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EliGene® Adenovirus RT

REF|90036-RT (pro 50 stanoveni)

Skladovani a doba pouZitelnosti:

5 x 200 pl Adenovirus RT Mix
5 x 200 pul IC DNA

Veskeré komponenty museji byt prepravovany a uloZeny pfi -20 °C. Kit a zbyvajici
MasterMixy museji byt skladovany pri -20 °C v temnu.

2 x 50 pl PC DNA Adenovirus
Navod k pouziti

Ucel pouziti

EliGene® Adenovirus RT kit je uréen pro detekci a kvantifikaci DNA adenoviru v klinickém materidlu.

Princip metody

Diagnosticka souprava je zaloZena na principu RealTime PCR. Pro detekci DNA adenoviru a interni kontroly jsou
pouZity primery a znacené sondy (FAM a YakimaYellow).

Obecny uvod

Adenoviry predstavuji nejvétsi skupinu neobalenych virl. Jsou schopné se prendset pomoci endosomd. Jejich
velikost je kolem 70 az 90 nm. Adenoviry jsou neobalené ikosahedralni viry slozené az z 252 kapsomer
obsahujicich dvouretézcovou DNA. Replikacni cyklus adenoviru trva pftiblizné 36 hodin a nové produkované
viriony jsou uvolfiovany z bunék jako vysledek bunécné lyze zplsobené virovou infekci.

Infekce se vétSinou Sifi kapénkami nebo ocnim sekretem, potravou, sexudlnim stykem a kontaktem
s kontaminovanymi vécmi a vodou (virus je schopny prezZit mimo télo po nékolik tydn( pfi teploté 20 °C a niZsi).
Adenoviry jsou exkretovany stolici a ndsledné se odpadni vodou S$ifi do fek, kde preZivaji po dlouhy ¢as. Mistem
prvotniho pomnozeni je velmi ¢asto epitel spojivky, nosohltanu a strev.

Adenovirova infekce se projevuje horeckou, infekci horniho respiracniho traktu, tonsilitidou, laryngitidou,
bronchitidou a zapalem plic. Zanét spojivek mize byt nékdy dominantnim symptomem, obzvlasté pokud dojde
k infekci béhem koupani. Pfi pohlavnim styku muze dojit k rozvoji uretritidy. U kojencll a déti adenoviry (typ 41
a 42) Casto zpUsobuji vazné infekce stfevniho traktu.

DNA diagnostika adenoviru mlze byt provadéna ze stolice, plazmy, séra, mozkomisniho moku, stérd z rohovky,
spojivky, mocové trubice, pochvy, konec¢niku a nosohltanu.

Odbér vzorku, zpracovdni a uchovavdni
Klinicky material: Doporucena izolace DNA:

Sérum, plasma, mozkomisni mok, stéry Manudlni: EliGene® Urine Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON)
Automaticka: ZEPHYRUS Magneto (ELISABETH PHARMACON)
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Tkané, biopsie Manualni: UltraClean Tissue DNA Kit
chemagic DNA Tissuel0 Kit (PerkinElmer)
Automaticka: ZEPHYRUS Magneto (ELISABETH PHARMACON)
Stolice Manualni: UltraClean Fecal DNA Kit
Automaticka: ZEPHYRUS Magneto (ELISABETH PHARMACON)

Sérum, plazma, mozkomis$ni mok:

Tyto vzorky odebirejte dle standardniho protokolu do sterilnich zkumavek. Vzorky je nutno uchovavat a
prepravovat pfi 4 °C. Pro diagnostické ucely je nezbytné vzorek zpracovat v den odbéru. Pro izolaci DNA musi
byt pouzito alespon 200 ul vzorku.

Manudlni izolace:

Ke vzorku pridejte 20 ul Proteindzy K a 20 ul interni kontroly (IC DNA) a pak pokracujte podle standardniho
izola¢niho protokolu EliGene Urine Isolation Kit pro izolaci DNA z krve. Izolovanou DNA poufZijte ihned k detekci
nebo skladujte nékolik hodin az jeden tyden pti 4 °C. Pro skladovani po dobu delsi neZ jeden tyden zamrazte na -
20 °C.

