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c € EliGene® Anaplasma phagocytophilum UNI

REF|90061-UNI (pro 50 stanoveni)

SloZeni soupravy: Skladovani a doba pouzZitelnosti:

5 x 150 pl Anaplasma UNI Mix
2 x 50 ul PC DNA Anaplasma
5 x 200 pl 1IC DNA 01

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

1 x 20 pl Eli Blocker
1 x 20 pl ROX dye
Navod k pouziti

Ucel pouziti
Souprava EliGene” Anaplasma phagocytophilum UNI slouZi k DNA diagnostice patogenniho druhu Anaplasma
phagocytophilum z izolované DNA.

Princip metody

Diagnosticka souprava je zaloZena na principu RealTime PCR. Pro detekci DNA Anaplasma phagocytophilum a
interni kontroly jsou pouzity primery a fluorescencni sondy (FAM a HEX).

Obecny uvod

Anaplasma phagocytophilum je obligatné intracelularni gramnegativni baktérie, patrici mezi riketsie a napadajici
lidské leukocyty. Anaplasma se prenasi na clovéka kousnutim klistéte, prevazné klistétem Ixodes scapularis a
klistétem Ixodes pacificus. Zplsobuje lidskou granulocytarni anaplasmézu (HGA), dfive znamou jako lidskou
granulocytdrni ehrlichiézu (HGE). Mezi typické pfiznaky patfi horecka, bolest hlavy, zimnice a bolesti svalu, které
se obvykle objevuji béhem 1-2 tydn( po prisati klistéte. Epidemiologie této nakazy je velmi podobna Lymeské
borelidze (zplGsobuje Borrelia burgdorferi) a Babesioze (zplsobuje pfedevsim Babesia microti) majicich stejného
prenasece - klisté.

Odbér vzorku, zpracovdni a uchovavani

Klinicky material: Doporucena izolace DNA:

Krev Manudlni: EliGene® Urine Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON)
Automatickd: ZEPHYRUS Magneto (ELISABETH PHARMACON)

Krev:

Doporucuje se odebirat krev pacientlim, ktefi maji teploty. NesrazZlivou krev odebirejte do tekuté EDTA. Vzorek
krve je nutné prepravovat a uchovavat pfti 4 °C, v Zadném pripadé vzorek nemrazte!

Manudlni izolace:

Ke vzorku pridejte 10 pl Proteindzy K a 20 pl DNA interni kontroly (IC DNA 01) a pak pokracujte podle
standardniho protokolu kitu EliGene” Urine Isolation Kit (ELISABETH PHARMACON) pro izolaci DNA z krve.
Izolovanou DNA poutZijte ihned k detekci nebo skladujte nékolik hodin az jeden tyden pfi 4 °C. Koncentrace
izolované DNA se pfi kazdém procesu zmrazovani snizuje a hrozi vyskyt falesné negativnich vysledkd.
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Alternativnim zpUsobem bezprostfedni izolace DNA v pfipadé manualni izolace je moznost provadét ¢astecnou
izolaci DNA. Vzorek se v prvnim kroku zahtivd s proteindzou K a lyzacnim pufrem. Dalsi kroky DNA izolace se
provedou pozdéji. Lyzovany vzorek je uloZen pfi teploté 4 °C a béhem nékolika dnl je izolace dokoncena.

Automatické izolace:

Pridejte 20 pl interni kontroly (IC DNA 01) a izolujte DNA ze vzorku pomoci MAGNETO BodyFluid DNA/RNA
isolation kitu dle protokolu pro vzorky krve s eluci do 50 ul elu¢niho pufru.

Nezbytné vybaveni pro laborator

e  Sterilni automatickd pipeta 5-20 mikrolitrd a sterilni Spicky s filtrem prosté DNA/RNA a DN&z a RNaz
(doporucujeme plast pro diagnostické ucely s certifikatem CE).

