(GeneProof
PCR Kit

Tento navod je urceny pro praci se soupravami:

Mycobacterium tuberculosis PCR kit, Borrelia burgdorferi PCR kit, Chlamydia trachomatis PCR kit,
Chlamydia pneumoniae PCR kit, Neisseria gonorrhoeae PCR kit, Cytomegalovirus (CMV) PCR kit,
Epstein-Barr virus (EBV) PCR kit, Herpes simplex virus (HSV) PCR kit, Varicella zoster virus
(VZV) PCR kit, Hepatitis B virus (HBV) PCR kit, Legionella pneumophila PCR kit
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GeneProof PCR kit

PCR kity spolecnosti GeneProof urcené pro detekei a kvantifikaci DNA patogenti
jsou zalozeny na principu amplifikace specifickych cilovych  sekvenci
mikroorganismti a méfeni narastu koncentrace amplifikacniho produktu v prabéhu
polymerazové fetézové reakce pomoci fluorescenéné znacenych sond (sonda urcena
k detekci patogena je znacena fluoroforem FAM, piipadné Cy5 a sonda urcena

k detekci internfho standardu je znacena fluoroforem HEX).

GeneProof PCR kity

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

U obsahuji uracil-DNA-glykosylazu (UDG) kontrolujici moznou kontaminaci
PCR reakce amplifikacnimi produkty.

U vsechny PCR kity urcené pro detekci DNA patogent je mozno amplifikovat
pomoci universalntho amplifikacnfho programu.

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

U 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 prabéhu PCR amplifikace a pfipadné také ucinnost
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 lisi kompozici interniho
standardu:

PCR kit ISIN (Cat. No. PCR Kit/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 patogent s moznosti

kontroly inhibice PCR se soucasnou moznosti kontroly ucinnosti procesu izolace

DNA.

Pti pouziti PCR kita obsahujicich interni standard jako samostatnou soucast baleni je

interni standard pfidavan na pocatku izola¢niho procesu tak, aby na 1 O el uln?
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1. Spustit software. Zvolit New a v okn¢ Create an experiment file zadat
Create a new experiment file. Potvrdit volbu tlacitkem Confirm (Obr. 1.).

Obr. 1. Vytvoteni PCR protokolu.

'tk Create an experimen x|

¥ Create a new experment file

{~ Import a saved experiment file

Cancel |

2. Nastavit snimac{ kanaly Channel 1: FAM, SYBR a Channel 2: HEX, VIC,
JOE, TET zadanim v okné Select Channel. Potvrdit volbu tlacitkem
Confirm (Obr. 2.).

Obr. 2. Nastaven{ vstupnich parametra pifistroje.

" Select Channel ﬂ

[+ Channel 1; FAM, SYER
[¥ Channel 2 HEx=, WIC, JOE. TET
[T Channel 3 C¥5




3. V zalozce Module Edit vybrat pozice a pocet vzorku urcenych k detekci.
Nastavit v kanalu 1 (Channell) pro kazdou pozici typ vzorku (Standard,
Sample, a/nebo Negative). Nastavit v kandlu 2 (Channel2) pro kazdou
pozici typ vzorku jako Control. Kanal 2 slouZi k detekci internfho standardu
(Obr. 3.).

Obr. 3. Nastaveni parametrti vzorkd.

Module Edit 1 BGene Amplification 1

4] | & Module Edit

Type | Test Item | Property Type | Test Item | Praperty
Channell - Channell Blank
[ el Standard Channel2

I?J:rggtlﬁae Standard
Pozitive Bample
Control
Blank.

Canfirm |

Megative
i

4. Vytvoreni PCR detekéniho profilu.

Krok 1:

Pfepnout na zalozku Gene Amplification a v horni liSt¢ oteviit zalozku
Settings(S). U polozky Temperature Control(T) zatrhnout Tube Control.
Dojde k otevieni okna Solution Volume. Do tohoto okna zadat reakéni
objem 4 0 a fddvrdit volbu tlacitkem Confirm (Obr. 4.).

