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@ Seegene Detekce MTB/MDR Anyplex™ Il

UPOZORNENI

Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.
Spolehlivost vysledkl zavisi na vhodném postupu odbéru, skladovani, pfepravy a zpracovani
vzorkd.

® Tento test byl validovan pro nasledujici typy vzorki: sputum, kultivace, ¢erstva tkan a
bronchialni vyplach. Tento test nebyl validovan pro zadné jiné typy vzorkd.

® Vzorky DNA skladujte pfi teploté -70 °C az do pouziti a béhem pouziti je uchovavejte na
ledu.

® C(Citlivost testu se mlze snizit, pokud jsou vzorky opakované zmrazovany/rozmrazovany nebo
skladovany po delSi dobu.
® Pro PCR reakce tohoto produktu je nutné pouzit vyhradné tyto zkumavky: [EU 0,1 ml,
Thin-wall 8-tube strip (kat. €. B77009) a EU 8-Single attachable optical wide indented
cap-strip (kat. €. B79501); BlOplastics].
Kontrolni reakce typu Wild musi byt provedena v kazdém testovacim cyklu.
Pracovni postup v laboratofi by mél probihat jednosmérné.
Pouzivejte jednorazoveé rukavice a pfed vstupem do rdznych prostor si je vyménte. V pfipadé
kontaminace rukavice okamzité vyménite nebo je oSetiete dekontaminacni reagencii DNA.
® Zasoby a vybaveni musi byt vyhrazeny pro pracovni oblasti a nemeély by se premistovat z

jedné oblasti do druhé.

® V laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekuite. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi
pouzivejte jednorazové nepudrované rukavice, laboratorni plasté a ochranné bryle. Po
manipulaci se vzorky a testovacimi reagenciemi si diikladné umyijte ruce.
Nepipetujte usty.
PFi odebirani alikvotll ze zkumavek s reagenciemi zabrarite jejich kontaminaci. Doporucuje
se pouzivat sterilni jednorazové pipetovaci Spi¢ky odolné proti aerosolu.
Nekombinujte reagencie z rliznych Sarzi nebo z rliznych zkumavek stejné Sarze.
Nepouzivejte vyrobek po uplynuti doby pouzitelnosti.

VSechny jednorazové predméty jsou ur€eny k jednorazovému pouziti. Nepouzivejte je
opakované.

® Pouzivejte zkumavky se Sroubovacim uzavérem a zabrante pfipadnému rozstfiku nebo
kfizové kontaminaci vzorkd b&éhem pfipravy.

® Davejte pozor, abyste se nedotkli vnitfku uzavéru zkumavky nebo stripu.

® Davejte pozor, abyste nekontaminovali reagencie s extrahovanymi nukleovymi kyselinami,
produkty PCR a pozitivni kontrolou. Aby se zabranilo kontaminaci reagencii, doporu€uje se

pouZzivat filtradni Spicky.
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@ Seegene Detekce MTB/MDR Anyplex™ Il

® Pro kazdy experiment pouzivejte oddélené pracovni prostory.
Pripravte si a pouzijte jinou sadu pipet pro kazdou z nasledujicich oblasti: extrakce
nukleovych kyselin, michani reagencii, pfidavani vzorku nukleové kyseliny a manipulace s
produkty PCR.

® Zkumavky nebo stripy s PCR reakci otevirejte po amplifikaci pouze na uréenych mistech, aby
nedos$lo ke kontaminaci prostoru s amplikony.
Pozitivni materialy skladujte oddélené od reagencii soupravy.
PFi manipulaci se vzorky je tfeba dodrzovat laboratorni bezpe&nostni postupy (viz Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories & CLSI Documents). Dukladné vycistéte a
dezinfikujte vSechny pracovni plochy 0,5% chlornanem sodnym (v deionizované nebo
destilované vodé). Soucasti produktu (zbytky produktu, obaly) Ize povazovat za laboratorni
odpad. Nepouzité reagencie a odpad likvidujte v souladu s platnymi pfedpisy o nakladani s
odpady.

® Doba pouzitelnosti je 12 mésict pfi teploté < -20 °C od data vyroby. Informace naleznete na Stitku
kone¢né datum ukonéeni platnosti.

® Obchodni nazev "CFX96™ Real-time PCR Detection System-IVD" se méni na "CFX96™ Dx
System". Vzhledem k tomu, Ze u systému nedoslo k Zzadnym hardwarovym zménam, oekava
se, ze vysledky z obou systém0 budou stejné.

® "CFX Manager™ Dx Software v3.1" je aktualizovana verze "CFX Manager™ Software- IVD
v1.6". Aktualizovany software obsahuje vylepSeni nabidky "Run" (Spustit). Tato vylepSeni
nemaji vliv na vysledky analyzy dat; vysledky tedy budou stejné.

® Tato souprava je uréena k diferencialni diagnostice infekci vyvolanych cilovym patogenem;
Mycobacterium tuberculosis a jeho rezistence na antituberkulotika prvni linie (isoniazid a

rifampicin).
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@ Seegene Detekce MTB/MDR Anyplex™ Il

UCEL POUZITI

Anyplex™ || MTB/MDR Detection je kvalitativni in vitro diagnosticky test pro sou¢asnou
detekci Mycobacterium tuberculosis a jeho rezistence k protituberkulé6znim Iékiim prvni
linie (isoniazid a rifampicin) ze sputa, kultivace, Cerstvé tkané& nebo bronchialniho vyplachu
symptomatickych pacientl. Zahrnuje 7 mutaci zpUsobujicich rezistenci k isoniazidu v genu katG

a promotorové oblasti inhA a 18 mutaci zplsobujicich rezistenci k rifampicinu v genu rpoB.

PREHLED
PRINCIPU A POSTUPU

1. Princip

Spole€nost Seegene vlastni dvé vynikajici technologie tykajici se PCR: technologii dualnich
primingovych oligonukleotidd (DPO™) a technologii TOCE™. DPO™ je zakladnim
nastrojem pro blokovani prodlouzeni nespecificky primedovanych templatl, coz umozriuje
navrhovat a vyvijet testy s mimoradné vysokou specifi¢nosti. Sila a uzite€nost technologie DPO ™
muze byt Uspé&Sné zallenéna do ruznych molekularné diagnostickych systémd, jako jsou
multiplexované molekularni testy a testy pro detekci bodovych mutaci. TOCE™ je nova
technologie pro Real-Time odecitani zaloZzena na analyze teploty tani. Az dosud byla analyza
teploty tani omezena nékolika pfirozenymi omezenimi — konkrétné omezenym designem sondy,
nemoznosti rozsahlého a ucinného multiplexovani a vysokou citlivosti teploty tani v disledku
sekvencni variability v misté sondy. Technologie TOCE™ tato omezeni pfekonava tim, ze
poskytuje rozSifené moznosti multiplexovani, zlepsuje flexibilitu designu sondy, poskytuje odecet
nezavisly na variabilité cilové sekvence a kompatibilitu napfi¢ platformami. Kombinace
technologii DPO™ a TOCE™ umozfiuje sou¢asnou Real-Time detekci vice€etnych bodovych

mutaci s vysokou specifi¢nosti.
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@ Seegene Detekce MTB/MDR Anyplex™ Il

Anyplex™ || MTB/MDR Detection je multiplexni real-time PCR test, ktery umoziiuje sou€asnou
amplifikaci a detekci cilovych sekvenci Mycobacterium tuberculosis (MTB), 7 mutaci
zpusobujicich rezistenci k isoniazidu (INH) [katG S315I(ATC), S315N(AAC), S315T(ACC),
S315T(ACA), promotor inhA -15(T), -8(A), -8(C)], 18 rifampicinu (RIF), mutaci zpusobujicich
rezistenci [rpoB L511P(CCG), Q513K(AAA), Q513L(CTA), Q513P(CCA), delece 3
aminokyselin v 513~516, D516V(GTC), D516Y(TAC), S522L(TTG), S522Q(CAG),
H526C(TGC), H526D(GAC), H526L(CTC), H526N(AAC), H526R(CGC), H526Y(TAC),
S531L(TTG), S531W(TGG), L533P(CCG)] a interni kontroly (IC).

