ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o.

° ®
Rokycanova 4437/5
™~ l‘E I I Sa bet h 615 00 Brno-Zidenice, Ceska republika
IC: 26258412, DIC: 226258412
o P armacon Tel.: +420542 213 851
_/ E-mail: info@elisabeth.cz C
www.elisabeth.cz A

EliGene  MTB Isolation Kit

REF|90043-50 (pro 50 vzorkti)

SloZeni souprav Skladovani a doba pouZitelnosti:

Lysozym 5x1,4x 10° units
Roztok Proteinazy K 1ml

Roztok Mi1 100 ml

Roztok MI2 6 mi

Roztok MI3 12 ml

Roztok Mi4 12 ml

Roztok MI5 27 ml

Vsechny reagencie a komponenty kitu museji byt pfepravovany
pti pokojové teploté (15 - 30 °C).

Proteinaza K a Lysozym museji byt po prepravé skladovany pri 2
-8°C.

Pti dodrZeni téchto skladovacich podminek si kit pIné udrzi svou
aktivitu, dokud neubéhne expiracni doba uvedena na obalu.

Roztok MI6 27 ml

Roztok MI7 12 ml

Kolonky 50 ks

2,0 ml zkumavky 100 ks
1,5 ml zkumavky 50 ks

Navod k nouZiti

Ucel pousiti
EliGene’ MTB Isolation Kit je urcen pro izolaci DNA z baktérii rodu Mycobacterium a eventudlné dalsich

mikroorganismG (G+) z klinickych materiadlt jako sputum, dekontaminované sputum, bunécné kultury, BAL,
vypotek, moc, stéry.

Tento kit je optimalizovan pro pouZiti s MTB Q-PCR Alert kitem a soupravami EliGene.

Obecny uvod

Pti izolaci DNA z baktérii rodu Mycobacterium se miZeme setkat s celou fadou problém( zahrnujici naptiklad
inhibice nebo nizkou citlivost. EliGene” MTB Isolation Kit je navrzen tak, aby predesel problémim spojenych
s inhibici a nizkym vytéZzkem izolace DNA. Celkovy Cas izolace zahrnujici dvé 30-ti minutové inkubace je pfiblizné
2 hodiny. Kit obsahuje vSechny komponenty nezbytné pro izolaci DNA vcetné mikrozkumavek. Neni tfeba
priddvat etanol ani jiné chemikalie.

Vzorek

Klinicky material: sputum, dekontaminované sputum, kultivované buriky, BAL, vypotek, moc, stéry

Nezbytné vybaveni pro laborator

e  Automatické pipety a sterilni $picky s filtrem bez DNA, RNA a bez DNaz a RNaz (doporucujeme poufzit plast
s CE certifikaci pro diagnostické ucely), vortex

e  Sterilni stojanek bez DNA, RNA a bez DNaz a RNaz
e Vodnilazen nebo suchy blok na 37-95 °C

e  Mikrocentrifuga (13 000 x g)

e BlOhazard box

e Laboratorni bezpecnostni rukavice

Vytvoreno: ONBO Navod k pouziti MTB Isolation Kit
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Upozornéni

PFi pouzivani kitd pouZivejte rukavice. V ptipadé izolace MTB DNA se doporucuje pracovat v BlIOhazard boxu.
Vyhnéte se jakémukoliv kontaktu kdze s reagenciemi. V pripadé kontaktu klize s reagenciemi zasazené misto
dikladné oplachnéte vodou. Nepolykejte reagencie. V pfipadé ndhodného uZiti nebo kontaktu s reagenciemi
proctéte MSDS protokol, ktery je k dispozici na vyzadani na telefonu 542 213 851 nebo na webovych strankach
www.elisabeth.cz Reagencie oznacené jako hoflavé by mély byt drzeny od otevieného plamene a ohné.
Vyhnéte se kontaktu reagencii s bélidly nebo dalsSimi oxidacnimi Cinidly. Tento kit je uréen pro diagnostické
pouziti.