Obir. 4. Nastaveni PCR profilu, Krok 1.

' SLAM - New Pcr Experiment
File(F) Edit{E) | Settings(S) Yiew(V) Analysis(d) Tools(T) Help(H)

D Temperature Control{T)  » ) fald Falalylads]
v Hot Lid{H) Tube Contral
File Passwiard(E)
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Sample Display(3) k
Zrosstalk Calibration(c)
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Canfirm
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Krok 2:

V pravé casti hlavnfho panelu programu v okné Experiment Program
stisknout tlacitko New. Dojde k otevieni dialogu Create a Pcr Program.
Zadat nazev programu jako GeneProof PCR. Potvrdit tlacitkem Confirm

(Obr. 5.).

Obr. 5. Nastaveni{ PCR profilu, Krok 2.

= — Experiment Program
w‘. Create a Pcr Program ﬂ P g
Open Delete
Please input the file narme of new por program Canfitm |
GeneProof PCR| Mew E dit
Cancel |
% BawData, ) Harmalized D ata

Krok 3:

Naprogramovat Segment 1 PCR programu zadanim parametru Step 1
(Temperature 37,0 a Holding time 02:00) a zadinim parametru Step 2
(Temperature 95,0 a Holding time 10:00). Do kolonky Cycle times zadat
1. Ostatni parametry ponechat beze zmény a ulozit tlacitkem Save (Obr. 6.).

Obr. 6. Nastaveni{ PCR profilu, Segment 1.

:‘. PCR Program Editor--GeneProof PCR.prg

Seament ISegment 1 "I Cocle times “I ﬁ

Stepl-3 1
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Krok 4:

Naprogramovat Segment 2 PCR programu zadanim parametru Step 1
(Temperature 95,0 a Holding time 00:05), zadanim parametru Step 2
(Temperature 60,0, Holding time 00:40, zadat Fluorescent Test) a
zadanim parametru Step 3 (Temperature 72,0, Holding time 00:20). Do
kolonky Cycle times zadat 45. Ostatni parametry ponechat beze zmény a
ulozit tlac¢itkem Save (Obr. 7.).

Obr. 7. Nastaveni{ PCR profilu, Segment 2.

w_‘. PCR Program Editor--GeneProof PCR.prg 5'
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Krok 5:

Oteviit vytvofeny PCR program stiskem tlacitka Open. V nabidce vybrat
GeneProof PCR a stisknout tlacitko Ot e vIBjletk otevieni vytvofeného
PCR programu, bude aktivovan graficky nahled PCR profilu a bude
aktivovano tlac¢itko Start (Obr. 8.).

Obr. 8. Otevieni vytvoreného PCR programu.
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Krok 6:

Pomoci tlacitka File(F) a Save as(A) ulozit cely vytvofeny protokol pod
oznacenim obvyklym pro danou laboratof (Obrt. 9.).

Obr. 9. Ulozeni vytvofeného PCR protokolu.
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Krok 7:

Stiskem tlacitka Start a potvrzenim v okné Hint spustit PCR program (Obr.
10.).

Obr. 10. Spusténi vytvofeného PCR protokolu.
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Vwhodnocen? detekce

Kvalitativn?2 analiza visledku detekce

1. V zalozce Module Mode nastavit hodnoty pro kvalitativni analyzu detekce.

Minimalni pozadované vzorky pro validni zhodnoceni PCR reakce jsou
Poziti vnzZNekgoanttirvonl?@bklant r ol a

Obr. 11. Popis vzorkd pfi kvalitativni detekei

dh Module Edit x| W Module Edit x|
Type | Test ltem | Property Type Test Item Property
Channell Pasitive HBY Pasitive control Channell Hegative HEY Negative controf

Channel2 Contral HEY Internal standard

- Confirm Cancel

2. Pfepnout do zalozky Amplification Curve, v horni list¢ zvolit Settings(S) a
vybrat z nabidky Crosstalk Calibration(C). V okné Crosstalk Calibration
Factor zadat v polozce Channel2 hodnotu 3,0. Potvrdit stiskem tlacitka
Apply (Obr. 12).

