s pozitivni Paul-
Bunnelovou reakei. 'V séru se pii infekci objevuji specifické protilatky, jejichz detekce metodou ELISA je vyuzivana pfedevsim pro
diagnostiku EB virovych infekei détf a imunosuprimovanych pacienta (protildtky proti V'CA ve tiddch IgM, IgA nebo IgE (G nizkoaviditni 1¢G a
soutasné negativni anti-EBNA-1 pii lerstvé infekci; protilatky proti EBNA-1 eventuelné i EBNA 2,3A,3B,4 pii latentni infekci nebo EBV -iizené
Dhmfopriliferaci a malignité). Pfedevsim v analyze latentnich infekci byva uzivino také metod detekce antigeni piimou i nepfimou
imunofluorescenci (antigeny EBNA a LMP). Vyznam piimé DNA diagnostiky spociva pfedevsim v rozpoznani rizika komplikaci u
pacientl po transplantacich, s AIDS a u onkologickych pacienttl, kde velmi vhodné doplauje sérologické metody. Kvalitativni metody
detekce DNA EBV maji velmi nizkou predikéni hodnotu. Proto se v soucasné dobé pro piimou diagnostiku EB virovych komplikaci
doporucuji metody kvantitativni PCR, jejiz vysledky jsou velmi piinosné v piipadé, ze jsou interpretovany v souvislosti s vysledky
sérologickych vysetfeni a s ohledem na klinicky stav pacienta. Pro interpretaci vySetfeni jsou dulezité symptomaticky kritické hladiny virémie
(DNAémie), které jsou udavany v poétu kopii virového genomu na 50ul plasmy nebo na 2x105 leukocyta periferni krve, a jsou pro urcité
skupiny diagnéz typické (>10* u IM, >10° u chronickych aktivnich EBV infekcf). Na druhou stranu je tfeba nepodcenovat trvalé
dlouhodobé nizké (az hrani¢ni) pozitivity, které mohou byt voditkem pfi odhaleni lymfoproliferativnich infeke u imunosuptimovanych
pacientt a byvaji také davany do souvislosti se syndromem chronické unavy a dlouhodobych subfebrilii az febrilii nezndamé etiologie u
deéti. Pozitivni zachyt EBV v mozkomisnim moku je zndmy pfi lymfomu CNS u pacient s AIDS; u imunokompetentnich pacientd pak
pfi EBV encefalitidé. Detekce EBV metodou PCR v bioptickém vzorku je velmi piinosna pro rozpoznani EBV fizenych malignich
onemocnént, jejichz terapie se od jinych EBV negativnich malignich onemocnéni muize lisit.

Princip metody

Prikaz infekce EBV je zaloZen na principu detekce specifické konzervativni sekvence DNA jednokopiového genu pro ¢ast nuklearniho
antigenu EBNAT metodou real-time polymerazové fetézové reakce (real-time PCR). Pfitomnost EBV viru je indikovana narGstem
fluorescence FAM fluoroforu. V reakéni smési je zabudovan interni standard (IS), kontrolujici moznou inhibici PCR reakce a u¢innost
DNA izola¢niho procesu. Pozitivni amplifikace IS je detekovana 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. To umoziuje velmi vysokou citlivost laboratorni
detekce EBV ve vzorcich télnich tekutin. Kit je uré¢en pro 7 vitro diagnostiku a umozsiuje kvalitativni i kvantitativni detekei.

PCR soupravy firmy GeneProof jsou konstruovany tak, aby je bylo moZno pouZivat na real-time pfistrojich riznych vyrobcii.
Epstein-Barr Virus (EBV) 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® 480 System (Roche)

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

Podrobné informace o pouziti PCR kitd na konkrétnich pfistrojich naleznete na www strankiach 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.
> Pfi manipulaci s pozitivni kontrolou nebo pii praci s klinickym 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 nerudi.

> Soupravu je po pouziti doporuceno likvidovat podle aktudlni pravni Gpravy s ohledem na skutecnost, 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
Odbér vsech typu vzorkia krome krve (mozkomi$ni mok, biopsie, stéry, sliny) je nutno provést do sterilni zkumavky bez
transportnfho média a transportovat do 12 hodin pfi +4°C. Je tfeba odebrat od 50pl do 2ml vzorkd télnich tekutin (mozkomisni
mok, sliny); cca IxIxImm tkdné; stér nebo vytér na tampénu ,,na sucho®. Odbér krve: vzorek nesrazlivé periferni krve se odebira
do EDTA a transportuje pii +4°C do 24h do laboratofe. Pii delsim skladovani je potfeba vSechny vzorky uchovavat zamrazené pfi
-20°C.

DNA izolace

Izolaci DNA je mozno provadét na trhu dostupnymi izola¢nimi soupravami dle piislusnych protokold pro izolaci piislusného
mikroorganismu. Vyrobce doporucuje nasledujici izolacni soupravy:
PathogenFree DNA Isolation Kit (GeneProof); Arrow Viral NA Kit (NorDiag), Arrow Blood DNA Kit (NotDiag).

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

PCR kit ISIN (Cat. No. EBV/ISIN...)
V této varianté PCR kitu je interni standard (IS) pfimo soucast zkumavky s MasterMixem. Tato varianta kitu umoziuje ucinnou
kontrolu inhibice PCR reakce.

PCR kit ISEX (Cat. No. EBV/ISEX...)

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

Pfi pouziti ISEX varianty PCR kiti je IS pfidavan pfimo ke vzorku na pocatku izola¢niho procesu tak, aby na 1 pl
vysledného elu¢niho objemu pfipadlo 0,1 ul IS:

Elu¢ni objem 25 ul 50 pl 100 pl 200 pl
Interni standard 2,5 ul 5 ul 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 piistroje 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

Fluorescency

Fluorescency

Kvantitativni vyhodnoceni detekce
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Pri kvantitativnim hodnoceni vysledki je mozné validné méfit pouze koncentrace v rozsahu daném kalibraéni kiivkou.

Kvantifikace vzorkd, jejichz koncentrace pfesahuje horni mez pro méfeni dané rozsahem kalibra¢ni kiivky (kalibratorem
s nejvyssi koncentraci) je pouze orientacni. Tyto vzorky je mozno nafedit a stanoveni opakovat.

Vzorky s koncentraci nizsi nez je dolni mez pro méfeni dané rozsahem kalibra¢ni kiivky (kalibritorem s nejnizsi koncentraci)

je mozno kvantifikovat pouze orienta¢né.

Pro piepocet koncentrace vzorku na jednotky/ ! s ohledem na izolacni postup lze pouzit nasledujici vzorec:

cVZ
EO

Koncentrace/ml =

cVZ x EO

= koncentrace vzorku v jednotkach/ul
= zvoleny elu¢ni objem v ul
= objem materidlu pouzitého k izolaci v ml




