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Tento navod je uréeny pro praci se soupravami:

Mycobacterium tuberculosis PCR kit, Borrelia burgdorferi PCR kit, Chlamydia trachomatis PCR kit,
Chlamydia pnenmoniae PCR kit, Nezsseria gonorrhoeae PCR kit, Mycoplasma pnenmoniae PCR kit
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GeneProof PCR kit

PCR kity spolecnosti GeneProof uréené pro detekei a kvantifikaci DNA patogenti
jsou zalozeny na principu amplifikace specifickych cilovych sekvenci
mikroorganismt a méfeni narastu koncentrace amplifikacntho produktu v prabéhu
polymerazové fetézové reakce pomoci fluorescencné znacenych sond (sonda urcena
k detekci patogenu je znacena fluoroforem FAM a sonda urcena k detekei interniho
standardu je znacena fluoroforem HEX).

GeneProof PCR kity

» vyuzivaji technologii “hot start” minimalizujici nespecifické reakce a zajist’ujici
maximalni senzitivitu detekce.

» obsahuji uracil-DNA-glykosylizu (UDG) kontrolujici moznou kontaminaci
PCR reakce amplifikacnimi produkty.

» vsechny PCR kity urcené pro detekci DNA patogent je mozno amplifikovat
pomoci universalnfho amplifika¢niho programu.

» jsou uzivatelsky jednoduché a obsahuji vzdy pouze zkumavku MasterMixu a
zkumavku s pozitivni kontrolou (pfipadné internim standardem), nebo sadu
kalibra¢nich kontrol.

» jsou urceny pro in vitro diagnostiku (certifikace CE IVD)



Verze GeneProof PCR kitu ISIN a ISEX

Vsechny PCR kity GeneProof obsahuji interni standard, pomoci kterého je mozné
ucinné sledovat mozné inhibice v pribéhu PCR amplifikace a pfipadné také acinnost
izolacniho 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 li§i kompozici interniho
standardu:

PCR kit ISIN (Cat. No. PCR £,#it/ISIN/)
V této variant¢ PCR kitu je interni standard soucasti zkumavky s MasterMixem.
Pomoci této varianty kitu lze sledovat inhibici PCR reakce.

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

V této varianté PCR kitu je interni standard pfilozen jako samostatna soucast baleni.
Tuto variantu PCR kitu lze vyuzit k amplifikaci a detekci patogend s moznosti
kontroly inhibice PCR se soucasnou moznosti kontroly tcinnosti procesu izolace
DNA.

Pti pouziti PCR kitd obsahujicich interni standard jako samostatnou soucast balent je
interni standard pfidavan na pocatku izolacniho procesu tak, aby na 1 pl elu€niho
objemu pfipadlo vidy 0,1 pl interniho standardu obsazeného v PCR kitu:

Elucni objem 25 ul 50 ul 100 pl 200 pl
Interni
standard 2,5ul 5ul 10 wl 20 wl
PCR kit ISIN PCR kit ISEX

v v

+

Internal Standard
0,1ul IS per 1ul of elution volune

DNA isolation /

30 ! MasterMix

+
10 u/ DNA

PCR ampliﬁCjV \
JOE

8 14 202 32 38 4 50 20814 202 32 384 30

JOE

Cycle number Cycle number 4
PCR inhibition control PCR inhibition and
DNA isolation efficiency control




Navod k pouziti pro SmartCycler®
Pfiprava reakce a programovani pfistroje

Do zkumavky pfidat 15 pl MasterMixu a 10 pl izolatu DNA nebo 10 pl Pozitivni

kontroly. Vysledny objem reakéni smési je 25 pl. Zkumavky uzaviit, kratce
centrifugovat, vlozit do pfistroje a programovat dle schématu:

1. Spustit program SmartCycler® Dx, v hlavnim menu zvolit zalozku Define

Assays a v dolnim menu zvolit New Assay. Dojde k otevieni okna New
Assay. Zadat nazev GeneProof PCR a potvrdit tlac¢itkem OK. (Obr. 1.).

Obr. 1. Vytvorfeni PCR programu.
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2. Naprogramovat teplotni profil podle nasledujiciho navodu:

Krok 1:

V okné Stage 1 zvolit v menu Hold, do kolonky Temp zadat 37, do kolonky
Secs zadat 120 a ve sloupci Optics zvolit OFF (Obr. 2.).

Obr. 2.