Channel2 Contiol HEY Internal standard

Canfirrn | Cancel |

Obr. 12. Nastaveni Crosstalk Calibration.

FilefF) Edit(E) | Setkings(S) Wiew() Analysis(a)  Tools(Ty  HelpiH)
O @ | O Temperature Control(T) ¥ _I 2 | o | 7
Huak: Lid{Hj .

File PasswordiEN It
Megative Threshold(L). .. Ampli
Urit(L}. ..

1.2315%  Sample Display(s) 3 ‘ ‘

Crosstalk Calibrationg )

b Crosstalk Calibration Factor x|

Channell Channel2 Channel3

Charnel |3|:|—j Im—j
Channel2 ||:|J|:| ﬂ ||:|J|:| ﬂ

Channel3 ||:|,|:| ill Il:l,l:l ﬂ

Apply E =it
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3. Nastavit treshold pro kvalitativni detekci. V hornf listé zvolit Settings(S) a
vybrat z nabidky Negative Treshold(L). Do sloupce Quantitative
Treshold zadat hodnotu 1 a do slouce Qualitative Treshold zadat hodnotu
45. Potvrdit stiskem tlacitka Confirm (Obr. 13.).

Obr. 13. Nastaveni Negative treshold pro kvalitativni detekei.

** SLAN - C:\Documents and Settings'Hlozel
File(F) Edit{E) | Settings(sy View(¥] Analysis(a
O = E [ Temperature ControliTy  F g

Huak: LidiH]
File Bassword(E)

Megative ThresholdiL). ..

T T=1

Unit(L. ..
1.2315%  Sample Display(s) K-
Crosskalk Calibration{C)

1 1na2a
b Set Negative Threshold x|
Testltem | ltemID | Quantitative Thieshold |  Dualitative Thieshold
HEY 1 1 5
CT 2 250 a3
Ju 3 250 a0
NG 4 250 0
T8 5 250 a0
Default | Cancel |
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4. V horni listé¢ zvolit Parameter Setup(S). Nastavit hodnoty pro kvalitativni
analyzu detekce v Channel 1: Manual Treshold 0,12, Auto Treshold No a
Analysis Type Qualitative. Ostatni parametry ponechat beze zmén. Nastavit
hodnoty pro kvalitativni analyzu detekce v Channel 2: Manual Treshold
0,12 , Auto Treshold N0 a Analysis Type Qualitative. Ostatni parametry
ponechat beze zmén. Nastaveni pro oba detekéni kanaly potvrdit stiskem
tlacitka Apply a Confirm (Obr. 14.).

Obr. 14. Nastaveni Parameter Setup pro oba snimaci kanaly.

|Analysis(.q) ToolsiT)  HelpiH)

I_ Data Seleck(s) » (?
Bl Parameter Setup(s) = =
4 Channel Setup(C)  » T Gene Amplification T
_  Data analysis(a) |npliﬁ|:ati|:|n Curye T Standard Curve T Report Mode
| | [ [ | | | | | [ | | | |
4
Channel 1 1 Channel 2 il Charnel 3 ]
I | Begin ¥alue | EndYalue | tanual Threshold | Auto Threshald | Olptimization ‘ Digital Filter | Analysiz Type
HBY 12 0,12 Mo Auta Dptimization No [uantitative

Canfirm | Cancel | Apply | 7
@ parametersetp x
1 Channel 1 T i T Channel 2 ] I
| ‘ Begin Value | End Value | tdanual Threzhold | Auto Threshold | Optimization | Digital Filker | Analyziz Tupe
— HBY E 12 012 Mo Auto Optimization Mo (uantitative Ll

Canfirm Cancel Apply |
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5. Spusténi analyzy vysledka podle nastavenych hodnot. V horni listé zvolit
parametr Data Analysis(A) a potvrdit tlac¢itkem Confirm vyhodnoceni
vysledkti pro zvolené detekéni kanaly (Obr. 15.).