Priprava reagencii

Pred zacdtkem izolace DNA pfipravte Lyzacni pufr: pridejte 1 ml roztoku MI2 do zkumavky s lysozymem a kratce
zvortexujte. Tento roztok je stabilni po dobu 14 dn( pfi 4 °C.

Protokol

1. a) Sputum, BAL, vypotky a bakteridlni kultury
Rozsuspendujte vzorek ve stejném objemu roztoku MI1 a centrifugujte pfi 14000 x g po dobu 10 minut.
Je-li vzorek pfilis viskdzni, pridejte roztok MI1.
Odstrante supernatant a pelet resuspendujte ve 100 ul lyzaéniho pufru (roztok MI2 s lysozymem).
Inkubujte 30 min pfi 37 °C.
b) Moc, dekontaminované sputum a BAL
Vzorek centrifugujte pfi 14000 x g po dobu 10 minut a resuspendujte pelet ve 100 pl lyzacniho pufru
(roztok MI2 s lysozymem).
Inkubujte 30 min pfi 37 °C.
c) Stery

Vlozte tampon do mikrozkumavky alespori se 2ml roztoku MI1 a silné vortexujte 2 minuty. Tampon
vyjméte a roztok centrifugujte pri 14000 x g po dobu 10 minut.

Odstrante supernatant a pelet resuspendujte ve 100yl lyzacniho pufru (roztok MI2 s lysozymem).
Inkubujte 30 min pfi 37 °C.

2. Pridejte 100 pl roztoku MI3 a 20 pl Proteinazy K. PouZijete-li vyizolovanou DNA k dalsi analyze pomoci
MTB Q-PCR Alert kitu, pridejte 20 pl interni kontroly ze soupravy pro detekci patogenu. Vortexujte a
inkubujte 30 minut pfi 65 °C.

3. Ke konci inkubace zvyste teplotu na 95 °C a smés inkubujte dalSich 10 minut. Poté vzorek 1 minutu
vortexujte pri maximalni rychlosti a kratce stocte pro odstranéni kapek z vicka. Nechte 5 minut stat, aby se
teplota lyzatu snizila na pokojovou teplotu.

4. Pridejte 100 pl roztoku MI4 a vortexujte 15 sekund. Kratce stocte pro odstranéni kapek z vicka a preneste
veskery obsah zkumavky na kolonku. Centrifugujte 1 minutu pfi 13 000 x g.

5. Kolonku preneste do nové 2,0 ml mikrozkumavky. Pfidejte 500 pl roztoku MI5. Centrifugujte 30 sekund
pFi 13 000 x g. Vyjméte kolonku z mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vratte do ni
kolonku.

6. Do kolonky pridejte 500 pl roztoku MI6. Centrifugujte 30 sekund pfi 13 000 x g. Vyjméte kolonku z
mikrozkumavky, obsah mikrozkumavky vylijte do odpadu a vratte do ni kolonku. Centrifugujte opét 30
sekund pfi 13 000 x g, aby doslo k vysuSeni membrany. Opatrné vyjméte kolonku a pfeneste ji do nové 2,0
ml mikrozkumavky aniz byste se dotkli roztoku MI6 na dné pavodni mikrozkumavky.
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7. Pridejte 50 pl roztoku MI7 predehratého na 65 °C. Inkubujte 5 minut pfi 65 °C. Centrifugujte 1 minutu pfi
13 000 x g. Odstrarite kolonku a zaviete vicko mikrozkumavky. Genomickd DNA je nyni pfipravena pro
rdzné aplikace.

Interpretace vysledkii

Cely proces izolace DNA musi byt kontrolovan pomoci vnitfni kontroly. Vnitfni kontrola poskytne informaci o
ucinnosti DNA izolace a o pfitomnosti pfipadnych inhibitord. V pripadé inhibovanych vzork( je nejlepsi provést
novou izolaci DNA.