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

e  Zafizeni pro Real Time PCR — kit je optimalizovan pro pristroje LightCycler 2.0, LightCycler 480 a LightCycler
Nano (Roche), Quant Studio 3 a 5 (Thermofisher Scientific), RealTime System ABI 7500FAST (Applied
Biosystems), Rotor-Gene 6000 nebo Rotor-Gene Q (Qiagen), CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad), MIC gPCR Cycler (Bio Molecular Systems).

e  Sterilni plast (stripy, desticky, zkumavky) bez DNz a RNaz vhodny pro dany RealTime PCR pfistroj.

e laboratorni ochranné rukavice.

Konfigurace RealTime PCR pristroje
° Pro detekci DNA Anaplasma je pouZita sonda znacena FAM barvou (exc. 494 nm —em. 518 nm).

° Pro detekci Interni kontroly je pouzZita sonda znacena HEX barvou (exc. 520 nm —em. 548 nm).

LightCycler® 2.0 (Roche):

Pro reakci pouZivejte pouze sklenéné kapilary.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step 1 - Analysis mode “None”, 1 Cycle

95°C 3 min Ramp rate (20°C/s) Acquisition mode “None”
Step 2 - Analysis mode “Quantification”, 50 Cycles

95°C 5s Ramp rate (20°C/s) Acquisition mode “None”
55°C 20s Ramp rate (5°C/s) Acquisition mode “Single”
72°C 10s Ramp rate (20°C/s) Acquisition mode “None”

Kompletni teplotni profil mize byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_LC2_v00.ixo”. Run Template m{ize
byt importovan do softwaru v menu “Navigator” kliknutim na ikonu “Import” z CD ptiloZzeného v kitu.

LightCycler® 480 (Roche):

Pro reakci pouZivejte pouze bilé desticky. Pouziti prihlednych desticek mlze vést k poklesu citlivosti kitu.
NepouZzivejte desticky opakované; pti manipulaci s destickou mGze dojit ke kontaminaci laboratore.

V okné “Detection format” zvolte “ Dual Color Hydrolysis probe”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:
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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”, 50 Cycles

95°C 5s Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”
55°C 20s Ramp rate (2.2°C/s) Acquisition mode “Single”
72°C 10s Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”

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

Kompletni teplotni profil mdze byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_LC480_v00.ixo”. Run Template m(ize
byt importovan do softwaru v menu “Navigator” kliknutim na ikonu “Import” z CD pfiloZeného v kitu.

QuantStudio 3 a 5 (ThermoFisher Scientific):

Vyberte moznosti Experiment type, ”Presence/Absence”, Chemistry “TagMan Probes” a Run Mode “Standard”.
Jako reportér vyberte barvy FAM (Anaplasma) a VIC/HEX (IC DNA 01), a jako pasivni referenéni barvivo zvolte
ROX.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min Ramp rate (1.6°C/s)

Cyklovaci faze (Cycling stage) — 50 cykli

95°C 55 Ramp rate (1.6°C/s)

55°C 20s Ramp rate (1.6°C/s)  Data collection ON

72°C  10s Ramp rate (1.6°C/s)

Post-Read Stage

40°C  1min Ramp rate (1.6°C/s)

Sbér dat emisniho signdlu v druhém kroku cyklovaci fdze pfi 55 °C.

Kompletni teplotni profil miZe byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_QS3_v00.edt” nebo
“EliGene_UNI_QS5_v00.edt”. Run Template miZe byt importovan do softwaru z CD pfiloZzeného v kitu.

LightCycler® Nano (Roche):
Pro reakci pouZivejte pouze prihledné stripy.
V menu “Run Settings” vyberte mozZnosti “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 — 3-Step Amplification, 50 cycles

95°C 5s Ramp rate (5°C/s)

55°C 20s Ramp rate (4°C/s) “Acquire” signal
72°C 10s Ramp rate (5°C/s)

Step 3 - Hold

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
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“Target 1”. Znovu kliknéte na ikonu “+“ a vyberte HEX barvu jako “Target 2”. V okné “Samples” (okno nahote
vlevo) kliknéte na ikonu “+“ a pridejte vase vzorky. Pak pfifadte vzorkim pozice a oznacte FAM a HEX jako
Unknown sample (Samples) nebo Standard.

Kompletni teplotni profil mize byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_LCNANO_v00.ppf”. Run Template
Ize zkopirovat z CD pfilozeného v kitu.