Stage 1 Stage 2 Stage 3
Hold - Unused - Unused -
Temp | Secs | Qptics | Temp | Secs | Qptics | Temp | Secs | Cptics |
ar 120|0FF




Krok 2:
V okné Stage2 zvolit v menu Hold, do kolonky Temp zadat 95, do kolonky
Secs zadat 600 a ve sloupci Optics zvolit OFF (Obr. 3.).

Obt. 3.
Stage 1 Stage 2 Stage 3
Hold = [ || |How * | || | Unused A
Termp | Sees | Optics | Temp | Secs | Optics | Temp | Secs | Optics |
T 120|OFF 85 Go0l/OFF

Krok 3:

V okné Stage 3 zvolit v menu 3-Temperature Cycle. Do kolonky Repeat
zadat 45. Zadat do prvniho fadku Temp 95, Secs 10 a Optics OFF, do
druhého fadku zadat Temp 64, Secs 60 a Optics ON, do tfettho radku zadat
Temp 72, Secs 40 a Optics OFF (Obr. 4.).

Obr. 4. Nastaveni teplotniho prQﬁlu.
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. Nastavit kombinaci fluorofort v fadku Dye Set jako FTTC25. U polozky
NC fails if oznacit Any target criterion is positive (Obr. 5.).

. V zalozce Analysis Settings u kanalu 1 (FAM) ve sloupci Usage zvolit
Assay. Ve sloupci Tresh Settings vybrat Manual Treshold, ve sloupci
Manual Treshold zadat hodnotu 30. Ve sloupci Bkgnd Sub zadat ON,
tento parametr se automaticky aplikuje na vSechny pouzivané kanaly. Pro
kanal 2 (TET) ve sloupci Usage zvolit Internal Control. Ve sloupci Tresh
Settings vybrat Manual Treshold, ve sloupci Manual Treshold zadat
hodnotu 30. Pro kanaly 3 a 4 (TxR a Cy5) zvolit ve sloupci Usage parametr
Unused. Ostatni parametry ponechat beze zmén (Obr. 5.).



Obr. 5. Nastaveni parametra detekce

(nnalysis Settings r Contraol Settings r Probe Check Settings ‘

Analysis: Research Assay

Ch ‘ Crye Target Usage Curve Thresh Setting | Manual Auto Auta Min | Auto Max | Valid Min | Valid Max | Bkgnd ‘ Bk
# Mame Analysis Thres...| Thresh... Cycle Cycle Cycle Cycle Sub

1 FAM Assay Frimary ... |Manual Thresh... |30.0 A 5 10 13.0 45.0 QM i

2 TET Internal Con...|Primary ... Manual Thresh... |30.0 A 5 10 13.0 45.0 QM i

3 TxR Unused Frimary ... \Manual Thresh... (300 A 5] 10 13.0 45.0 O i

4 Cyh Unused Frimary ... \Manual Thresh... (300 A 5] 10 13.0 45.0 O i
[E [»

Dye Set: |FTTC25 - [C] Require Lot Number | Define Result Text

NC fails if: [ Use Patient IDs |
! All target criteria are positive

Canvert Assay

@ Any target criterion is positive

5. Zobrazovany text vysledkt vysetfeni lze nastavit otevienim tlacitka Define
Result Text. Pozitivni vysledek detekce ma ve sloupci FAM navolen
parametr POS a ve sloupci IC parametr NA. Negativni vysledek detekce ma
ve sloupci FAM navolen parametr NEG a ve sloupct IC parametr PASS.
V ptipadé nevalidniho vysledku detekce ma vzorek navolen ve sloupci FAM
parametr NEG a ve sloupci IC parametr FAIL (Obr. 6.).

Obr. 6. Nastaveni textu vysledka

g Assay Result Text Settings

FAM I Ic | Assay Result Text ] Assay Color |
NEG FAIL Invzalid Light Gray
NEG PASS
pPosS NA Positive Green
| OK ‘ | Cancel ‘ | Reset To Default

6. Vytvofeny program ulozit pomoci tlacitka Save Assay v dolnim menu.

7. Pro spusténi vysetfeni zvolit v hornim menu zalozku Create Run. Do pole
Run Name zadat nazev pouzitého detekéniho kitu. V zalozce Assay vybrat
PCR program GeneProof PCR pfipraveny v prvai ¢asti tohoto navodu
(Obr. 7.).