Anyplex™ || MTB/MDR Detection zahrnuje interni kontrolu. Interni kontrola se pfidava ke
sledovani zpracovanych vzorkd obsahujicich latky, které mohou interferovat s amplifikaci PCR.
Specificnost olig zamérenych na mutace v Anyplex™ || MTB/MDR Detection Ize potvrdit
pomoci kontroly typu Wild (WTC). Wild-type Control je navrZena tak, aby vykazovala stejny
vzorec vysledku jako vzorek M. tuberculosis citlivy na |éCiva. Reakce Wild-type Control by
musi byt provedena pro kazdy testovaci béh a v zavislosti na jejim vysledku je

analyzovan vysledek lékové rezistentnich neznamych vzork.

Anyplex™ |I MTB/MDR Detection vyuziva system Uracil-DNA glykosylazy (UDG)-dUTP.
Systém UDG-dUTP se bézné pouziva pfi provadéni PCR k eliminaci pfenosu amplikond, protoze

UDG vylu€uje uracilova rezidua z DNA Stépenim N-glykosylové vazby.
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2. Prehled postupti

Vzorky
(sputum, kultivace, €erstva

tkan nebo vyplach pradusek)

Extrakce nukleové kyseliny

Nukleova kyselina

Soucéasna amplifikace a detekce pomoci
Anyplex™ || MTB/MDR Detection.

Analyza vysledku
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ZAKLADNI INFORMACE

1. Tuberkuléza

Tuberkuldza je infekéni bakterialni onemocnéni zplisobené bakterii Mycobacterium tuberculosis,
které se Sifi vzduchem. KdyzZ infikované osoby kaSlou, plivou nebo mluvi, organismy M.
tuberculosis se rozptyluji do vzduchu. Pro vznik infekce staci pouze vdechnuti malého mnozstvi
M. tuberculosis. Ne vSichni lidé nakazeni M. tuberculosis vSak onemocni; imunitni systém
zarodky zlikviduje nebo utlumi do latentniho stavu, ve kterém mohou setrvat roky. Oslabeni
imunitniho systému pak vede k propuknuti aktivni ho onemocnéni zptisobeného M. tuberculosis.
Tuberkuléza a syndrom ziskané imunodeficience (AIDS) tvofi smrtelnou kombinaci. AIDS
oslabuje imunitni systém a osoba, ktera je HIV pozitivni a infikovana M. tuberculosis, ma mnohem
vétsi pravdépodobnost, Ze onemocni tuberkulézou nez osoba, ktera je HIV negativni a infikovana

M. tuberculosis.

2. Tuberkuléza rezistentni vaéi 1ékam

Pfi diagnostice infekéni tuberkuldzy je tfeba zahajit 1€éEbu protituberkuldznimi Iéky. Nejbé&znéjSimi
léky proti tuberkuléze (Iéky prvni volby) jsou isoniazid, rifampicin, pyrazinamid a etambutol. V
kazdé sledované zemi byly zaznamenany kmeny rezistentni vici jednomu Iéku. Navic se objevily
kmeny M. tuberculosis rezistentni vli¢i vSem hlavnim antituberkulotikim. Zvlasté nebezpecnou
formou tuberkulozy rezistentni vaci I1€kim je multirezistentni tuberkuléza (MDR-TB), ktera je
definovana jako onemocnéni zpUsobené M. tuberculosis rezistentni va&i nejméné dvéma
nejucinnéjSim a nejCastéji pouzivanym lékim proti tuberkuldze, isoniazidu a rifampicinu. MDR-
TB se vyskytuje prakticky ve vSech zemich sledovanych Svétovou zdravotnickou organizaci
(WHO).

3. Diagnéza tuberkulézy a tuberkulézy rezistentni vaéi lékam

Rychla a pfesna diagndza symptomatickych pacientd je zakladem globalnich strategii pro
kontrolu tuberkuldzy. Aktivni tuberkuldza se v sou€asné dobé diagnostikuje na zakladé celkového
posouzeni pfiznaku, klinickych projevl a vysledk test(l. Diagnostické vySetfovaci metody
tuberkulézy zahrnuji rentgenovy snimek hrudniku (RTG), mikroskopii (barveni na acidofastické
bacily (AFB)), kultivaci a molekularni diagnostiku. Nyni se pro v€asnou diagnostiku tuberkul6zy

spole€né s kultivaci ¢asto pouzivaji molekularni diagnostické metody zaloZzené na PCR.
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Odhaleni lékové rezistence pfed zahajenim nevhodné chemoterapie snizuje nemocnost,
umrtnost, ekonomické naklady a zbyte¢nou léEbu nedc€innymi 1éky. Rutinni metody testovani
citlivosti na IéCiva (DST), které jsou standardem pro diagnostiku tuberkulézy rezistentni na |éCiva,
jsou pomalé a v podminkach s omezenymi zdroji zfidka dostupné. Skutecnost, Ze vysledek ¢asto
trva nékolik tydn(, oddaluje zahajeni ucinné Iécby, ¢imz se zvySuje riziko pfenosu M. tuberculosis
rezistentni vaci Iékdm na kontaktni osoby. Kromé toho mohou pacienti dostavat nevhodnou
I&éCbu, ktera rezistenci zesiluje a dale ohrozuje Sanci na UspéSny vysledek IéCby. Proto je presna,
jednoducha a rychla diagnostika nezbytna pro ucinny screening a poskytuje uzite¢né podklady

pro vhodnou lé¢bu v celosvétovém boiji proti tuberkuloze.

Mezi nejnovéjSi pokroky ve fenotypovém DST patfi pouziti mykobakterialnich rdstovych
indikator( a fagovych testu. Ackoli tyto metody jsou schopny podat zpravu o fenotypové rezistenci
béhem 2 az 10 dn(, pfedstavuje kultivace zZivotaschopnych M. tuberculosis zdravotni riziko pro
laboratorni personal. Proto vyZaduje vysokou urovern biologické bezpec€nosti. K pfekonani téchto
omezeni a ke zvySeni rychlosti detekce rezistence k IéCiviim byla vyvinuta fada metod zalozenych
na PCR. Velkou vyzvou pro Uspésny vyvoj metod genotypového testovani vSak zlstava obrovsky
pocet raznych nesynonymnich jednonukleotidovych polymorfismd (nsSNP), které zpUsobuji
rezistenci. Kromé toho je mnoho z téchto metod zalozenych na PCR omezeno nutnosti
nasledného zpracovani, které umozni detekci nsSNP v ramci PCR amplifikované domény (napf.
hybridizace na imobilizované oligonukleotidy, microarray, dot-blot hybridizace, denaturacni

vysokoucinna kapalinova chromatografie a sekvenovani DNA).
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Detekce MTB/MDR Anyplex™ ||

V systému Anyplex™ Il MTB/MDR Detection je kazda cilova mutace, ktera je rezistentni vuci
lékim, amplifikovana a specificky detekovana odpovidajicimi oligami béhem 3 hodin pouzitim
technologii DPO™ a TOCE™ spoleCnosti Seegene bez nutnosti dalSiho zpracovani. Cilové

mutace Anyplex™ || MTB/MDR Detection jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Cilové mutace detekce Anyplex™ || MTB/MDR