RealTime System ABI7500 (Applied Biosystems):

Pouzijte programovy modul pro absolutni kvantifikaci (Plate Type ”Quantitation-Standard Curve” experiment pro
ABI 7500FAST). V pripadé ABI7500FAST pouzijte “7500 (96wels)” instrument type.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min

Cyklovaci fdaze (Cycling stage) — 50 cycles
95°C 5s

55°C 20s Data collection ON
72°C 10s

Odecet emisniho signdlu ve druhém kroku pri 55 °C.

Kompletni teplotni profil mize byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_ABI7500_ v00.edt”. Run Template
muze byt zkopirovan z CD pfiloZzeného v kitu.

V Uvodni moznosti “Startup Wizard” zalozte “New Experiment” a vytvorte novy protokol “Create New Protocol”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step1l 95°C 3 min

Step2 95°C 5s

Step3 55°C 20 s + Plate Read
Step4 72°C 10s

Step5 GOTO Step 2 49x

Step7 40°C 60 s

Doplnte “Sample Volume” na 20ul.
Sbér dat emisniho signalu je v kroku Step 3 pfi 55 °C.

Pro nastaveni filtr( pouzijte v ,,Scan Mode” vSechny kanaly, ale v ,,Plate Manager” nastaveni pro vzorky vyberte
pouze fluorofory FAM, HEX. Oznacte pozice s umisténymi vzorky jako ,Unknown” vzorky nebo ,Standard”.
Kompletni teplotni profil mdze byt nahran jako Run Template "EliGene UNI_CFX96_v00.pcrl" anebo mUze byt

RotorGene 6000 nebo Q (Qiagen):

V okné “New Run” vyberte “Three Step”.

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

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min
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Cyklovaci faze (Cycling stage) — 50 cycles

95°C 5s

55°C 20s Odecet signdlu v kandlech “Green”, “Yellow”
72°C 10s

V obou kanalech vyberte pro Gain optimization moznost “automatic gain optimization before first acquisition”.
Kompletni teplotni profil mdze byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_RG6000_ v00.ret”. Run Template
muze byt zkopirovan z CD pfiloZzeného v kitu.

MIC gPCR (Bio Molecular Systems Pty Ltd):

V Run Setup vytvorte novy Run Profile pro dany pfistroj MIC. Zadejte objem vzorku 20 pl a Temperature Control
“Fast TAQ (v3)”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min

Cyklovaci fdaze (Cycling stage) — 50 cycles

95°C 5s

55°C 20s Odecet signdlu v kandlech “Green”, “Yellow”
72°C 10s

UdrZovaci faze (Holding stage)

40°C 60 s

Kompletni teplotni profil mdze byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_MIC_v00.mictemplate”. Run
Template mazZe byt zkopirovan z CD pfiloZzeného v kitu.

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

° V kroku izola¢niho protokolu, kdy se k izolovanému vzorku pfiddva Proteindza K, pridejte také 20 pl interni
kontroly (IC DNA 01). V Zadném pripadé nepfidavejte interni kontrolu k vyizolované DNA tésné pred
analyzou.

° Pokud nespotrebujete cely objem MasterMixu, skladujte zkumavku v temnu pfi teploté 4 °C az 14 dni. Pro
dlouhodobé skladovani pouzijte mrazak (-20 °C, tma). MasterMix by nemél projit vice nez péti cykly
zmrazeni-rozmrazeni.

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.

Priprava reakcniho mixu pro pristroje LightCycler 480, Rotor-Gene, CFX96 a MIC qPCR

1. Detekce: Vezméte jednu zkumavku s Anaplasma UNI Mixem a po rozmrazeni napipetujte 15 ul mixu do
kazdé amplifika¢ni zkumavky nebo jamky a pridejte 5 ul izolované DNA. Béhem pipetovani vzorku budte
opatrni, abyste zabranili vzajemné kontaminaci vzorka.

2.  Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s Anaplasma UNI Mixem a po Uplném rozmrazeni napipetujte
15 pl MasterMixu do amplifika¢ni zkumavky nebo jamky a pridejte 5 pul PC DNA Anaplasma. Béhem
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pipetovani pozitivni kontroly budte opatrni, abyste zabranili kontaminaci vzork(l. Pouzivejte odlisnou
mikropipetu pro pipetovani pozitivnich kontrol!