Automatickd izolace:

Pridejte 20 ul interni kontroly (IC DNA) a izolujte DNA ze vzorku pomoci MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation
kitu dle protokolu pro vzorky plazmy s eluci do 50 pl elu¢niho pufru.

Stéry:

Tyto vzorky odebirejte dle standardniho protokolu do zkumavek s prepravnim médiem (muze byt pouzito 200—
400 pl fyziologického roztoku) nebo roztokem MI3. Vzorky je nutno prepravovat pri 4 °C v prepravnim médiu
nebo Ize pro uchovéni a transport pouZit pfimo 400 pl MI3 roztoku z EliGene® Urine Isolation Kitu. Nepouzivejte
vyschlé stéry!

Manudini izolace:

1. Ke 200 pl transportniho média (nebo fyziologického roztoku) pridejte 200 pl roztoku MI3, 20 pl Proteindzy
K a 20 ul interni kontroly (IC DNA). V pripadé, Ze jste k prepravé pouzili MI3 médium, k 400 ul MI3 roztoku
pridejte 20 pl Proteinazy K a 20 ul interni kontroly (IC DNA).

2. Inkubujte 20 min pfi 56 °C v termotfepacce p¥i 1000 otackach. Poté zkumavku krdtce stocte.
Sterilni pinzetou vyjméte tampdn a k lyzatu pridejte 330 pl roztoku Ml4. Jemné zvortexujte a stocte.

4. Poté pokracujte dle standardniho izolaéniho protokolu EliGene® Urine Isolation Kitu. Izolovanou DNA
pouzijte ihned k detekci nebo skladujte nékolik hodin az jeden tyden pfi 4 °C. Pro skladovani po dobu delsi
nez jeden tyden zamrazte na -20 °C.

Automatickda izolace:

1. Do 2 ml zkumavky napipetujte 450 ul lyzaéniho pufru, 200 pl transportniho média (nebo fyziologického
roztoku), 10 ul Proteindzy K a 20 pl interni kontroly (IC DNA).

2. Inkubujte 20 min pfi 56 °C v termotrepacce pri 1000 otackach. Poté zkumavku kratce stocte.

3. Sterilni pinzetou vyjméte Stétecek a zkumavku kratce stocte.
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4. Napipetujte cely objem vzorku do pozice H na Deep well desti¢ce z MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation
kitu.

5. lzolujte DNA ze vzorku pomoci MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation kitu dle protokolu pro vzorky
plasmy s eluci do 50 pl elu¢niho pufru.

Tkané, biopsie:

Bezprostiedné po odbéru uchovejte tkan v lednici pfi 4 °C a jesté tentyz den ji poslete do laboratore.

Manudlni izolace:

Pro diagnostické tcely je nezbytné DNA ze vzorku izolovat pomoci UltraClean Tissue DNA Kitu (Qiagen) v den
odbéru.

Ke vzorku v homogenizacni zkumavce pfidejte 20 pl interni kontroly (IC DNA). Izolovanou DNA pouZijte ihned k
detekci nebo skladujte nékolik hodin aZ jeden tyden pfi 4 °C. Pro skladovani po dobu delsi neZ jeden tyden
zamrazte na -20 °C.

Automatickd izolace:

Rozreite 10 mg tkané na malé kousky, pfidejte 200 pl lyzacniho pufru, 6 pl Proteindzy K a 20 ul interni kontroly
(IC DNA) a izolujte DNA ze vzorku pomoci MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation kitu dle protokolu s eluci do
50 ul elu¢niho pufru.