Odolnost Souvis Cilové mutace
vaci lékam ejici
gen
Rezistenc katG S315I1 S315N S315T S315T
e na (AGC—ATC) (AGC—AAC) (AGC—ACC) (AGC—ACA)
isoniazid inhA 15 3 8
INH-R R B B
( ) promotor (C-T) (T—-A) (T—-C)
Rezistence rpoB L511P Q513K Q513L Q513P
na (CTG—CCG) (CAA—-AAA) (CAA—CTA) (CAA—CCA)
rifampicin 1
(RIF-R) 3aa. D516V D516Y S522L
vypusténi v (GAC—GTC) (GAC—TAC) (TCG—TTG)
513~516
S522Q H526C H526D H526L
(TCG—CAG) (CAC—TGC) (CAC—GAC) (CAC—CTC)
H526N H526R H526Y S531L
(CAC—AAC) (CAC—CGC) (CAC—TAC) (TCGSTTG)
S531W L533P
(TCG—TGG) (CTG—CCG)

1 Zjisténo je také dal$ich devét mutaci se stejnou mutaci na stejné bazi (podtrzeno): (CAA—AAT), D516F
(GAC—>TTC), D516V (GAC—GTG), H526F (CAC—TTC), H526G (CAC—GGC), H526L (CAC—CTQG),
H526L (CAC—CTT), H526S (CAC—AGC) a H526T (CAC—ACCQ).
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REAGENCIE

Reagencie obsazené v jedné sadé vystaci na 50 reakci.

Informace k objednavce (| REF | TB7301Y)

Detekce MTB/MDR pomoci

Anyplex™ ||
Symbol Obsah Objem Popis
4X MTB/MDR TOCE oligo mix (TOM):
PRIMER 250 ul - _
TOM - Amplifikaéni a detekéni reagencie
- DNA polymeraza
PREMIX EM1 250 pl - Uracil-DNA glykosylaza (UDG)

- Pufr obsahujici dNTP

Pozitivni kontrola (PC):

CONTROL MTB/DR PC 100 il

- Smés klonl patogenu a IC

Kontrola typu Wild (WTC):
- Smés klont MTB typu Wild

CONTROL |W | | MTB/DR WTC 100 ul

RNase-free
WATER 1000 ul UltraCista kvalita, stupefit PCR
Water
Roztok pro )
DNA | ES _ 10 ml Reagencie pro extrakci bakterialni DNA
extrakci
DNA
E]j] Uzivatelska

pfirucka

11 06/2021 V1.04



@ Seegene Detekce MTB/MDR Anyplex™ Il

SKLADOVANI A MANIPULACE

V8echny komponenty Anyplex™ || MTB/MDR Detection musi byt skladovany pfi teploté <
-20 °C. P¥i dodrzeni téchto podminek skladovani jsou v8echny slozky stabilni az do data
exspirace uvedeného na Stitku soupravy. Vykon soupravy neni ovlivnén az 5 cykly zmrazovani a
rozmrazovani. Pokud budou reagencie pouzivany pouze obc¢asné, je vhodné je uskladnit po

alikvotnich ¢astech

POZADOVANE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI BALENI

NALC-NaOH (0,5 % NALC, 2 % NaOH a 1,47 % citratu trisodného) nebo 4 % NaOH (1 N NaOH).
1X roztok PBS

Jednorazova plastova smycka nebo jehla

Jednorazové bezprasné rukavice (latexové nebo nitrilové)

Pipety (nastavitelné) a sterilni Spi¢ky na pipety

1,5 ml mikrozkumavky

Vyrobnik ledu

Stolni centrifuga

Vortex

Tepelné téleso

Cista lavice

Detekéni systém CFX96T™ regl-time PCR (Bio-Rad)

Systém CFX96TM Dx (Bio-Rad)

Stripy EU 0.1 mL, Thin-wall 8-tube Strip bilé (kat. ¢. B77009; BIOplastics)

Stripy EU 8-single attachable optical wide indented cap-strip (kat. €. B79501; BlOplastics)

12 06/2021 V1.04
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PROTOKOL

1. Odbér, skladovani a preprava vzorka

Poznamka: Se vSemi vzorky je tfeba zachazet jako s potencialné infekénim materialem.
Povoleny jsou pouze ty vzorky, které jsou odebirany, skladovany a pfepravovany za pfisného
dodrzovani nasledujicich pravidel a pokyn.

Poznamka: Aby byla zajiSténa vysoka kvalita vzork(, meély by byt vzorky pfepravovany co

nejrychleji. Vzorky musi byt pfepravovany pfi uvedenych teplotach.

A. Odbér vzorkt

Sputum

® P¥i odbéru vzorkl sputa davejte pacientim jasné pokyny. Pacienti musi odebirat vzorky bud
venku na Cerstvém vzduchu, nebo mimo dosah dalSich osob. Pacienti by neméli odebirat
vzorky v uzavienych prostorach, jako jsou toalety.

® Pfed odbérem sputa vyplachnéte usta vodou. Pacienti hluboce zaka$lou, aby vykaslali
sputum pfimo do nadoby.

® Vzorek sputa musi mit objem 3~5 ml.

Pevnd kultura (Ogawa)
® Vzorky Ize testovat, jakmile se objevi rist, a b&hem nasledujicich 60 dnl inkubace.
® Kolonie Ize odebirat pomoci jednorazové plastové smycky nebo jehly. Spolu s burkou

neodebirejte zadné médium Ogawa.

Tekutd kultura (MGIT)

® Zkumavky s indikatorem rastu mykobakterii (MGIT) se denné zkoumaiji pomoci UV lampy.
Sledujeme, zda se na dné& zkumavky odrazi jasné oranzova fluorescence na menisku. P¥i
pozitivnim signalu fluorescence naberte pipetou se ze dna zkumavky 0,5 ml vzorku.

: ; tkedii

® Tkan, ktera ma byt testovana, musi byt odebrana asepticky do sterilni nadoby bez fixacnich

nebo konzervacnich latek. Vzorek tkané ke kultivaci nevkladejte do formalinu.

® Pokud vzorek vyschne, prfidejte sterilni fyziologicky roztok, aby byl vihky. Az do pfepravy

uchovavejte v chladu.
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@ Seegene Detekce MTB/MDR Anyplex™ Il

® Bronchialni vyplach by mél Iékar asepticky odebrat do sterilni nadoby pomoci aspiraéni

techniky nebo chirurgickych postupt.

B. Skladovani a preprava vzorkl

Skladovani a preprava

Teplota. Doba

trvani*
Sputum - Vykonnost maze byt ovlivnéna
Pevna kultura del$im skladovanim vzorka.
(Ogawa)

- 2~8°C 3dny - Vzorky by také mély dodrzovat mistni
Tekuta kultura (MGIT)

" a narodni pokyny pro
Cerstva tkan poryny P

transport patogenniho materialu.

Bronchialni vyplach

* Doba trvani: Doba od odbéru vzorku do kone€ného testu (v€etné pfepravy a skladovani

vzorkl pred testem).

2. Priprava vzorki

Sputum
® Pridejte stejny objem NALC-NaOH (0,5 % NALC, 2 % NaOH a 1,47 % citratu trisodného) ke

vzorku v nadobce na sputum a 1 minutu michejte ve vortexu.
Poznamka: Misto NALC-NaOH Ize pouzit 4% NaOH (1 N NaOH).

® Inkubujte 15 minut pfi pokojové teploté.