Obr. 15. Spusténi analyzy vysledku kvalitativn{ detekce.

1 EdiE)

Settings(S) Vlew(V)lAnalysis(A) Tools{T)  Help(H)

= ] | > | Data Select(s) (R
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1.23153 T T T T T T T T T T T T
b Select Standard Curve x| _//;__:’f”
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HE 1
0.98522
0.86207
r~Candidate Standard Cur: ’
HEY. std /
[Hs2) R 1
0.73892 f/}, -
it 1
oL
/ 77
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Confirm Cancel
0.49261
J
Sl
0,36946 i
Py
s )
i
0.24631 - ; ’; i
sl
J,f/,".f i
ks
012315 A 013

0.00000

&Z\\h_ﬂ__'e i e I
§h&ﬁﬁmm s —%ﬁg; = = ﬁ*

6. Hodnoceni vysledku kvalitativni detekce (Obr. 16.).

Amplifi kace pozitivn2ho vzorKku
V grafickém zobrazeni pro Channel 1 (pfipadné Channel 3, pokud je
k dispozici) je viditelna vzestupna kfivka protinajici manualné nastaveny
treshold a v tabulce pro vyhodnoceni (zalozka Report Mode)je této kiivce
pfifazena ¢iselna hodnota Ct.

Amplifi kace irdutern2ho standa

V grafickém zobrazeni pro Channel 2 je viditelna vzestupna kfivka protinajici
manualné nastaveny treshold a v tabulce pro vyhodnoceni (zalozka Report
Mode) je této kiivce pfifazena ¢iselna hodnota Ct.
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Obr. 16. Grafické vyhodnoceni vysledku kvalitativni detekce.
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7. Kyvalitativni analyza dosazenych vysledku:
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Kvantitativn? analiza visledku detekce

1. V zalozce Module Mode nastavit hodnoty pro kvantitativn{ analyzu detekce.
Minimaln{ pozadované vzorky pro validni zhodnoceni kvantitativni PCR
reakce jsou Kal i br alnza Nkegatri ohy Pk daidbur ol a
kalibracni kontrolu v reakci (Channel 1) zadat ve slouci Type polozku
Standard a ve sloupci Property hodnotu koncentrace v pfislusnych
jednotkach/pl. Pro negativni kontrolu (Channel 1) zadat ve sloupci Type
polozku Negative a ve sloupci Property typ negativnitho vzorku (napf.:
sterilni voda, TE pufr...). Channel 2 je vyhrazen pro detekci amplifikace
Interniho standardu. Zvolené parametry potvrdit tla¢itkem Confirm (Obr.
17.).

Obr. 17. Popis vzorka pfi kvantitativni detekei

‘ Mudule Edit
Type | Test [tem | Property
N I Standard HEY 1000 Ank
Channel? |Control hd HBW Internal standard

I ank,
Canfirm | Cancel |

& Module Edit |
Type | Test lbem | Property
Channel Megative HEW TE "
i
Channel2 | Control - HEM Internal standard

Canfirm | Cancel | -
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2.

Ptepnout do zalozky Amplification Curve, v horni listé zvolit Settings(S) a
vybrat z nabidky Crosstalk Calibration(C). V okné Crosstalk Calibration
Factor zadat v polozce Channel2 hodnotu 3,0. Potvrdit stiskem tlacitka
Apply (viz Obr. 12).

Nastavit treshold pro kvantitativni detekci. V horni listé zvolit Settings(S) a
vybrat z nabidky Negative Treshold(L). Do sloupce Quantitative
Treshold zadat hodnotu 1 a do slouce Qualitative Ttreshold zadat hodnotu
45. Potvrdit stiskem tlacitka Confirm (viz Obr. 13.).