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

Pfiprava reakéniho mixu pro LightCycler® 2.0

1. Pfiprava MasterMixu: Pfipravte MasterMix smichanim roztoku Eli Blocker s Anaplasma UNI Mixem.
Vezméte jednu zkumavku s Anaplasma UNI Mixem a nechte rozmrznout pfi pokojové teploté. Ihned po
rozmrazeni kratce stoCte a pridejte 3 pl roztoku Eli Blocker do jedné zkumavky s Anaplasma UNI Mixem.
Propipetujte a kratce stocte.

2. Detekce: Vezméte jednu zkumavku s MasterMixem a napipetujte 15 pl mixu do sklenéné kapilary a pridejte
5 ulizolované DNA. Béhem pipetovani vzorku budte opatrni, abyste zabranili vzajemné kontaminaci vzorkd.

3. Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s MasterMixem a napipetujte 15 pl MasterMixu do sklenéné
kapildry a pfidejte 5 pl PC DNA Anaplasma. Béhem pipetovani pozitivni kontroly budte opatrni, abyste
zabranili kontaminaci vzorkd. PouZivejte odliSnou mikropipetu pro pipetovani pozitivnich kontrol!

Vlozte sklenéné kapilary do RealTime PCR pfistroje a spustte program dle kapitoly Konfigurace RealTime PCR
pristroje vyse.

PFiprava reakcniho mixu pro pristroje QuantStudio 3 a 5 a ABI7500

1. Pfiprava MasterMixu: Pripravte MasterMix smichanim barvy ROX s Anaplasma UNI Mixem. Vezméte jednu
zkumavku s Anaplasma UNI Mixem a nechte rozmrznout pfi pokojové teploté. lhned po rozmrazeni kratce
stoCte a pfidejte 3 ul barvy ROX do jedné zkumavky s Anaplasma UNI Mixem. Propipetujte a kratce stocte.

2. Detekce: Vezméte jednu zkumavku s MasterMixem a napipetujte 15 pl mixu do kazdé amplifikacni
zkumavky nebo jamky a pfidejte 5 pl izolované DNA. Béhem pipetovani vzorku budte opatrni, abyste
zabranili vzajemné kontaminaci vzorka.

3. Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s MasterMixem a napipetujte 15 pl MasterMixu do
amplifikacni zkumavky nebo jamky a pfidejte 5 ul PC DNA Anaplasma. Béhem pipetovani pozitivni kontroly
budte opatrni, abyste zabranili kontaminaci vzorkl. PouZivejte odliSnou mikropipetu pro pipetovani
pozitivnich kontrol!

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

Odecet vysledki
LightCycler® 2.0 (Roche):

RealTime PCR vysledky analyzujte v kanalech 530 a 560 (LightCycler® Software 4.X) za pouZiti modulu Qualitative
detection (LightCycler® Analysis Software).

Pozitivni vysledek pro Anaplasmu phagocytophilum: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s
nartstem signalu ve FAM kanalu (530). V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola je amplifikovana pokaZdé. Interni kontrola je charakterizovana amplifikaci spojenou s narlstem
signalu v HEX kanalu (560).

Hodnoty Cp odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku. Hodnota “Score” musi byt vyssi nez 3.5.

LightCycler® 480 (Roche):
V nabidce “Sample Editor” zvolte moznost “Abs Quant”.

V nabidce “Analysis” zvolte moznost “Abs Quant/2nd Derivative Max”.
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V okné “Analysis” kliknéte na ikonu “Color Comp” a zvolte Universal CC FAM (510)-VIC (580) calibration.
Analyzujte vysledky kliknutim na ikonu “Calculate”.

Pozitivni vysledek pro Anaplasmu phagocytophilum Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou
s narlistem signalu ve FAM kanalu (465-510). V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola je amplifikovana pokaZzdé. Interni kontrola je charakterizovana amplifikaci spojenou s nartstem
signalu v HEX kanalu (533-580).

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

LightCycler® Nano (Roche):
V nabidce “Analysis” kliknéte v okné “Select Analysis” na ikonu “+“ a vyberte “Automatic Quantification”.