® Preneste 1,5 ml do nové sterilni zkumavky a odstfedujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po
dobu 5 minut.

® Supernatant zlikvidujte, pfidejte 1 ml roztoku 1X PBS a dobfe promichejte.

® QOdstredujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut a supernatant zlikvidujte pipetou.

® Pridejte 1 ml roztoku 1X PBS a dobfe promichejte.

® QOdstredujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut a supernatant zlikvidujte pipetou.

. ; thari
® Vzorek tkané rozkrajejte nebo rozmélnéte ve sterilni nadobé.

® Suspendujte v 1 ml roztokulX PBS.

® QOdstredujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut a supernatant zlikvidujte pipetou.
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® Bez pfidani NALC-NaOH odstfedte 1,5 ml vzorku pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5
minut.
® Supernatant zlikvidujte, pfidejte 1 ml roztoku 1X PBS a dobfe promichejte.

® QOdstredujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut a supernatant zlikvidujte pipetou.

3. Extrakce nukleovych kyselin

Roztok pro extrakci DNA je souc€asti soupravy Anyplex™ Il pro detekci
MTB/MDR.

Véect oy | s yzorka kul

® (volitelné) K pfipravenému sedimentu pfidejte 1 ml sterilni vody, odstfedte pfi 15 000 x g.
(13 000 ot./min) po dobu 5 minut a supernatant zlikvidujte pipetou.
Pridejte 100 pl roztoku pro extrakci DNA do sedimentu a 30 sekund michejte ve vortexu.

Uzavfete zkumavku pomoci uzavéru a varte 20 minut pfi teploté 100 °C na tepelném télesu.
Odstfedujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut.

Jako vzorek PCR pouZijte 5 pl supernatantu.

Pevnd kultura (Ogawa)

Suspendujte kolonii ve 200 ul roztoku pro extrakci DNA v 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavce.
Michejte ve vortexu po dobu 30 sekund.

Uzavfete zkumavku pomoci uzavéru a varte 20 minut pfi teploté 100 °C na tepelném télesu.
Odstfedujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut.

Jako vzorek PCR pouzijte 5 ul supernatantu.

Tekutd kultura (MGIT)

Preneste 0,5 ml kultury ze dna do 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky.

Odstfedujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut.

Zlikvidujte supernatant a pfidejte 200 ul roztoku pro extrakci DNA.

Michejte ve vortexu po dobu 30 sekund.

Uzavfete zkumavku pomoci uzavéru a varte 20 minut pfi teploté 100 °C na tepelném télesu.
Odstfedujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut.

Jako vzorek PCR pouZzijte 5 ul supernatantu.
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4. Priprava pro real-time PCR

Poznamka: Je tfeba pouzit spravné zkumavky a uzavéry (viz POZADOVANE MATERIALY, KTERE
NEJSOU SOUCASTI BALENI).

Poznamka: Pfi pfipravé reakci PCR je tfeba pouzivat filtracni Spi¢ky odolné proti aerosolu a

tésné rukavice. Dbejte zvySené opatrnosti, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci.

Poznamka: VSechnY reagencie zcela rozmrazte na ledu.

Poznamka: Zkumavky s reagenciemi kratce odstfedte, abyste odstranili kapky z vnitfni strany vicka.

A. Pripravte PCR Mastermix.

5ul 4X MTB/MDR TOM
5l EM1
5ul RNase-free Water
15 ul Celkovy objem PCR Mastermixu

Poznamka: Vypoditejte potfebné mnozstvi kazdé reagencie na zakladé poctu reakci (vzorky +
kontroly).

B. Promichejte pétinasobnym pfevracenim nebo kratce vortexujte a pak kratce odstfedte.

C. Preneste alikvotni ¢asti 15 ul PCR Mastermixu do zkumavek pro PCR.
D. Do zkumavek obsahujicich PCR Mastermix pfidejte 5 pl jednotlivych vzorkd nukleové kyseliny.

15 ul PCR Mastermix
5ul Nukleové kyseliny vzorku
20 pl Celkovy objem reakce

E. Uzavfete vi¢ka a zkumavky s PCR kratce odstfedte.

F. Zkontrolujte, zda je kapalina obsahujici vSechny slozky PCR na dné kazdé zkumavky PCR.

Pokud tomu tak neni, odstfedujte znovu pfi vysSich otackach za minutu po delSi dobu.
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Poznamka: Pied spusténim PCR reakce je nutné zkumavky odstredit. Je tfreba vytladit

kapalinu na dno a vypudit vzduchové bubliny.

Spravné Nespravné

Bubble

Poznamka: Pro kazdy vzorek pouzijte novou sterilni $pi¢ku na pipetu.

Poznamka: Pro negativni kontrolu (NC) pouzijte misto nukleové kyseliny vzorku 5 pl vody bez RNazy.
Poznamka: Pro pozitivni kontrolu (PC) pouzijte misto nukleové kyseliny vzorku 5 yl MTB/DR
PC. Poznamka: Pro kontrolu typu Wild (WTC) pouzijte misto nukleové kyseliny vzorku 5 pl
MTB/DR WTC.

Poznamka: Kontrolni reakce typu Wild by se méla provadét pii kazdém testovani. Vysledek
rezistence neznamych vzorku k Ié€iviim se analyzuje na zakladé vysledku kontrolni reakce
typu Wild.

Poznamka: Dbejte na to, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci PCR mastermixu a vzorkd

s pozitivni kontrolou nebo kontrolou typu Wild.

Poznamka: Stitek neumistujte na vicko zkumavky, fluorescence je detekovana skrz vicko.
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NASTAVENI PRISTROJE PRO REAL-TIME PCR A ANALYZA VYSLEDKU
1. CFX96™ Detekéni systém Real-time PCR v (CFX Manager™ Software-IVD v1.6)
1.1. Nastaveni pFistroje pro Real-time PCR

Poznamka: Nastaveni experimentu €™*%T™ Real- time PCR Detection System (Bio-Rad) Ize
rozdélit do tfi krokd: Setup Protocol (Nastaveni protokolu), Setup Plate (Nastaveni plata) a Start

Run (Spusténi runu).

A. Nastaveni protokolu

1) V hlavni nabidce zvolte moznost File (Soubor) > New (Novy) > Protocol. Otevie se
Editor protokolu.

£i0-233 OX Varager

Obr. 1. Nastaveni protokolu. Vytvofeni nového protokolu nebo nacteni existujiciho
protokolu runu.
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2) V Editoru protokolu definujte tepelny profil takto:

Krok Pocet cykli Teplota Doba trvani
1 1 95°C 15 minut
2 95°C 30s
3 60°C 1 min

50
4 72°C 30s
5 GOTO Krok 2, 49 more times
6 1 55°C 30s
KFrivka tani
* 1
55 °C ~ 85 °C (5 s/0,5 °C)

*Tabulka se odeéte v kroku 7. Fluorescence se detekuje pfi tani.

Protocol Editor - New [
File Settings Tools ?
H Eﬁ Insert Step 3\A.‘zer v Sample Volume \‘20 pl  Est. Run Time 02:58:00
1 2 3 4 S B 7
950 C %0 C 80 C
g ; \ R0 C -
15:00 0:30 \ 600 C T G [ 50 C 550 C /
00 0 030 005
T
0
2
v
49 X
= 1 950 C for 15:00
[24) insert Step | =7 ®0 Chrox
- 3 60.0 C for 1:00
(] insent Gradient ] & 20 C for0:30
L 5 GOTOZ .43  more times
Insert GOTO 6 50 C for 0:30 ) o
linse J 7 MeltCurve 550 to 850 C, increment 0.5 €.
‘@_._ Insert Melt Curve ] éoh;DU.US Silne e
[@Md Plate Read to Step J
[ Step Options ]
[@ Delete Step }
[ O0K ][ Cancel |

3) Kliknutim na poli¢ko vedle polozky Sample Volume (Objem vzorku) pfimo zadejte 20 pl.