Nezbytné vybaveni pro laboratoF

e  Sterilni automaticka pipeta 5-20 pl a sterilni $picky s filtrem prosté DNA/RNA a DN4z a RN4z (doporucujeme
plast pro diagnostické ucely s certifikatem CE).

e  Sterilni stojanek prosty DNA/RNA a DNaz a RN4az.

e  Zafizeni pro Real Time — kit je optimalizovan pro pfistroje ABI 7000, 7300, 7500 (Applied Biosystems),
LightCycler 480 a LightCycler Nano (Roche), RotorGene 6000 nebo RotorGene Q (Qiagen).

e  Sterilni plast (stripy, desticky, zkumavky) bez DNaz a RNaz vhodné pro dany Real Time pfistroj.

e Laboratorni ochranné rukavice.

Konfigurace RealTime PCR pfistroje
° Pro detekci adenoviru je pouZita sonda znacena FAM barvou (exc. 494 nm —em. 518 nm).
° Pro detekci Interni kontroly je pouZita sonda znacena YakimaYellow barvou (exc. 520 nm —em. 548 nm).

° Reakéni Mix obsahuje pasivni referenéni barvu ROX pro normalizaci signdlu.

RealTime systémy ABI 7000, 7300, 7500FAST (Applied Biosystems)

Pouzijte programovy modul pro absolutni kvantifikaci (Plate Type “Absolute Quantification” pro ABI 7300,
”Quantitation-Standard Curve” experiment pro ABI 7500FAST). V ptipadé ABI7500FAST pouzijte “7500 (96wels)”
instrument type.
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Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min

Cyklovaci fdze (Cycling stage) — 45 cykli
95°C  20s

55°C  20s

72°C 32s Zapnut sbér dat (Data Collection ON)

Odecet emisniho signdlu ve tretim kroku pri 72 °C.
Kompletni teplotni profil mdze byt nacten jako Run Template “ ADV_RT_ABI7300_v00.sdt ” nebo
“ADV_RT_ABI7500_v00.edt ”. Run Template muaze byt zkopirovan z CD priloZzeného v kitu.

LightCycler’ 480 (Roche):

Pro reakci pouZivejte pouze bilé desticky. PouzZiti priihlednych desticek mlze vést k poklesu citlivosti kitu.
Nepouzivejte desticky opakované; pfi manipulaci s destickou miize dojit ke kontaminaci laboratore PCR produkty.

V moznosti Detection format zvolte “Dual Color Hydrolysis probe”.
Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step 1 - Analysis mode “None”, 1 Cycle

95°C 3 min Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”
Step 2 - Analysis mode “Quantification”, 45 Cycles

95°C 20s Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”
55°C 20s Ramp rate (2.2°C/s) Acquisition mode “None”
72°C 30s Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “Single”

Step 3 - Analysis mode “None”, 1 Cycle
40°C 1 min Ramp rate (2.2°C/s) Acquisition mode “None”

Kompletni teplotni profil mizZe byt nacten jako Run Template “ ADV_RT_LC480_v00.ixo ”. Run Template muze
byt importovan do softwaru v menu “Navigator” kliknutim na ikonu “Import” z CD pfilozeného v kitu.

LightCycler’ Nano (Roche):
Pro reakci pouZivejte pouze prihledné stripy.
V menu “Run Settings” vyberte moznosti “Hydrolysis Probes” a “High Quality”.

V “Profile menu” nastavte nasledujici teplotni profil:

Step 1 - Hold

95°C 3 min Ramp rate (5°C/s)

Step 2 — 2-Step Amplification, 45 cycles

95°C 20s Ramp rate (5°C/s)

55°C 20s Ramp rate (4°C/s)

72°C 30s Ramp rate (5°C/s) “Acquire” signal

Step 3 - Hold
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40°C 1 min Ramp rate (4°C/s)

V menu “Samples” kliknéte na okno “Targets” (okno nahore vpravo) na ikonu “+“ a vyberte FAM barvu jako
“Target 1”. Znovu kliknéte na ikonu “+“ a vyberte HEX barvu jako “Target 2”. V okné “Samples” (okno nahore
vlevo) kliknéte na ikonu “+“ a pfidejte vase vzorky. Pak priradté vzorkim pozice a oznacte FAM a HEX jako
Unknown sample (Samples) nebo Standard (zadejte koncentrace ADV standard( ve FAM kanalu, které jsou
uvedeny na jednotlivych mikrozkumavkach).