Pozitivni vysledek pro Anaplasmu phagocytophilum: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s
nardstem signalu v kandlu FAM (510-528). V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola je amplifikovana pokazdé. Interni kontrola je charakterizovana amplifikaci spojenou s naristem
signalu v HEX kanalu (530-548).

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

RealTime systém ABI7500 (Applied Biosystems):

V nabidce “Analysis Settings” vyberte moznosti “Automatic Treshold” a “Automatic Baseline” a zanalyzujte
vysledky.

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

V pfipadé, Ze je vysledek negativni nebo slabé pozitivni se amplifikuje vnitfni kontrola charakterizovand narlistem
emisniho spektra pro HEX kanal (em. 548 nm). V pfipadé silné pozitivniho vysledku nedochazi k amplifikaci vnitini
kontroly.

Hodnoty “Qty” u vzork( poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “result undet.” znamena negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlstem signalu v daném kanalu.

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

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

Interni kontrola je amplifikovana pokaZzdé. Interni kontrola je charakterizovana amplifikaci spojenou s nartstem
signalu v HEX 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.

QuantStudio 3 a 5 (ThermoFisher Scientific):

V nabidce “Analyse Settings” vyberte moznosti “Automatic Treshold” a “Automatic Baseline” a zanalyzujte
vysledky.

Pozitivni vysledek pro Anaplasmu phagocytophilum: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s
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nardstem signédlu ve FAM kanadlu. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola (IC DNA 01) musi byt vidy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovana
amplifikaci spojenou s narlistem signalu ve VIC (HEX) kanalu.

CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad):
V okné “Data Analysis” zvolte moZnost “Quantification”. V ,Setting” menu zvolte moznost ,Baseline Threshold”
a vyberte v ,Baseline Cycles” moznost ,, Auto Calculated” a v Single , Threshold“ moZnost ,Auto Calculated”

Poté v okné “Data Analysis” vyberte jednotlivé fluorofory (FAM a HEX) kliknutim na box s jejich oznaceni pod
amplifikaénim grafem a odectéte vysledky jednotlivych vzorka.

Pozitivni vysledek pro Anaplasmu phagocytophilum: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou
s narlstem signdlu ve FAM kanalu (em. 518 nm). V pfipadé negativniho vysledku k amplifikaci nedojde.

Interni kontrola (IC DNA 01) musi byt vidy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovéna
amplifikaci spojenou s nardstem signalu v HEX kanalu (em. 548 nm).

MIC qPCR

Pro zobrazeni a analyzu namérenych dat, kliknéte na maly kfizek vedle Cyklovani v modulu Analyza a poté vyberte
cil — Non-Assay Green (FAM) and Non-Assay Yellow (HEX). V pravém dolnim rohu zvyste ,Fluorescence Cut-off
Level” na 20 %. Pro kazdou pozitivni jamku se zobrazi hodnota kvantifikacniho cyklu (Cq). Toto je Cislo cyklu, pfi
kterém fluorescence vzorku stoupne nad prahovou hodnotu (Cervena vodorovna cara v dolni ¢asti grafu
amplifikaéni kfivky). V panelu ,Samples” na pravé strané kliknéte na nazvy vzorkd, chcete-li skryt nebo zobrazit
souvisejici amplifikacni kFivky a vysledky.

Pozitivni vysledek pro Anaplasmu phagocytophilum: Pozitivni vysledek je charakterizovan rlstem
fluorescenéniho signalu v ,,Green channel”. V pfipadé negativnich vysledkd k amplifikaci nedojde.

Interni kontrola musi byt amplifikovana v kazdém vzorku. Amplifikace Interni kontroly je charakterizovana rlstem
fluorescencniho signalu v , Yellow channel”.