Obr. 2. Editor protokolu
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4) Kliknutim na tla¢itko OK a uloZenim protokolu oteviete okno Nastaveni experimentu.

Experiment Setup % |
Options
[ Protocol |® Plate |“D Start Run |
Create New:.,. Express Load
Select Existing,.,. [ =
Selected Protocol
1.prel [ Edit Selected...
Praview
Est, Run Time: 02:58:00 (96 Wells-All Channels) Sample Volume: 204
R - . T T
9.0 C
030 8.0 C
\ 720 C
AN 7| R R g
20 _C a I\ =moc 50 C
’ T : [151.3
0 =]
2
Next >>

Obr. 3. Nastaveni experimentu: Protokol

B. Nastaveni plata

1) Na karté Plate (Plato) v okné Experiment Setup (Nastaveni experimentu) kliknéte na tlacitko
Create New (Vytvofit novy). Otevrete tak okno Plate Editor (Editor plata).

Experiment Setup (=]
Options
| [24] Protocol | (23 Plate |wb> StartRun |
Create New... \ Express Load
Select Existing.., [QuickPIate.$ wells_All Channels. pltd v]
Selected Plate
QuickPlate_96 wells_All Channels, pitd Edit Selected...
Preview
Fluorophores: FAM, HEX, Texas Red, CyS5, Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 6 7 8 ) 10 11 12
A Unk I Unk Unk Unk Unk Unk Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk
B Unk Unk Unk Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk
C Unk I Unk Unk Unk I Unk I Unk Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk
v Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk
= Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk
3 Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk I Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk Unk I Unk Unk
[ <<Prev | [ Next>> |

Obr. 4. Editor plata. Vytvofeni nového plata
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2) Kliknutim na tlagitko Select Fluorophores (Vybrat fluorofory) ur€ete fluorofory (FAM, HEX, Cal Red
610, a Quasar 670), které budou pouzity, a kliknéte na tladitko OK.

Plate Editor - New ) o 2 @ %
| File Settings Tools
E‘] é,, Zoom 100% v Mgl scan Mode‘gllrchanneis ) '-‘Wc—ll Groups ? @FlazeLoadmgGmde
1 2 3 Select Fluorophores & I&" Select Fluorophores ..,
&
Channel Fluorophore Selected Color Sample TVDE =
: : a4 v
c s rR I —
2 HEX IrZ
D 434 o
Cal Gold 540 =
E vic r
3 Rox r —
; Teras e r
caRedsr0 P
G s o5 T
Quasa 67
H s Quasar 705 ™ —~ m, Experiment Settings. .,
; z’ﬂ Clear Replicate #
| Cancel —
) Cﬂ Clear Wells
Plate Type : BR Clear OK ] [ Cancel |

Obr. 5. Vybrané fluorofory (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670)

3) Zvolte jamky, do kterych bude umisténa zkumavka PCR, a vyberte typ vzorku z nabidky.
Rozbalovaci nabidka Typ vzorku.

- Unknown — Neznamy: Klinické vzorky a kontroly divokého typu

- Negative Control — Negativni kontrola

- Positive Control — Pozitivni kontrola

4) Kliknutim na pfislusna zaSkrtavaci policka (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670)

provedete vybér méficich kanall pro pfislusné jamky.
5) Zadejte Sample name (Nazev vzorku) a stisknéte klavesu enter.

Poznamka: V pripadé kontroly typu Wild je tfeba zadat spravny nazev [MWTC (pro reakci
MTB/MDRY)].
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6) Ve volbé Settings (Nastaveni) hlavniho menu Plate Editor (Editoru plata) zvolte Plate
Size (Velikost plata) (96 wells) a Plate Type (Typ plata) (BR White).

[ rie EESREE Tools

B §_ Platesize > Bot scan Mode [All ~] & wellGroups . | 2 &%) Plate Loading Guide
Plate Type >
Number Convention  » | BR Clear 6 | 7 I 8 ] 8 10 112 T [#5 Select Fluorophores ...
1 Units. » - P =
HEX Hex
& [Cai Redt 610 Caf Red 610 Sample Type
Quasar 670 Quasar 670
Load Target Name
- f.‘; :Aan FAM <none> -
Qo &0 i &% HEX <none> =
[¥] Cal Red 610 <none> -
FAM FAM - P —
c HEX HEX - Quasar 670 <none> -
Cai Red 610 Cai Red 610
s Vém Load Sample Name
FAM FAM i} <none> -
o Cal Red 610 o .K‘QE:S!O
Quasar 670 Quasar 670 Load Replicate #
= il =3
FAM FAM
€ . - : aa—
Quasar 670 Quasar 670 |a Experiment Seftings...
[ — P — [#  clear Repiicate £
HEX HEX
F Cal Red 610 Cat Red 6130 Im Clear Wells
Quasar 670 Quasar 670
FAM FAM
Pl Tone AW

Obr. 6. Nastaveni desky

7) Kliknutim na tlacitko OK nové plato ulozte.

8) Budete vraceni do okna Experiment Setup (Nastaveni experimentu).

Experiment Setup =]
Options

[ Procal] €D Pt [ S |

Express Load
Select Existing... L )

Selected Plate
Plate,pitd Edit Selected...

Preview

Fluorophores: FAM. HEX Cal Red 610, Quasar 670 Plate Type: BR White Scan Mode: All Channels
= 1 2 3 5 7 8 ] 10 1 12

[ <Pev. | [ Nextz> |

Obr. 7. Nastaveni experimentu: .

9) Kliknutim na tlacitko DalSi spustte run.
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C. Start Run (Spustit run)

1) V zalozce Start Run (Spustit) v okné Experiment Setup (Nastaveni experiment) kliknéte na
Close Lid (Zavrit viko). Tak dojde k zavieni vika pfistroje.

Options
(4] Protocol | (i22) Piate| #P> Stant Run
Run Information
Protocol :  1prcd

Plate : plate pitd
Notes :

Scan Mode :  All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Biock Name B Type Run Status Sample Volume Protocol ID
v] [BR100160 | Ide 20

1 Select All Blocks

@ Flash Block Indicator | |£J  Open Ud £  Close Ud

\

<< Prov

Obr. 8. Zavreni vika

2) Kliknéte na tlacitko Start Run (Spustit run).

3) Spustény soubor ulozte do slozky Moje dokumenty nebo do urené slozky. Zadejte nazev souboru,
kliknéte na tlagitko Save (Ulozit) a tim dojde ke spusténi runu.
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1.2. Analyza dat
A. Vytvoreni slozek pro ulozeni exportovanych dat

* P¥i pouziti funkce "Exportovat vSechny datové listy do aplikace Excel

1) Chcete-li ulozit data ze vSech krokt detekce kfivky tani ze souboru s vysledky, vytvorte jednu
slozku.

* P¥i pouziti funkce ,,Seegene Export“

1) Chcete-li ulozit data ze vSech krokt detekce kfivky tani ze souboru s vysledky, vytvorte jednu
slozku.

2) Nazev slozky muze uzivatel zadat podle své volby (v pfipadé pouziti funkce ,Seegene
Export" je ve slozce vytvofené uzivatelem automaticky vytvofena podslozka MeltStep7, do které

se ulozi data bodu tani).