Kompletni teplotni profil mlzZe byt nacten jako Run Template “ADV_RT_LCNANO_vO00.ppf”. Run Template lze
zkopirovat z CD pfiloZzeného v kitu.

RotorGene 6000 nebo Q (Qiagen)

V okné “New Run” zvolte béh “Two Step”

Vyberte prislusny typ rotoru “Rotor Type” a kliknéte na tlacitko “Next”.
Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min

Cyklovaci faze (Cycling stage)- 45 cykli
95°C  20s

55°C  20s

72°C 30s Odecet signdlu v kandlech“Green” a “Yellow”

Kompletni teplotni profil mdZe byt nacten jako Run Template “ ADV_RT_RG_v00.ret ”. Run Template lze
zkopirovat z CD pfiloZzeného v kitu.

Priprava reagencii
° Pro zamezeni kontaminace udrzujte vsechny zkumavky zavirené a postupujte dle instrukci.
° Pred pouZitim musi byt reagencie zcela rozmraZené, kratce promichané na vortexu a stocené.

° Izolujte DNA dle standardniho postupu.

Priprava reakéniho mixu

Upozornéni: Upozoriujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostredi. PouZivejte odliSnou
mikropipetu pro pipetovani MasterMixu, odliSnou mikropipetu pro pipetovani vzorkd a odliSnou mikropipetu pro
pipetovani pozitivnich kontrol. Dodrzujte veskera doporuceni pro laboratofe provadéjici DNA analyzy.

1. Detekce: Vezméte jednu mikrozkumavku s Adenovirus RT Mixem a po Uplném rozmrazeni pridejte 20 pl
Mixu do amplifikacni zkumavky nebo desticky a pridejte 5 pl izolované DNA. BEhem pipetovani vzorku budte
opatrni, abyste zabranili vzajemné kontaminaci vzorkd. Pokud nevyuZijete veskery obsah mikrozkumavky
s Adenovirus RT Mixem, zamrazte ho na -20 °C a spotrebujte do 14 dnl. Nezamrazujte mikrozkumavky
s Adenovirus RT Mixem opakované.

2. Pozitivni kontrola: Vezméte jednu mikrozkumavku s Adenovirus RT Mixem a po Uplném rozmrazeni pridejte
20 pl mixu do amplifikacni mikrozkumavky nebo desticky a pridejte 5 pul PC DNA Adenovirus. Béhem
pipetovani Pozitivni kontroly budte opatrni, abyste zabranili kontaminaci vzorkd. Na pipetovani Pozitivni
kontroly vyuZivejte pipetu odliSnou od pipety pro vzorky!

3. Kvantifikaéni Standardy: Standardy pro soupravu EliGene® Adenovirus RT je nutné objednat zvIast (EliDNA
ADV QRT standard Kat. ¢. 90036-CL.QRT). Vezméte jednu mikrozkumavku s Adenovirus RT Mixem a po
uplném rozmrazeni pridejte 20 pl Mixu do amplifikaéni zkumavky nebo desticky a pridejte 5 ul Standardu o
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dané koncentraci. Tento postup opakujte s dalSimi tfemi standardy o rlznych koncentracich. Béhem
pipetovdni standardd budte opatrni, abyste zabranili kontaminaci ostatnich vzork(l. Na pipetovani
standardl vyuZivejte pipetu odliSnou od pipety pro vzorky, Ize pouZit pipetu pro pozitivni kontroly.

Vlozte zkumavky nebo desti¢ku do RealTime PCR pfistroje a spustte program dle kapitoly Konfigurace RealTime
PCR pfistroje vyse.

Odecet vysledkii
RealTime systémy ABI 7000, 7300, 7500FAST (Applied Biosystems)

V nabidce “Setup” software pro RealTime PCR pfistroj zadejte v kanalu FAM koncentrace ADV Standard( uvedené
na mikrozkumavkach.