Interpretace vysledkii
Negativni vysledek

Pokud nedojde k narGstu amplifikacniho signalu v kandlu FAM pred 45. cyklem, Ize vysledek interpretovat jako
pravdépodobné negativni na pfitomnost DNA Anaplasmy phagocytophilum nebo je jeji koncentrace pod
detek¢énim limitem soupravy (10 genomovych DNA/reakci). Signal pro interni kontrolu musi byt pozitivni.
Vysledek nevylucuje pfitomnost anaplasmové infekce, protoze vysledky testu jsou zdvislé na spravném odbéru
vzorku a jeho zpracovani. Vysledky jsou téz zavislé na pritomnosti dostatecného mnozZstvi analyzované DNA
Anaplasmy phagocytophilum.

Pozitivni vysledek

Amplifikacni signdl v FAM kanalu se objevi pred 45. cyklem. DNA Anaplasmy phagocytophilum byla detekovéna
ve vzorku. Vzorek je pozitivni na pfitomnost DNA Anaplasmy phagocytophilum.

Upozornéni: Upozoriiujeme 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 laboratore provadéjici DNA analyzy.
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Inhibovany vzorek

V pfipadé, Ze nedojde k narastu amplifika¢niho signdlu v kandlu FAM (specifického pro DNA Anaplasmy
phagocytophilum) a ani k nartstu amplifikac¢niho signalu v kanalu HEX (specifického pro interni kontrolu), je
nutné analyzu zopakovat nejlépe s nové izolovanymi vzorky DNA.

Kontrolni postup

Souprava EliGene® Anaplasma phagocytophilum UNI Kit zahrnuje interni kontrolu (IC DNA 01) a pozitivni kontrolu
(PC DNA Anaplasma). Interni kontrola sleduje kvalitu izolace DNA a detekuje pfipadné chyby v procesu izolace
DNA. Detekuje také pfipadné inhibice amplifikaniho procesu. V pfipadé, Ze vzorek je negativni na DNA
Anaplasmy phagocytophilum, Ct Interni kontroly musi byt Cp < 35.

Pozitivni kontrola sleduje spravnou funkci MasterMixu. Minimalni Cp pro pozitivni kontrolu musi byt 35 nebo
méné. Cp vyssi nez 35 nemuze byt akceptovano a detekce DNA musi byt provedena s novym vzorkem. V pfipadé
opakované vyssiho Cp kontaktujte vyrobce ELISABETH PHARMACON.

Pouzivejte negativni kontrolu pro kazdy béh. Jako negativni kontrolu pouzijte vodu pro molekuldrni biologii
pouzivanou ve vasi laboratofi. Pro negativni kontrolu pouZijte pipetu pro vzorky DNA.

Referencni materidl

Ke sledovani vsech postupl zahrnujici DNA izolaci a RealTime PCR detekci miiZzete pouZit vzorek pozitivni na DNA
Anaplasmy phagocytophilum. Komercni pozitivni materidl neni k dispozici.

Reseni problémui
1. V pfipadé, Ze nedojde k amplifikaci interni kontroly, miZe 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, mize jit o poufZiti kitu po dobé exspirace nebo o zdvadu
na pfistroji pro RealTime PCR.

Funk¢éni charakteristiky
Analytické funkéni charakteristiky:

Kit EliGene® Anaplasma phagocytophilum UNI ma vysokou citlivost — detekuje 10 genomovych DNA pfidanych do
amplifika¢niho mixu.

Analyticka citlivost byla ovérena nasledovné. Byl pripraven plasmid se sekvenci Anaplasma phagocytophilum,
ktery byl fedén tak, aby byly ziskany pozadované koncentrace cilové sekvence. Po pridani lidské DNA do vzorku
v obvyklém mnoZstvi nedoslo k ovlivnéni citlivosti metodiky.

Analyticka specifita soupravy je 100% a byla ovérena jednak porovnanim pouZitych sekvenci primerQ a prob
s databazi vSech znamych sekvenci DNA (GenBank, http://www.ncbi.nim.nih.gov/), jednak pridanim lidské DNA
do MasterMixu. 50 rtznych vzork( lidské DNA nezpUsobilo falesné pozitivni vysledek. Falesné pozitivni vysledek
nezplsobilo ani pfidani DNA nasledujicich organizmQ: Borrelia burgdorferi sensu lato, C. trachomatis,
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,
Adenovirus, HBV, EBV, CMV, HSV1, HSV2, VZV.