B. Pfednastaveni pro analyzu dat v programu CFX Manager™

1) Po dokonceni testu kliknéte na zalozku Melt Curve (Kfivka tani). Tim potvrdite vysledky Melt
Peak (Spicka tani).
oaumﬂ';'_ in_2018-04-20 18-27-40_BR1001

File View Settings Tools
& & [ &y viewedt piate... |y well Group: [All wells Bk
Mt Curve |E£] et Gusve Dota | ) Run ifomation|

Meit Curve

RFU (10%3)
H
-d(RFU)/AT

"
55 60 65 70 75 80 85

Temperature, Celsius Temperature, Celsius
[V] FAM [¥] HEX [V CalRed 610 (V] Quasar 670 Peak Type: [Postive v| Step Number: [7 v
4 "wuo;nmAwowom;
8 D04 CalRed6Unkn T s
8 E06  CalRed 61( Unkn 7
c ‘Hm Cal Red 6 Pos Ctrl
= HOS Cal Red 6 Pos Ctrl
AD4 FAM Unkn 66.
£ ADE  FAM Unkn 66
F B¢ FAM Unkn 66
P 1806 FAM Unkn 66.
c FAM Unkn =
B I I >
| Completed |- | ['Scan Mode: All Channels | Plate Type : B8R White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
Obr. 9. Vysledky Melt
Peak
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2) V nabidce Tools (Nastroje) zvolte Export All Data Sheets to Excel (Exportovat vSechna data do
Excelu) nebo Seegene Export.

[i7] Data Analysis - a
File View Settings

[ Reports...
B RAs e
EA] mex Curve %uﬂu@ Replace Plate_.

Export All Data Sheets to Excel

-d(RFU)AT
N W
8 8

l 55 60 65 70 75 80 85
Temperature, Celsius

V] FAM [V] HEX [V] CalRed610  [¥] Quasar 670

Cal Red 6 Unkn
Cal Red 61( Unkn 7
Cal Red 6 Pos Ctrl
Cal Red 6 Pos Ctrl

FAM Unkn 66
FAM Unkn 66.
FAM Unkn 56
FAM Unkn 66
FAM Unkn
i
Completed i || [ Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 10. Export dat do aplikace Excel nebo Seegene
Export

3) Vyberte umisténi pro uloZeni dat a kliknéte na tlacitko OK.

Poznamka: Pokud v kroku 2) vyberete moznost Seegene Export, automaticky se vytvori slozka

5 g . 4. New tech application : 3 .
55 60 o5 70 A Protocol File &0 &5 70 s 80 25
Temperature, Ce, & Q< Temperature, Celsius |
= = = J rUO l
FAM HEX [V]CalRed610 [¥] Guasar] . - -
(T4 = 54 ] 3 5GOkigo Peak Type: |Postive ] Step Number: (7 ]|
| 1 2 3. .1 .4 5 Ao ssun | ™ | Met |
» im [ B itsnol ner o] e of s ol
o b T | D Cal Red 6 Unkn 7w |
8 - [E06  Cal Red 61C Unkn 7
HO6  Cal Red 6 Pos Ctl
c
= MoeNewroder | [_ox ][ cencel ] HO6  Cal Red 6 Pos Ctl
ADs  FAM Unkn 3
3 A6 FAM Unkn 6
F B804 FAM Unkn 6
= B0 FAM Unkn s
Cos  Fam Unkn ‘
L LS 1<l - |
Completed |, 4| | Scan Mode: All Channels | Plate Type - BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit "

Obr. 11. Export dat do uréené slozky
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> Seegene

C. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizeé¢i Seegene Viewer

1) Spustte program Seegene Viewer a kliknutim na Option (Moznost) vyberte v Instrument
(Nastroj) moznost CFX96.

File €t | Option | Help

@G

Instrument
Languige
Vid Control

AB7500 V14
AB7500v205

V. CFxs6

Standard Setting
Nimbus/STARNt Setsing
Sample Index Setting
As 15 Export

Export A

Apply Mode

Negative C(U Value

= \

lew paradigm for
flolecul (
[

s proge

Print Itens

Usee Account
Export Path

Testkit Profile

Obr. 12. Prohlize€ Seegene

2) Kliknéte na tlaCitko Open (Otev¥it) a vyhledejte soubor ulozeny ve zvolené slozce nebo

slozce "MeltStep7". Oteviete soubor s vysledky a z nabidky PRODUKT vyberte testovaci sadu.

File Edit Option Help
¢ (& =) ) =T
@@ @@ B- o @ Seegene
admin_2018-04-20 18-27-40_BR100160_MTBMDR - Quantitation Ct Results,xlsx x | & |
@ veLLPLaTE o WELL GRAPH o
RS TR 008 B U B G I L (L B V|FAM [¥IHEX [¥|Cal Red 610 [¥] Quasar 670
~ [ (- - 00
8 @ O 508
c @ Sor
o @ o g
£ @ o o
F - 2 ) 03
6 (- 2 0.2
0.1
H @ o 1
0.1 0.2 03 0.4 05 0.6 0.7 08 0.9
ONegaliVe °Posi|ive 0Invalid Combine D
@ #pPLY RESULT a
Well Info Positive Find [ [C4 Vertical ® Horizontal
Sample No Patient id Well Name Type FAM HEX Cal Red 610 Quasar 6... Auto Interpretation Comment ‘
A04 SAMPLE )
406 SAMPLE |
BO4 SAMPLE 1
BOS SAMPLE
co4 SAMPLE
cos SAMPLE
D04 SAMPLE
ns SAMPLE 2

Obr. 13. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizegi

Seegene Viewer
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3) Zkontrolujte vysledky vSech jamek.

File Edit Option Help
(o) (@ @ (=) @ 5~ Anyplex™ i MTB/MOR Detection @ Seegene
admin_2018-04-20 18-27-40_BR100160_.MTBMDR - Quantitation Ct Results.xlsx x | o |
@ vELLPLATE o M WELL GRAPH o
234 G T B O R0 G111 2 VIFAM [VIHEX [¥]Cal Red 610 [¥] Quasar 670
AQVVEOOVLVLLVIL o -
B ) VW . ) . ) ) ) W 5
cOVVOVOVIIVVY| 57
DUV OVOUVVOYVOY S
EQULUOLOUVLLOLOLLl "3
) VW . J @ JU% IO IS N I 200
EUVVVOUVDUVILVVY s
HOWVOUVOLVLLOOVLOY °
55 60 65 70 75 80 85
‘Negallve ‘ Positive OInvaIid 7] Combine T;mp %
& appLy RESULT a
Weell Info Positive Find | @ Vertical @ Horizontal
\ FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670
|F Sample No Patient id Well Name Type Auto Interpretation Co
| MTB RIF-R INH-R1 INH.R2 ic
RIF-A.INH-A2 (inhA)

Obr. 14. Vysledek testu v prohlize€i Seegene Viewer
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2. Systém CFX96™ Dx (software CFX Manager™ Dx v3.1)

2.1. Nastaveni pfristroje pro Real-time PCR

Poznamka: Nastaveni experimentu v systému €FX9T™ Dx (Bio-Rad) Ize rozdélit do tFi krok(:
Setup Protocol (Nastaveni protokolu), Setup Plate (Nastaveni plata) a Start Run (Spusténi

runu).