V nabidce “Analysis Settings” vyberte mozZnost “Auto Baseline” pro vypocet pozadi fluorescence (Baseline). Pro
barvu Yakima yellow zvolte moznost “Manual Ct” a zadejte hodnotu Treshold 0,03. Pro barvu FAM zvolte
moznost “Auto Ct”.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narGstem signalu ve FAM kanalu
(em. 518 nm). V ptipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola je amplifikovana pokaZzdé. Interni kontrola je charakterizovana amplifikaci spojenou s nardstem
signalu v YakimaYellow kanalu (em. 548 nm).

Hodnoty “Qty” u vzork(l poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “result undet.” znamend negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nartstem signalu v daném kandlu.

LightCycler 480 (Roche):

V nabidce “Sample Editor” zvolte mozZnost “Abs Quant”. Zadejte v kanalu FAM (465-510) koncentrace ADV
StandardU uvedené na mikrozkumavkach.

V nabidce “Analysis” zvolte moznost “Abs Quant/2nd Derivative Max”.

V okné “Analysis” kliknéte na ikonu “Color Comp” a zvolte Universal CC FAM (510)-VIC (580) kalibraci. Analyzujte
vysledky kliknutim na ikonu “Calculate”.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s naristem signalu ve FAM kandalu
(465-510). V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola je amplifikovana pokaZzdé. Interni kontrola je charakterizovdana amplifikaci spojenou s nardstem
signalu v YakimaYellow kanalu (533-580).

Hodnoty “Concentration” u vzork( poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “Negative” znamena negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narGstem signalu v daném kanalu.

LightCycler’ Nano (Roche):

V nabidce ,,Samples” zadejte v kanalu FAM koncentrace ADV Standard( uvedené na mikrozkumavkach.

X

V nabidce “Analysis” kliknéte v okné “Select Analysis” na ikonu “+“ a vyberte “Automatic Quantification”.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlstem signalu ve FAM kanalu
(510-528). V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola je amplifikovana pokaZzdé. Interni kontrola je charakterizovana amplifikaci spojenou s nardstem
signalu v YakimaYellow kanalu (530-548).

Hodnoty “Concentration” u vzork( poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “Negative” znamena negativni
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vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nérlistem signalu v daném kanalu.

RotorGene 6000 nebo Q (Qiagen)- verze 1.7 a vyssi

Kliknéte v hlavni nabidkové listé na ikonu “Edit Samples” a vyberte pro Quantitation Standards Type “Standard”
a pro vzorky Type “Unknown”. Zadejte v kanalu FAM koncentrace ADV Standard(l uvedené na mikrozkumavkach.

Kliknéte v hlavni nabidkové listé na ikonu “Analysis” a vyberte Analyzu “Quantitation”. V okné ,Quantitation
Analysis” zvolte moznosti “Dynamic Tube” a “Slope Correct”.

Pozitivni vysledek: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s naristem signalu ve FAM kanalu
(Green). V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola je amplifikovana pokazdé. Interni kontrola je charakterizovana amplifikaci spojenou s néarlistem
signalu v YakimaYellow kanalu (Yellow).

Hodnoty “Calc. conc.” u vzorkl poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “Negative” znamend negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlistem signalu v daném kanalu.

Interpretace vysledki
Negativni vysledek

Pokud nedojde k narlstu amplifika¢niho signdlu v kandlu FAM pred 45. cyklem, Ize vysledek interpretovat jako
pravdépodobné Adenovirus DNA negativni nebo koncentrace ADV DNA je pod detekénim limitem soupravy (10
genomovych DNA/ reakéni smés). Signal pro interni kontrolu musi byt pozitivni. Vysledek nevyluduje pfitomnost
Adenovirové infekce, protoze vysledky testu jsou zavislé na spravném odbéru vzorku a jeho zpracovani. Vysledky
jsou téz zavislé na pritomnosti dostatecného mnozstvi analyzované ADV DNA.

Pozitivni vysledek

Amplifika¢ni signdl ve FAM kanalu se objevi pfed 45. cyklem. DNA Adenoviru byla ve vzorku detekovdna. Vzorek
je pozitivni na prfitomnost ADV DNA.