Obr. 7. Spusténi vySetfeni.
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8. Navolit pocet vzorkt urc¢enych k vysetfeni v kolonce Number of specimens
a stisknout Apply (volit pouze vzorky bez externich kontrol jako jsou
Pozitivni kontrola a Negativni kontrola. Tyto vzorky pfifadi piistroj
automaticky za vzorky urcené k vysetfeni). V hlavnim okné se zobrazi celkovy
pocet a pofadi vzorkd vcetné externich kontrol uréenych k vySetfeni.
V ptipadé potfeby provedeni korekci poctu nebo pozic vzorki stisknout
tlacitko Add/Remove Sites a pomoci sipek pfidat nebo odebrat zvolené
pozice pro vzorky. V piipadé potfeby pfedefinovani pozice pozitivni nebo
negativni kontroly zvolit u vybranych vzorkt v hlavnim okné ve sloupci
Sample Type z moznosti PC1 (pro pozitivni kontrolu), NC1 (pro negativni
kontrolu), nebo SPEC (pro neznamy vzorek). Pro lepsi orientaci je mozno
vzorky popsat ve sloupci Sample ID (Obr. 8.).

Obt. 8. Definovani vzorka a kontrol k 2§etfem’.
K< Smart Cycler® Dx
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9. Volbou tlac¢itka Select Graphs v dolnim menu lze nastavit zobrazovani
hodnot v realném case. Pomoci sipek vybrat hodnoty FAM, TET a
temperature a potvrdit tlacitkem OK. Parametry grafu lze ménit i v pribéhu
PCR vysetfeni po spusténi piistroje. (Obr. 9.).

Obr. 9. Volba zobrazovanych grafa.
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10. Stisknutim tlacitka Start Run spustit vysetfen.



Vyhodnoceni vysledka

1. Po ukonceni programu vybrat v hlavnim menu View Results. V okné¢ Views
zvolit kanaly FAM pro kontrolu pozitivatho signalu a TET pro kontrolu
detekce interniho standardu (Obr. 10.).

Obr. 10. Zobrazeni vysledkia v kanalech FAM a TET
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2. Pro vyhodnoceni vysledkt zvolit v okné Views polozku Sample Results. Ve
sloupci Assay Result se zobrazi automatické vyhodnoceni podle nastavenych
parametrt (Obr. 11.).

Obr. 11. Vyhodnoceni vysledka detekee.
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Vyhodnoceni analyzy:
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Postup feSeni nevalidniho vysledku

Nevalidni vysledek analyzy Pozitivni kontroly

FAM TET Vysledek

Fluorescence

Fluorescence
o = N oW &
‘v

2 8 1420 26 32 38 44 50 2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number Cycle number

¢ Problém: Nespravné programovani PCR amplifikace
Postup fesent:
1. Zkontrolovat naprogramovani pfistroje podle navodu
2. Ovéfit nastaveni spravnych teplot v jednotlivych blocich programu

% Problém: Pozitivni kontrola skladovina nespravné (viz Podminky skladovani a

prepravy)

Postup fesent:

1. Zkontrolovat  spravnost ulozeni komponent soupravy podle
doporuceni vyrobce

2. Alikvotovat Pozitivni kontrolu a opakované nerozmrazovat

Nevalidni vysledek analyzy Negativni kontroly

FAM TET Vysledek
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% Problém: Kontaminace PCR reafkce
Postup fesent:
1. Zkontrolovat proces pfipravy a pipetovani PCR smési do zkumavek
2 Zkontrolovat pouzivani sterilnich plasta a Spicek s filtrem
3. Vycistit PCR box
4 Pridat do reakce uracil-DNA-glykosylazu (UDG)

Nevalidni vysledek analyzy Neznamého vzorku

FAM TET Vysledek

[

o 038 ° 08

3 06 g 0,6

: 0,4 : 0,4 ?

i 0,2 2 0,2

2 8 1420 26 32 38 44 50 2 8 14 20 26 32 38 44 50
Cycle number Cycle number

¢ Problém: [nhibice PCR reakce (PCR kit ISIN a ISEX)
Postup fesent:
1. Opakovat izolact DNA
2. Zkontrolovat proces piipravy a pipetovani PCR smési do zkumavek

% Problém: Nevalidni proces izolace DN.A (PCR kit ISEX)
Postup fesent:
1. Opakovat izolaci DNA
2. Zkontrolovat proces piipravy a pipetovani interniho standardu na
pocatku izola¢niho procesu

% Problém:  Nespravné skladovini MasterMixu (viz Podminky skladovini a
pfepravy)
Postup fesent:
1. Zkontrolovat spravnost ulozeni MasterMixu podle doporuceni vyrobce
2. Alikvotovat MasterMix a opakované nerozmrazovat

V ptipad¢ jakéhokoliv dotazu kontaktujte prosim oddéleni odborné podpory
produkta na internetové adrese: support@geneproof.com
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Poznamky:

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:

Datum posledni revize:
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