A. Nastaveni protokolu

1) V hlavni nabidce zvolte moznost File (Soubor) > New (Novy) > Protocol. Otevfe se Editor
protokolu.

trarent e admn | 1271

Obr. 1. Nastaveni protokolu. Vytvoreni nového protokolu nebo nacteni existujiciho pro run
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2) V Editoru protokolu definujte tepelny profil takto:

Krok Pocet cykli Teplota Doba trvani
1 1 95°C 15 minut
2 95°C 30s
3 60°C 1 min
50
4 72°C 30s
5 GOTO Krok 2, 49 more times
6 1 55°C 30s
KFrivka tani
* 1

55 °C ~ 85 °C (5 s/0,5 °C)

*Tabulka se odeéte v kroku 7. Fluorescence je detekovana pfi tani.

Protocol Editor - New

=]

File Settings Tools

H ,‘5‘,, Insert Step Af(ev

~| sample Volume [20 |l | Est. Run Time 02:58:00

1 2 3 4 5
%50 C %0 C
i 030
20 C
600 C B 1 G
2
T x|
(V¥ 1 950 C for 15:00
(24 nsert Step | 5 2 %0 C for 0:30
3 600 C for 1:00
"] Insert Gradient 4 20 C for 0:30
= Z 5 GOTO2 49 more times
Insert GOTO 6 550 C for 0:30
i 7 MeltCurve 550 10 8.0 C.increment 0.5 C.
‘EL Insert Melt Curve éO’\IIDU-DS + Plate Read

lill Add Plate Read to Step
@}] Step Options

'_H Delete Step

2 |

6 7
80 C
%0 C 50 C
030 005
@]

OK Cancel ||

Obr. 2. Editor protokolu

3) Kliknutim na poli¢ko vedle polozky Sample Volume (Objem vzorku) a pfimo zadejte 20 pl.
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4) Kliknutim na tla¢itko OK a ulozenim protokolu oteviete okno Run Setup (Nastaveni runu).

Run Setup

(7] Protocal |D Plate |1|D Start Flun |

[=

Express Load

l

)

alertad S tacsl

1prel

Preview
Est. Run Time: 02:55:00 (96 Wells-All Channels)

950 C
1500

%0 C
0:30

720 C

\ 600 C

Edit Selected,,,

Sample Volume: 20ul

[=EoRaln)

49 x

Mext >> ‘

Obr. 3. Nastaveni runu: Protokol

B. Nastaveni plata

1) V zalozce Plate (Plato) v Run Setup (Nastaveni runu) kliknéte na tlagitko Create New (Vytvofit

novy). Otevre se okno Plate Editor (Editor plata).

Run Setup [
\[M Protocol | (23 Plate |wb» Start Run ‘
Express Load
Select Existing... [OuickPIate_S wells_All Channels.pltd v]
Selected Plate
QuickPlate_96 wells_All Channels,pltd Edit Selected.,.
Preview
Fluorophores: FA&M, HEX, Texas Red, Cy5, Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: &ll Channels
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
C Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
1] Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
E Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
F Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
[} Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
[ <<Prev | [ Next>> |

Obr. 4. Editor plata. Vytvofeni nového plata
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2) Kliknutim na tla¢itko Select Fluorophores (Vybrat fluorofory) oznacte fluorofory (FAM, HEX, Cal
Red 610, a Quasar 670), které budou pouzity, a kliknéte na tlacitko OK.

Plate Editor - New - — - { @] X
File Settings Editing Tools ? '
Hl 100% v  [& Scan Mode fkjl Channels v ‘_- Well Groups... 4 Trace Styles =3 Spreadsheet View/Importer g] Plate Loading Guide ;
1 2 3 ?5.‘ Selact Fluorophores. ., ]
A
Sample Type 1'7‘:
B
Channel FHuorophore Selected
C
FAM
D SYER
HEX
E TET
Cal Gold 540
F vic

ROX

Texas Red
CalRed 610
cys
Quasar 670

"a Experiment Settings...
1?] Clear Replicate #

5] Clear Wells

Quasar 705

—IHTH_\T_\T—IU—ITI

O
~
0O
£
2
a
o

oK) [ Cancal

View
Plate Type: BR Clear 5 sample Well Group Biological Set Well Note

Obr. 5. Zvolit fluorofory (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670)

3) Zvolte jamky, do kterych bude umisténa zkumavka PCR, a vyberte typ vzorku z roletového menu.
- Unknown — Neznamy: Klinické vzorky
- Negative Control — Negativni kontrola

- Positive Control — Pozitivni kontrola

4) Kliknutim na pfislusna zaSkrtavaci policka (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670)

provedete pro zvolené jamky vybér méficich kanalu.

5) Zadejte Sample name (Nazev vzorku) a stisknéte klavesu enter.

Poznamka: V pripadé kontroly typu Wild je tfeba zadat spravny nazev [MWTC (pro reakci
MTB/MDR)].
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6) Ve volbé Settings (Nastaveni) hlavniho menu Plate Editor (Editoru plata) zvolte Plate

Size (Velikost plata) (96 wells) a Plate Type (Typ plata) (BR White).

& Well Groups... | Trace Styles... | =3 Spreadsheet View/Importer &] Plate Loading Guide

— 8. L 39 BT = — 12 Z @ Select Fluorophores,.,
Samle Tipe |
Load Target Name
[v] FAM <none>
[v] HEX <none>

[¥] Cal Red 610 <none>
[¥] Quasar 670 <none>

4

Load Sample Name
& <none> =

Load Replicate #

B T =
[ Series ]
[ Experiment Setings...

| & Clear Replicate #

G M H
Cal Red 610 Cal Red €10

[ Plate Type: BR White [%' ‘Sample. 7] Well Group 7] Biclogical Set. 7 Well Note [0k ] [ Cancel
Obr. 6. Nastaveni plata
7) Kliknutim na tlacitko OK ulozte nové plato.
8) Vratite se do okna Run Setup (Nastaveni runu).
Run Setup [=] A
Protocol | (££3) Plate [ Start Run |
Express Load
C -]
Selected Plate
plate. pitd
Preview
Fluorophores: FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 Plate Type: BR White Scan Mode: All Channels

[ << Prev | [ Next>> |

Obr. 7. Nastaveni runu: Plato
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9) Kliknutim na tla€itko Next (Dalsi) spustite run.

C. Spustit run

1) V zalozce Start Run (Spustit) v okné Run Setup (Nastaveni runu) kliknéte na tla¢itko Close Lid
(Zavrit viko). Tak dojde k zavreni vika pfistroje.

Run Setup -._.._.§
[ns] Protocol [ [iii) Plate up> Start Run
Run Information
Protocol: 1.prcd
Plate: plate pitd
Notes!

Scan Mode: All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name a8 Type Run Status Sample Volume Protocol 1D
v [FF?!OO%SD | B idle 20

Select All Blocks

@ Flash Block Indicator ] Open Lid ) Close Lid \

<< Prey

Obr. 8. Zavieni vika

2) Kliknéte na tlacitko Start run (Spustit run).