V horni li§té zvolit Parameter Setup(S). Nastavit hodnoty pro kvantitativni
analyzu detekce v Channel 1: zadat Auto Treshold Yes a Analysis Type
Quantitative. Ostatni parametry ponechat beze zmén. Nastavit hodnoty pro
kvantitativni analyzu detekce v Channel 2: zadat Auto Treshold Yes a
Analysis Type Quantitative. Ostatni parametry ponechat beze zmén.
Nastaveni pro oba detekcni kanaly potvrdit stiskem tlacitka Apply a Confirm
(Obt. 18.).

Obr. 18. Nastaveni Parameter Setup pro oba snimaci kanaly.

i| analysisia)  Tools(T)  Help(H)

E Data Select(S) 3 ?
bl Paramster Setupis) - -
Ig Channel Setup(C) ¥ T Gene Amp"ﬁcatlon T
__ DataAnalysis(A) |'npliﬁ|:ati|:|n Curve T Standard Curve T Report Moc
F
Channel 1 T Channel 2 T Channel 3 ]
] I | Begin ¥alue | End alue | Manual Threshald | Auto Threshold | Optimization | Digital Filter | Analysiz Type
HBY 12 0,16 es Auto Optimization Mo Quantitative

| Canfirm | Cancel | Apply |
X
Channel 1 T Channel 2 T Charinel 3 ]
I |Begin \I"alue| End Yalug | Manual Threshold | Auto Threshold | Optirization | Digital Filter | Analysis Tope

014 Auto Dptimization Mo Guantitative

Confirm Cancel i Apply
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5. Ulozeni nastavené kalibra¢ni fady. Pfepnout do zalozky Standard Curve.
V pravé casti navolit pro kalibracni kfivku Channel 1 a uloZit nastaveni
pomoci tlacitka Save Standard Curve. Potvrdit tlac¢itkem Confirm (Obr. 19.).

Obr. 19. Ulozeni nastavené kalibracni fady.

Ehanne"T Channel2 T Channel3 |

Slope: -3.55R52
|ntercept: 3754050
R alue: -0.99991

Test Ikem IHB'-,,.-' j

Threshold [015 ::II

Save Standard
Curve

'k Save Standard Curve x|

Pleaze input the file name of standard curve

Canfirm

eneProof -pathoget-
Cancel

6. Spustit analyzu vysledki podle nastavenych hodnot. V horni listé zvolit
parametr Data Analysis(A) a potvrdit tlac¢itkem Confirm vyhodnoceni
vysledkti pro zvolené detekéni kanaly (viz Obr. 15.).

7. Vyhodnotit kvalitu kalibracni kfivky a odecist kvantitativni vysledek detekce.
V zalozce Standard Curve zkontrolovat korelacni koeficient kalibracni fady
(hodnota R-Value). Korelacni koeficient musi dosahovat hodnot 0,99 a
vyssich. Pro odecteni naméfenych hodnot pfepnout na zalozku Report
Mode, kde je uveden ciselny vysledek detekce neznamych vzorka (Obr. 20.).

Obr. 20. Hodnoceni kvality kalibracni kfivky a kvantitativniho vysledku detekce.

Slope: -3.05E52
Intercept: 3764050
R4 alue: -0.99991
IWeII| Channel | Type | Test lkem Property | CT | Test Result | Average | CW |
21 1 Sample HEW 26,75 | 1.155E+03 1054
2 Control HEW Intemal standard Mo Ct <1 g.247E-01
1 Sampl HEW 30.32 1.143E+02
a2 AP L 10,54
2 Cantrol HEW Internal standard. Mo Ck <1 3.247E-M
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Pifi kvantitativnim hodnoceni vysledkti je mozné validné méfit pouze
koncentrace v rozsahu daném kalibrac¢ni kfivkou.