Upozornéni: Upozorfiujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostfedi. PouZivejte odliSnou
mikropipetu pro pipetovani MasterMixu, odliSnou mikropipetu pro pipetovani vzork( a odliSnou mikropipetu pro
pipetovani pozitivnich kontrol. Dodrzujte veskera doporuceni pro laboratore provadéjici DNA analyzy.

Inhibovany vzorek

V pripadé, ze nedojde k narlstu amplifikacniho signalu v kanalu FAM (specifického pro ADV) a ani k narUstu
amplifika¢niho signalu v kanalu YakimaYellow (specifického pro Interni kontrolu), je nutné analyzu zopakovat
nejlépe s nové izolovanymi vzorky DNA.

Kontrolni postup

Souprava EliGene® Adenovirus RT zahrnuje interni kontrolu (IC DNA) a pozitivni kontrolu (PC DNA Adenovirus).
Interni kontrola sleduje kvalitu izolace DNA a detekuje pripadné chyby v procesu izolace DNA. Detekuje také
pfipadné inhibice amplifikacniho procesu. V pfipadé, Ze vzorek je negativni na Adenovirus DNA, Cp Interni
kontroly musi byt Cp < 35. V pfipadé silné pozitivnich vzork( obvykle neni amplifikace interni kontroly
detekovana.

Pozitivni kontrola sleduje spravnou funkci MasterMixu. Minimalni Cp pro pozitivni kontrolu musi byt 35 nebo
méné. Cp vys$si nez 35 nemuZe byt akceptovano a detekce DNA musi byt provedena s novym vzorkem. V pfipadé
opakované vyssiho Cp kontaktujte vyrobce ELISABETH PHARMACON.
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PouZivejte negativni kontrolu pro kazdy béh. Jako negativni kontrolu pouZijte vodu pro molekuldrni biologii
pouZzivanou ve vasi laboratofi. Pro negativni kontrolu pouZijte pipetu pro vzorky DNA.

Pouziti standardi EIiDNA ADV QRT standard:

Pristroje Applied Biosystems RealTime System 7000, 7300, 7500 a RotorGene 6000 nebo RotorGene Q (Qiagen)
provedou po zadani pfislusnych hodnot kalibrator( vypocet korelacniho koeficientu standardni kfivky oznaceny
jako r. Hodnota r korelacniho koeficientu standardni kiivky musi byt vyssi nez 0,99.

PFistroj LightCycler’ 480 provede po zadani pfislusnych hodnot kalibrator(i vypocet chyby standardni kFivky
oznaceny jako “Error”. Hodnota “Error” standardni kfivky musi byt nizsi nez 0,01.

V tom pfipadé se pfistroji podafilo na zdkladé namérenych vysledkd kalibrator(l sestavit pouzitelnou kalibraéni
pfimku, podle niz pfesné odecte vysledky ostatnich analyzovanych vzorkd. V opacném ptipadé je nutné
zopakovat analyzu. Nedostate¢na hodnota korelacniho koeficientu nebo chyby mdze byt zplsobena Spatnym
pipetovanim, nedostate¢nym vortexovanim rozmrazenych kalibratort nebo $patnym skladovanim kalibrator(.

U pfistroje LightCycler’ 480 muZete pouZit vyhodnoceni pomoci externi kalibraéni kfivky. V tomto ptipadé
muZete vyuZit pozitivni kontrolu jako standard o koncentraci 10 000 kopii/ul. Doporucujeme vsak provést novou
kalibraci u kaZzdé nové doddvky nebo u kazdé nové Sarze soupravy.

V kazdém béhu pouzijte negativni kontrolu. Jako negativni kontrolu pouzijte vodu pro molekularni biologii
pouzivanou ve vasi laboratofi. Pro negativni kontrolu pouZijte stejnou mikropipetu jako pro vzorek.