Upozornéni

Kontaminace laboratorniho prostoru je také mozna. Pouzivejte proto zvlast pipety pro MasterMixy, pipety pro
pozitivni kontroly a samostatné pipety na DNA vzorky. Dodrzujte vSechna doporuceni pro laboratore DNA
analyz.

Funkcni charakteristiky
Diagnostické funkcni charakteristiky:

V ramci testovani funkéni charakteristiky EliGene” MTB Isolation Kitu bylo vySetfeno celkem 559 klinickych
vzorkll, ztoho 518 slepych vzorkl ze spadové oblasti prazského regionu (véetné cizincll) a 41 kultivacné
ovérenych MTB pozitivnich vzork(l ze spadové oblasti brnénského regionu. Z téchto 559 klinickych vzork( bylo
MTB pozitivnich 52 vzork(l. Souprava EliGene” MTB Isolation Kit Uspésné vyizolovala MTB DNA ze vsech klinicky
MTB pozitivnich vzork(. 26 vzork( bylo pfi PCR inhibovano — tyto vzorky dalsimi metodami byly prokazany jako
MTB negativni.

Senzitivita izola¢niho kitu je 100 %. Vypocet senzitivity a ucinnosti izolace MTB DNA provddéné soupravou
EIIDNA MTB Isolation Kit: Na 559 klinickych vzorcich (sputa, BALu, moci a vypotky) vykazaly izolacni soupravy
100% senzitivitu pfiizolaci DNA z klinického dekontaminovaného materialu, coZ znamen3, Ze pfi tomto postupu
izolace MTB DNA dochdzi ke 100% k vyizolovani dostate¢ného mnozZstvi MTB DNA, ktery je dale zachytitelny
metodou nasledné DNA diagnostiky. Ucinnost téchto izolacnich souprav je 95,34%, coi znamena, ie
z celkového mnozstvi izolovanych vzorkl je vyizolovano bez inhibice 95,34 % vzorkd.

Negativni vysledek ziskany s timto produktem naznacuje, Ze DNA MTB nebyla detekovana v DNA extrahované
ze vzorku, ale mlze také obsahovat MTB DNA o nizsi koncentraci, nez je limit detekce pro produkt, v tomto
pfipadé by vysledek byl faleSné negativni.

Interni kontrola kvality

Béhem procesu izolace MTB DNA musi byt pouZita interni kontrola pro zamezeni falesné negativnich vysledk(
zplisobenych inhibitory PCR.

Limitace testovaciho postupu

e  Tato souprava je urcena pouze pro nasledujici lidské klinické vzorky: sputum, dekontaminované sputum,
BAL, vypotek, moc, stéry. Bakteridlni kultury mohou byt také pouZzity.

e  Tato sada neni urcena pro izolaci MTB DNA z krve.

° Vysledky ziskané pomoci tohoto produktu jsou zavislé na spravném odbéru, transportu, uchovani a
zpracovani vzorkd. K zamezeni chybnych vysledkd je nutné dodrZovat pokyny uvedené v tomto navodu.
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° K zamezeni chybnych vysledkd musi byt tento produkt pouZivdn osobou zkuSenou v provadéni
molekularné-biologickych metod, jako jsou izolace, amplifikace a detekce nukleovych kyselin.

° K zamezeni fale$né pozitivnich vysledkd je nutné oddélit mista pro izolaci/ptipravu amplifikani reakce a
pro amplifikaci/detekci produktt amplifikace.

e  Ziskané vysledky museji byt interpretovany s ohledem na vysledky dalSich laboratornich testd (kultivace,
mikroskopie, atd.) a s ohledem na klinicky stav pacienta.

