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in vitro Diagnostics

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

SloZeni soupravy

Interni standard je soucasti MasterMixu
pro kontrolu inhibice

Obsahuje interni standard samostatné
pro kontrolu inhibice a izola¢niho procesu

Cat. N MT/ISIN/025 MT/ISIN/050  MT/ISIN/100 MT/ISEX/025 MT/ISEX/050  MT/ISEX/100
A o 25 reakci 50 reakci 100 reakci 25 reakci 50 reakci 100 reakci
1x750 pl 2x 750 pl 4 x 750 pl 1x 750 pl 2x 750 pl 4 x 750 pl
POSITIVE CONTROL
Mycobacterium tuberculosis 1x 200 pl 1x 200 pl 2x 200 pl 1x 200 pl 1x 200 pl 2 x 200 pl
102 copies/ul
- - - 1x 1000 1x 1000 2 x 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 pii 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: 1.3.2010
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Informace o patogenu

Mycobacterium tuberculosis je pavodcem zavazného respiracniho onemocnéni - tuberkulézy. Vyznam tohoto onemocnéni v soucasnosti
stoupa v souvislosti s vyskytem novych multirezistentnich kmend, se vzristajicim poctem imunodeficientnich pacient a v souvislosti se
zvysenou migraci populace. Infekce je lokalizovana pfevazné v plicich a mykobaktérie je mozno prokazat ve vzorcich sputa, BALu nebo
plicni biopsie; znamé jsou i netypické lokalizace infekce (basilirni meningitida, uzlinova tuberkuléza, urogenitalni infekce, infekce kloubu,
ocni infekee). Vzacné jsou postvakcinaéni komplikace po aplikaci BCG vakciny. Klasické testy pro diagnostiku tuberkulézy jsou zalozeny
na technice acidofilntho barveni mykobaktérii a mikroskopii a soucasné konfirmaci kultivaci. Tyto tradi¢ni metody jsou ¢asové velmi
narocné (kultivace vyzaduje 2-4 tjdny) a jejich senzitivita je nizkd. Proto se v diagnostice tuberkulézy stavaji standardem citlivé a rychlé
metody PCR, schopné zachytit i minimalni mnozstvi mykobaktétii v jakémkoliv klinickém materidlu. Mycobacteriun tubercnlosis je obligatni
patogen a pozitivitu PCR vysetfent je tfeba posuzovat jako prikaz onemocnéni tuberkulézou. Detekce metodou PCR miize byt negativni
v ptipadech mimoplicni lokalizace nebo latentniho nosi¢stvi a v dusledku neadekvatniho odbéru klinického vzorku. Problematickd muze
byt interpretace dlouhodobé opakované pozitivniho nalezu (v jakémkoliv typu vzorku) u starsich asymptomatickych ,latentné
infikovanych® pacient, kde mohou byt mykobaktérie pfitomny ve velmi nizkjch mnozstvich a nereaguji na lécbu. Pii interpretaci
vysledkii PCR po anti-TBC terapii je tfeba pocitat s moznym az nekolikatydennim pretrvavanim mrtvych mykobaktérif.

Princip metody

Souprava je ut¢ena pro detekci specifické multikopiové inzeréni sekvence I'TS6110 DNA Mycobacterium tuberculosis metodou polymerazové
fetézové reakce (PCR) a méfeni nartstu koncentrace amplifikacniho produktu v prabéhu PCR pomoci fluorescenéné znacené sondy
(real-time PCR). Souprava umoznuje detekovat vSechny kmeny spadajici do skupiny Mycobacterium tuberculosis complex (M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum, M. microti a vakcinaéni kmen BCG). Piitomnost M. tuberculosis je indikovana nartistem fluorescence FAM fluoroforu. V
reakénf smeési je zabudovan interni standard (IS), kontrolujici moznou inhibici PCR reakce a uc¢innost DNA izola¢niho procesu. Pozitivni
amplifikace IS je detekovana ve fluorescenénim kanilu pro JOE fluorofor. Detekéni souprava vyuziva technologii ,hot start”
minimalizujicf nespecifické reakce a zajist'ujici maximalni senzitivitu a obsahuje uracil-DNA-glykosylazu (UDG) kontrolujici moznou
kontaminaci PCR reakce amplifika¢nimi produkty. Sensitivita PCR detekce dosahuje jednotek kopif sekvence 1S6110 na reakci. Tato
sekvence se vyskytuje v mykobakteridlni burice v mnoha kopiich a tudiz poskytuje velmi citlivy prakaz pfitomnosti mykobaktérii ve
vzorcich sputa anebo BALu (az 16x citlivejsi ve srovnani s jednokopiovymi geny). Kit je urcen pro iz vitro diagnostiku a umozniuje
kvalitativni detekci.

PCR soupravy firmy GeneProof jsou konstruovany tak, aby je bylo mozno pouzivat na real-time pfistrojich raznych vyrobcu.
Mpycobacterium tuberculosis 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 kitd 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 pfi praci s klinickym materidlem dbejte zvysené opatrnosti, pii 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 skute¢nost, ze souprava neobsahuje
zadné nebezpecné, infekéni nebo toxické latky, které by podléhaly zvlastnim bezpecnostnim predpisim a pouzité obalové
materialy jsou vyrobeny z papiru a z polypropylenu.


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

Navod k pouZiti
Odbér a uchovavani vzorkt
Pro priakaz M. tuberculosis se odebiraji vétsinou vzorky z respiracniho traktu. Infekce zpravidla neni diseminovand, proto prikaz ve
vzorcich periferni krve nebyva pro stanoveni diagnézy piinosny. Vzorky sputa, bronchoalveolarnich lavazi, bronchidlnich a
trachealnich aspiratd, eventuelné biopsii plic (cca 1g), moce (stfedni proud, ranni moc), koznich ulceraci, hnisu, obsahu abscest nebo
synovidlni tekutiny je nutno odebrat sterilné a vlozit do zkumavky bez transportnich médii. Uchovat nebo transportovat pfi 4 °C do
48 hodin. Pro delsi uchovavéni zamrazit na -20 az -80 °C.

DNA izolace

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

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. MT/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. MT/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

FAM

Mycobacterinm tuberculosis
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