Klinickd specifita se testovala na 527 vzorcich klidtat. Kit EliGene® Anaplasma phagocytophilum UNI vykazuje
100% (26 z 26 vzork() shodu v detekci Anaplasmy phagocytophilum v porovnani s vysledky ziskanymi referencni
metodou (Courtney JW et al., 2004).
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Diagnostické funkcni charakteristiky:

Klinicka citlivost a specifita EliGene® Anaplasma phagocytophilum UNI kitu je 100%.

Meé¥ici interval

Souprava umoZfiuje detekci 10'-108 DNA molekul Anaplasmy phagocytophilum v reakéni smési.

Interni kontrola kvality

Jako interni kontrola kvality je pouZita interni kontrola 01 (IC DNA 01) 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.

Uspésna detekce Anaplasmy phagocytophilum je podminéna pfijetim vzorku od pacienta (s teplotou) v
primérené dobé. Citlivost detekce DNA Anaplasmy phagocytophilum zévisi na odbéru vzorku (celé nesrazené
krve, u chronickych pacientl je lepsi pouZit moc), zplsobu skladovani (skladujte pti 4 °C), zplsobu zpracovani
(DNA izolace, den prijeti vzorku, detekce ihned po izolaci), zplGsobu izolace DNA (striktné doporudujeme pouZzit
vySe uvedené DNA izolacni soupravy Chemagen-PerkinElmer).

Biologické referencni intervaly

Z4dné pouzitelné informace pro tento kit.

Upozornéni

Po smichani je MasterMix stabilni po dobu 2 tydn( pti -20 °C. Nezamrazujte zkumavky s MasterMixem
opakované! Nemichejte komponenty kitu z rGznych Sarzi.

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 vzorkd a tvorbé aerosoll. Jakykoliv material, ktery prisel
do styku s biologickymi vzorky, musi byt pfed umisténim do odpadu autokldavovan pfi 121 °C nejméné
60 minut.

° Pracujete se vSsemi reagenciemi a pouzivanym materialem s védomim, Ze mohou prenaset infek¢ni 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.
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° Pfed zapocetim prace si radné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto ndvodu.

° Pri praci postupujte presné podle navodu k pouziti.

° Kit nepouzivejte po dobé exspirace, ktera je uvedena na obalu.

° Pouzivejte pouze reagencie poskytované v rdmci kitu a reagencie doporucené vyrobcem.
° Nemichejte reagencie z rliznych Sarzi!

° NepouZivejte reagencie ze souprav jinych vyrobct!

Varovdni a bezpecnostni opatieni pro molekuldrni biologii

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

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

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

° Vzorek, ze kterého se analyza provadi, musi byt hned od pocatku pro DNA analyzu uréen a musi s nim byt
podle toho naklddano, napt. vzhledem k mozné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek musi
byt zpracovavan v laminarnim boxu. RGzné 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 pouZzivany $picky s filtrem. Pouzivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DN&z a RNaz.

° S reagenciemi musi byt pracovano v PCR boxu (nikoliv v lamindrnim 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 DN&z a RNaz.

° S produkty amplifikace je tfeba zachazet velmi opatrné, aby nedoslo k jejich rozptyleni do prostredi
laboratofi a k pfipadné kontaminaci nové testovanych vzorka.

Varovdni a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy

° Mikrozkumavka obsahujici Anaplasma UNI mix je uréena pouze pro jedno pouZiti a musi byt pouZita pouze
pro pripravu reakéni smési.

° Mikrozkumavka obsahujici IC DNA 01 je uréena pouze pro jedno pouziti a musi byt pouzita pouze pro
pfipravu reakéni smési.

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

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

P281 PouZivejte poZzadované osobni ochranné prostredky.

V pripadé jakychkoliv problémd se obratte na zdkaznické centrum spole¢nosti ELISABETH PHARMACON,

spol.sr. 0.
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Vysvétlivky

Katalogové Cislo

Horni teplotni hranice

Cislo arze

Spotiebujte do (posledni den v mésici).

Diagnosticky zdravotnicky prostiedek in vitro
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V souladu s poZzadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické prostfedky in
vitro.

)
m

Obsah dostatecny pro "N" test(

Prosim, fidte se instrukcemi pro poufziti.
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