Referencni materidl

Ke sledovéani vsech postupl zahrnujici DNA izolaci a RealTime PCR detekci mlzZete pouzit referenéni virovy
material. Pozitivni materidl je moZné objednat od firmy Acrometrix (Life Technologies).

Reseni problémui
1. V pfipadé, Ze nedojde k amplifikaci interni kontroly (IC DNA), m{zZe jit o zavadu v postupu izolace DNA,
pouziti kitu po dobé exspirace nebo o zavadu na pfistroji pro RealTime PCR.

2.V pripadé, Ze se neamplifikuje pozitivni kontrola, mlze jit o pouZiti kitu po dobé exspirace nebo o zavadu
na pristroji pro RealTime PCR.

Funk¢éni charakteristiky
Analytické funkéni charakteristiky:

Citlivost soupravy EliGene” Adenovirus RT je 10 genomovych DNA (ADV) v reakéni smési a je zavisla na pouZité
metodé izolace DNA. Citlivost metodiky byla ovérena nasledovné. Byly pouzity vzorky useku DNA Adenoviru
klonovaného do plasmidu o zndmé koncentraci. Zkouska probéhla celkem trikrat. Detekce ADV byla Uspésna ze
100% u vsech vzorkd, které obsahovaly 10 a vice kopii specifické sekvence Adenoviru/reakéni smés.

Analyticka citlivost je 10 kopii ADV DNA v reakénim mixu.

Analytickad specifita metody je 100%. Analyticka specificita metodiky byla ovérena srovnanim primer( a sond se
vsemi znamymi DNA sekvencemi v databazi GenBank. Analyticka specificita bylo rovnéz analyzovana pridanim
DNA z B. burgdorferi sensu lato, M. tuberculosis, M. bovis, M. cansasii, M. xenopii, M. avium, M. marinum,
Lactobacillus, Enterococcus faecalis, genus Pseudomonas, E. coli, A. niger, C. albicans, S. aureus, S. agalactiae, N.
gonorrhoeae, U. urealyticum, M. hominis a M. genitalium, HBV, EBV, CMV, HSV1, HSV2, VZV.

k reakénimu mixu. Tyto DNA neposkytly faleSné pozitivni vysledek na pritomnost ADV.

Vytvoreno: MARA Navod k pouziti EliGene Adenovirus RT
Misto ulozeni: https://www.elisabeth.cz/en/product-eligene-adenovirus.html
Tento dokument je majetkem ELISABETH PHARMACON, spol. s r. 0. Je urCen ke zvetejnéni. Verze: 220422-03

Soubor stazen: 17.05.2024 09:16 online uzivatel Strana 8z 11



ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o.

° ®
Rokycanova 4437/5
PhE I I s a b Et h 615 00 Brno-Zidenice, Ceska republika
IC: 26258412, DIC: CZ26258412
armacon Tel.: +420542213851
E-mail: info@elisabeth.cz C
www.elisabeth.cz 4

Klinicka specifita byla testovana na negativnich vzorcich lidské krve a séra. 50 rlznych vzork( lidské DNA
nezpusobilo falesné pozitivni vysledek.

Diagnostické funkéni charakteristiky:

V rdmci testovani funkénich charakteristik EliGene® Adenovirus RT kitu bylo celkové analyzovano 96 klinickych
vzorkd séra. Z téchto 96 klinickych vzorkd bylo 83 Adenovirus pozitivnich. Celkem 13 vzork( bylo spravné uréeno
EliGene® Adenovirus RT kitem jako Adenovirus negativni.

Klinicka citlivost a specifita EliGene® Adenovirus RT kitu je 100%.

Meé¥ici interval

Souprava umozriuje detekci 10'=10% virovych DNA molekul v reakéni smési.

Interni kontrola kvality

Jako interni kontrola kvality je pouZita Interni kontrola pro kontrolu procesu izolace a amplifikace spolecné s
pozitivni kontrolou sledujici funkénost MasterMixu.

Limitace testovaciho postupu

Citlivost soupravy je zavisla na zachazeni se vzorkem (izolace DNA). Je velmi doporuceno pouZivat izola¢ni kity a
postupy uvedené vyse.