Kvantifikace vzorkd, jejichZz koncentrace pfesahuje horni mez pro méfeni
dané rozsahem kalibracni kfivky (kalibratorem s nejvyssi koncentraci) je pouze
orientacni. Pro dosazeni pfesné kvantifikace je mozno tyto vzorky nafedit a
stanoveni opakovat.

Vzorky s koncentraci niz§i nez je dolni mez pro méfeni dané rozsahem
kalibra¢ni kfivky (kalibratorem s nejnizsi koncentraci) je mozno kvantifikovat
pouze orientacnc.

Pro pfepocet koncentrace vzorku na jednotky/ml s ohledem na izola¢ni postup
lze pouzit nasledujici vzorec:

Koncentrace/ml = c¢VZ xEO
I
cVZ = koncentrace vzorku v jednotkich/ul
EO = zvoleny elucni objem v ul
1 = objem materialu pouzitého k izolaci v ml
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Postup Segen2?2 nevalidn2ho vl

Neval i dn?2 viRolzeaddkv ngn &loinzzyr ol vy
Channel 1 Channel 3 Channel 2 Vi sl e
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v

=

Cycle number Cycle number Cycle number

X Problém: Nespr 8vn® programovsg§n2 PCR ampli
Postup fesent:
1. Zkontrolovat naprogramovani pfistroje podle navodu
2. Oveéfit nastaveni spravanych teplot v jednotlivych blocich programu

X Problém: Pozi ti vn2 Kont riazlPadmikykskladotlapi v 8§ na N

pfepravy)

Postup fesent:

1. Zkontrolovat  spravnost ulozeni komponent soupravy podle
doporuceni vyrobce

2. Alikvotovat Pozitivni kontrolu a opakované nerozmrazovat

Nevalidn? vi1Ndgateikv ma2n ak d retyr ol y

Channel 1 Channel 3 Channel 2 VT sl €

=

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0
2 8 1420 26 32 38 44 50 2 8 1420 26 32 38 44 50 2 8 14 20 26 32 38 44 50

Fluorescency
e oo
bR S ®
Fluorescency

oS¢

Fluorescency

= =N W s
v

Cycle number Cycle number Cycle number

X Problém: Kontaminace PCR reakce
Postup fesent:
1. Zkontrolovat proces pfipravy a pipetovani PCR smési do zkumavek
2. Zkontrolovat pouzivani sterilnich plasta a spicek s filtrem
3. Vydcistit PCR box
+. Pfidat do reakce uracil-DNA-glykosylazu (UDG)
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Nevalidn? visledek analizy Nezn8§m®ho v

Channel 1 Channel 3 Channel 2 VT sl €

luorescenc:
e oo
o N R Qe =
Fluorescency
L L
ocR R Qe =
Fluorescency
S = N W -
v

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

Cycle number Cycle number Cycle number

X Problém: Inhibice PCR reakce (PCR kit ISIN a ISEX)
Postup fesent:
1. Opakovat izolaci DNA
2. Zkontrolovat proces piipravy a pipetovani PCR smési do zkumavek

X Problém: Neval i dn? p@PReEFEX)i zol ace DNA
Postup fesent:
3. Opakovat izolact DNA
4. Zkontrolovat proces piipravy a pipetovani internfho standardu na
pocatku izolacniho procesu

X Problém: Nespr 8vn® skl &d ®PadBitky? sklalbeis tae r Mi X
pfepravy)
Postup fesent:
1. Zkontrolovat spravnost ulozeni MasterMixu podle doporuceni vyrobce
2. Alikvotovat MasterMix a opakované nerozmrazovat

V piipadé jakéhokoliv dotazu kontaktujte prosim oddéleni odborné podpory
produktt na inetrnetové adrese: support@geneproof.cz
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Pozn8§mky:

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

Datum vydani: 3.7.2009

Datum posledni revize: 3.7.2009
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