Varovdni a bezpecnostni opatreni
Tato souprava je uréena vyhradné k pouziti in vitro.
Obecnd varovdni a bezpecnostni opatreni

° Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencidlné infekénim materidlem. Vyhnéte se pfimému
kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzork( a tvorbé aerosolu. Jakykoliv material, ktery pfrisel
do styku s biologickymi vzorky, musi byt pfed umisténim do odpadu autokldvovan pti 121 °C nejméné
60 minut.

° Pracujete se vSemi reagenciemi a pouzivanym materidlem s védomim, Ze mohou pfenaset infekéni agens.
Vyhnéte se pfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovan v souladu s adekvatnimi
bezpecnostnimi predpisy. Spotfebni materidl musi byt spalen. Tekuté odpady obsahujici kyseliny nebo
zasady museji byt pred likvidaci zneutralizovany.

° Pouzivejte vhodné ochranné obleceni, rukavice a ochranu oci a obliceje.

° Nikdy nepipetujte roztoky usty.

° Nejezte, nepijte. Nekurte a neaplikujte kosmetiku v laboratornich prostorach.

° Radné si umyjte ruce po préaci se vzorky a reagenciemi.

° Likvidujte zbylé reagencie a odpad v souladu s adekvatnimi bezpecnostnimi predpisy.

° Pfed zapocetim prace si radné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto navodu.

° PFi praci postupujte presné podle navodu k pouziti.

° Kit nepouZivejte po dobé exspirace, kterd je uvedena na obalu.

° Pouzivejte pouze reagencie poskytované v ramci kitu a reagencie doporucené vyrobcem.

° Nemichejte reagencie z rGznych sarzi!

° NepouZivejte reagencie ze souprav jinych vyrobcd!

Varovdni a bezpecnostni opatreni pro molekularni biologii

° Molekuldrné-biologické postupy jako jsou izolace nukleové kyseliny, reverzni transkripce, amplifikace a
detekce vyZaduji kvalifikovany personal z ddvodu zamezeni chybnych vysledkd, specidlné vzhledem
k degradaci nukleovych kyselin obsaZzenych ve vzorcich a k mozné kontaminaci.

e Je nezbytné mit kdispozici samostatnou mistnost pro extrakci nukleovych kyselin, pro pripravu
amplifikaénich smési a pro detekci. Zabezpecte, aby se produkt amplifikace nikdy nedostal do mistnosti
pro extrakci nukleovych kyselin nebo do mistnosti pro pfipravu amplifikacnich smési.

e Je nezbytné pouZivat vhodné laboratorni plasté, rukavice a pomdcky uréené pro izolaci nukleovych kyselin
nebo pro pfipravu amplifikaénich smési nebo pro detekci. Nikdy neprenasejte laboratorni plasté, rukavice
a pomucky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu amplifikacnich smési a pro

detekci.
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° Vzorek, ze kterého se analyza provadi, musi byt hned od poc¢atku pro DNA analyzu uréen a musi s nim byt
podle toho nakladano, napf. vzhledem k mozné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek
musi byt zpracovdvan vlaminarnim boxu. RUzné vzorky nesméji byt otevieny ve stejnou dobu.
Automatické pipety uzivané pro praci s biologickymi vzorky museji byt pouZivany pouze pro tuto
specifickou praci a museji byt pouzivany Spicky s filtrem. Pouzivané Spicky museji byt sterilni a prosté
DNA/RNA a DN&z a RNaz.

° Automatické pipety uzivané pro praci se vzorky museji byt pouZivany pouze pro tuto specifickou praci a
museji byt pouzivany $picky s filtrem. Pouzivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNéz a
RNaz.

° S produkty amplifikace je treba zachdazet velmi opatrné, aby nedoslo k jejich rozptyleni do prostredi
laboratofi a k pfipadné kontaminaci nové testovanych vzorkda.

Varovdni a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy

° Pouzité roztoky nesou nasledujici bezpecnostni véty (P; H):

Roztok MI1

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy &tit.

P281 Pouzivejte pozadované osobni ochranné prostiedky.