Biologické referencni intervaly

Z4adné pouzitelné informace pro tento kit.

Upozornéni

NevyuZity obsah zkumavky s MasterMixem je stabilni po dobu 2 tydni pfi -20 °C. Nezamrazujte zkumavky s
MasterMixem opakované! Nemichejte komponenty kitu z rdznych Sarzi.

Obecnd varovani a bezpecnostni opatreni
Tento kit je urcen pouze pro in vitro pouziti

e Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencidlné infekénim materidlem. Vyhnéte se pfimému
kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzork(l a tvorbé aerosolU. Jakykoliv material, ktery prisel do
styku s biologickymi vzorky, musi byt pred umisténim do odpadu autokldvovan pfi 121 °C nejméné 60 minut.

e Pracujete se vSemi reagenciemi a pouzivanym materidlem s védomim, Ze mohou prenaset infekcni agens.
Vyhnéte se prfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovdan v souladu s adekvatnimi
bezpecnostnimi predpisy. Spotiebni materidl musi byt spalen. Tekuté odpady obsahujici kyseliny nebo zasady
museji byt pred likvidaci zneutralizovany.

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

e Nikdy nepipetujte roztoky Usty.

e Nejezte, nepijte. Nekurte a neaplikujte kosmetiku v laboratornich prostorach.
e Radné si umyjte ruce po préci se vzorky a reagenciemi.

e Likvidujte zbylé reagencie a odpad v souladu s adekvatnimi bezpeénostnimi predpisy.
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e Pred zapocCetim prdce si fadné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto navodu.

e Pfi praci postupujte presné podle ndvodu k pouZiti.

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

e Pouzivejte pouze reagencie poskytované v ramci kitu a reagencie doporucené vyrobcem.
e Nemichejte reagencie z rlznych Sarzi!

e NepouZivejte reagencie ze souprav jinych vyrobc(!

Varovdni a bezpecnostni opatieni pro molekuldrni biologii

e Molekularné-biologické postupy jako jsou izolace nukleové kyseliny, reverzni transkripce, amplifikace a
detekce vyzaduji kvalifikovany personal z divodu zamezeni chybnych vysledkd, specidlné vzhledem k
degradaci nukleovych kyselin obsazenych ve vzorcich a k mozné kontaminaci.

e Jenezbytné mit k dispozici samostatnou mistnost pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu amplifikacnich
smési a pro detekci. Zabezpeclte, 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 urcené pro izolaci nukleovych kyselin
nebo pro pripravu amplifika¢nich smési nebo pro detekci. Nikdy neprenasejte laboratorni plasté, rukavice a
pomucky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu amplifikacnich smési a pro detekci.

e Vzorek, ze kterého se analyza provadi, musi byt hned od pocatku pro DNA analyzu uréen a musi s nim byt
podle toho nakladano, napf. vzhledem k mozné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek musi
byt zpracovavan v laminarnim boxu. Rlzné 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 $picky s filtrem. PouZivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz.

e S reagenciemi musi byt pracovano v PCR boxu (nikoliv v laminarnim boxu). Automatické pipety uzivané pro
praci se vzorky museji byt pouzivany pouze pro tuto specifickou praci a museji byt pouzivany Spicky s filtrem.
PouZivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a RN4az.

e Sprodukty amplifikace je tfeba zachazet velmi opatrné, aby nedoslo k jejich rozptyleni do prostfedi laboratofi
a k pripadné kontaminaci noveé testovanych vzork(.

Varovdni a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy

° Mikrozkumavka obsahujici Adenovirus RT Mix je urCena pouze pro jedno pouZiti a musi byt pouzita pouze
pro pripravu reakéni smési.

° Mikrozkumavka obsahujici IC DNA je uréena pouze pro jedno pouZziti a musi byt pouZita pouze pro pripravu
reakéni smési.

° S timto mixem pracujte podle bezpecnostnich vét (P):

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

P281 Pouzivejte pozadované osobni ochranné prostredky.
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