Roztok MI2

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy Stit

P281 Pouzivejte pozadované osobni ochranné prostredky.

Roztok Mi3

H302+H332 Zdravi Skodlivy pfi poziti nebo pfi vdechovani.

H315 ZpUsobuje vazné podrazdéni kaze.

H319 ZpUsobuje vainé podrazdéni odi.

P261 Zamezte vdechovani prachu/dymu/plynu/mlhy/par/aerosold.

P280 PouZivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy stit.

P301+P312+P330 PRI POZITI: Necitite-li se dobfe, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO
/lékare. Vyplachnéte Usta.

P304+P340+P312 PRI VDECHNUTI: Pfeneste osobu na &erstvy vzduch a ponechte ji v poloze usnadiujici

dychani. Necitite-li se dobfe, volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO
/lékafe. Vyplachnéte Usta.

P305+P351+P338 PRI ZASAZENI OCi: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni
¢ocky, jsou-li nasazeny, a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

P337+P313 Pretrvava-li podrazdéni oci: Vyhledejte Iékafskou pomoc/osetreni.
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Roztok Mi4

H225 Vysoce hoflava kapalina a pary.

H319 ZpUsobuje vazné podrazdéni odi.

H336 MiZe zpUsobit ospalost nebo zavraté.

P210 Chrante pred teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym ohném a jinymi zdroji
zapaleni. Zakaz koufeni.

P233 chhovéveite qbalvtlésné uzavreny.

P305+P351+P338 PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni
¢ocky, jsou-li nasazeny, a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

Roztok MI5

H225 Vysoce hotlava kapalina a pary.

H315 ZpUsobuje vazné podrazdéni kdze.

H319 ZpUsobuje vazné podrazdéni odi.

P210 Chrante pred teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym ohném a jinymi zdroji
zapaleni. Zakaz kouteni.

P280 PouZivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy stit.

Roztok MI6

H225 Vysoce horlava kapalina a pary.

H315 ZpUsobuje vazné podrazdéni kdze.

H319 ZpUsobuje vazné podrazdéni odi.

P210 Chranite pred teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym ohném a jinymi zdroji
zapaleni. Zakaz koureni.

P280 PouZivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy stit.

Roztok MI7

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy Stit.

P281 PouZivejte poZzadované osobni ochranné prostredky.

Roztok Proteinazy K
H334

ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o.

Pti vdechovani mliZe vyvolat pfiznaky alergie nebo astmatu nebo dychaci potize.

P304+P340 PRI VDECHNUTI: Pfeneste osobu na ¢erstvy vzduch a ponechte ji v poloze usnadfiujici
dychani.

P261 Zamezte vdechovani prachu/dymu/plynu/mlhy/par/aerosold.

P342+P311 Pfi dychacich potiZich: Volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACN{ STREDISKO/Iékare/ ...

P284 Pouzivejte vybaveni pro ochranu dychacich cest.

Lysozyme

H335 MiZe zpUsobit podrazdéni dychacich cest.

P260 Nevdechujte prach/dym/plyn/mlhu/pary/aerosoly.

Vytvoreno: ONBO
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Vysvétlivky

Katalogové Cislo

Horni teplotni hranice

Cislo sarze

Spotrebujte do (posledni den v mésici).

3 w g o< [F

Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro

V souladu s pozadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické prostfedky
in vitro.
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Obsah dostatecny pro "N" testl

Prosim, fidte se instrukcemi pro pouZiti.

Vyrobce
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Vyrobce

ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o.

Rokycanova 4437/5, 615 00 Brno, Ceska republika Tel.: +420 542 213 851, +420 542 213 827
E-mail: info@elisabeth.cz

Vytvoreno: ONBO Navod k pouziti MTB Isolation Kit
Misto ulozeni: https://www.elisabeth.cz/produkt-eligene-mtb-isolation.html
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