3) Spustény soubor ulozte do slozky Moje dokumenty nebo do uréené slozky. Zadejte nazev souboru,
kliknéte na tlacitko Save (Ulozit) a run se spusti.
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2.2 Analyza dat

A. Vytvoreni slozek pro ulozeni exportovanych dat

1) Pro uloZeni dat ze v8ech krokl detekce kfivky tani ze souboru vysledku vytvorte jednu slozku.
2) Nazev slozky muze uzivatel zadat podle své volby (pro funkci ,Seegene Export" se ve slozce
vytvofené uzivatelem automaticky vytvofi podslozka MeltStep7, do které se ulozi data bodu

tani).
B. Pfednastaveni pro analyzu dat v programu CFX Manager™

1) Po dokonceni testu kliknéte na zalozku Melt Curve (KFivka tani) a potvrdte vysledky Melt
Peak (Spicka tani).

s Data Analysts - admin_2016-02-20 18-27-20_ER100160_MTEMDR perd pr— - an B2 > |
Fle View Setings Export Tools & piate setup ~ | Gy | [Flvorophore ~]| 2

xs

V] FAM [V] HEX (V] CalRed610  [V] Quasar 670 Pesk Type: Postive v|  SepMomber [7 v
) Wel 0| Fux 3 Toget O Comert O Same 0|70 0 &
A B06  CalRed6 Unkn ~ None s
B C4  CalRed6 Unkn .00
c T _CKE Cal Red 6 Unkn None
004 CalRed 6 Unkn 7.00
0 006  CalRed 6 Unkn None
£ E04  ColRed 61 Unin None
|E06  CalRed S Unkn 7150
5 [Fo¢  CalRed6ll Unkn None
G F05 Cal Red 6 Neg Ctrl None
u /604 calRedI( Lekn None
('S Cal Rad R0 Hinkn et None a )
Completed | | [Scan Mode: All Channels | Plate Type: 8R White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit -

Obr. 9. Vysledky Melt
Peak

34 06/2021 V1.04



> Seegene

Detekce MTB/MDR Anyplex™ ||

2) V nabidce Export vyberte moznost Seegene Export.

o Data Analysis - admin_2018-04-20 18-27-40_BR100160_MTBMDR perd

Export All Data Sheets  »

& | Fuorphore -]| ?

%Pl&e Setup ~

3  Custom Export...

TIEy  Export to UMS Folder.. g

Temperature, Celsius

Temperature, Celsius

[¥] Hex

[¥] Cal Red 610

(V] Quasar 670

Peak Type: (Po-n ']

Step Number: (7 v]i

| Wel 0 P & Tags O Comert 0 Sumpie O Mt o

|B06  CalRed 6 Unkn None
/C04  CalRed 6 Unkn .00
/C06  CalRed$§ Unkn None
004 CalRed 6 Unkn 71.00
006 CalRed 6 Unkn None
|E0¢  CaRedsIC Urkn None
[E06  CalRedSI( Unkn 7150
[Fo¢  CalRedSIl Urkn None
FOS Cal Red 6 Neg Ctrl None
604 ColRed X Uekn None
Ghe Cal Rad R0 tinkn te None
| | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
Obr. 10. Seegene Export
3) Vyberte umisténi pro ulozeni dat a kliknéte na tladitko OK.
Fle View Settings Export Tools & piate setup ~ | & | [Fuorophore -] 2

12 Qusttcaton | [ quarsticston oua| XD Mdc-m[%umm|dmm[ﬁwml@mml@mmml@ ¢ [ #9) Aun rtomaton|

Melt Curve

&2t
g
E 10
s b
°
4 - ———g el
85 L 65 70 7 s 7o s a'o 85
Temperature, Celsius ) Newtech application = Temperature, Celsius
[V FAM [V HEX (] CRed610  [¥] Quasar 670 1 Protocol File | peskTipe: [Postwe v Sepumber 7 o]
- 4K 2 3 4 5 6 7, L Qc [
. ¥ Ruo Ao ol Corart O_ Samgle. 9| emp 9]
) 6 Unkn 71,00
8 Ji SG Oligo 610 Uk Nons
s i ssun = 610 Unkn Nore
b s = [ Unkn ns0
0 > ) T8 d 6 Unkn None
£ - 610 Neg Qt None
610 Unkn None
E [MokeNewroder | [k ] [ comel | [flec b e one
G 1 Unkn None
" d 6 Pos Ctrl 63,50
Sl HR  CalRed f Pas Ctrl msn
mcompleud 4 || | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 11. Seegene Export do uréené slozky
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C. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizeé¢i Seegene Viewer

1) Otevrete program Seegene Viewer a kliknutim na Option (Moznost) zvolte v Instrument
(Nastroj) moznost CFX96 Dx.

(54 Seegece Viewse
Fle £t | Opoon | Help

@ A

AB7S00 V14

ABTS00 v205S @m

Wid Control CRX96

»
,
,
Standard Setting » | v comeox
Nimnbus/STARIet Setting v
Sample Index Setting N
As Is Export »

Export Al
Apply Mode ,
Negate <1t Valos |

Print ems

for

User Account N paradigm
Export Path

Testkit Profie

Obr. 12. Prohlize€ Seegene Viewer

2) Kliknutim na tlacitko Otevrit vyhledejte uloZeny soubor ve slozce ,,MeltStep7". Otevrete

soubor s vysledky a z nabidky PRODUKT vyberte testovaci sadu.

File Edit Option Help
¢ (i (= G ! f - DUCT
0@o@@® 8- @ Seegene
admin_2018-04-20 18-27-40_BR100160_.MTBMDR - Quantitation Ct Results xlsx x | & |
@ v PLaTe 0 M WELL GRAPH a
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 12 @FAM [WHEX [ CalRed610 [¥] Quasar 670
e @ 9o 0
: @ 0 508
c .0
D - 2 ] hae
E o o 04
F - 2 ] 03
G - 2 02
0.1
H ) !
01 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
°Nega1ive °F'osilive @D invalid Combine Tonics
& appLy RESULT o
Well Info Positive Find [ [ Vertical ® Horizontal
SampleNo  Patientld  Well Name Type FAM HEX Cal Red 610 Quasar6..  Auto Interpretation Comment
A4 SAMPLE &
A6 SAMPLE L
B04 SAMPLE 1
BOS SAMPLE
Cco4 SAMPLE
Ccos SAMPLE
D04 SAMPLE
NN SAMPLE 5

Obr. 13. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizegi
Seegene Viewer
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3) Zkontrolujte vysledky vSech jamek.

File Edit Option Help

(0) (@ @) (@) (n) -  anyplecnME/MOR Detection @ Seegene
admin.2018-04-20 18-27-40.BR100160.MTBMOR - Quantitation Ct Results.xisx x | J |
@ veLLpLate o} WELL GRAPH o
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 FFAM [WHEX [ CalRed6I0 [¥)Quasar 670
AQVWVEVOVVVOVY =
B )W W ‘ ) . ) \J )V VY ;600.
CUVWVWOVOVVVVVY| 3%
(W N ) . ) . VWV %wo
{]
ElQVVOVOUVIOVLIOIY 3%
El WO . ) @ J )WV VY 200
GOV VOUVOUVLLVVOY '00'“
03
H ) JW ‘ ) @ )W W W VY
55 60 65 70 75 80 85
’Negallve .Posilive Olnvalid [] Combine Te/mp :
D eppLy RESULT o
Well Info Positive Find [7] (L @) Vertical @ Horizontal
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670
Sample No Patient id Well Name Type Auto Interpretation Co
mMiB RIF-R INH-R1 INH-R2 ic

Obr. 14. Vysledek testu v prohlize€i Seegene Viewer
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VYSLEDKY

1. Informace o analytu

Fluorofor Reakce MTB/MDR

MTB
|—
T
=
FAM 5
[TH
=
v

Temp.

RIF-R

rpos

|—
o
S
HEX =
[TH
=
7

Temp.

INH-R

katG  inhA

promaoter
|—
T
=
Cal Red 610 5
e
e

Temp.

IC

[
T
=
Quasar 670 2
=
A

Temp.
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Fluorofor

Vysledek v prohlize€i

Seegene Viewer

FAM MTB MTB
RIF-R
HEX ] RIF-R
(18 mutaci v rpoB)
INH-R
INH-R1 (katG)
(4 mutace v katG)
Cal Red 610
INH-R
) INH-R2 (inhA)
(8 mutace v promotoru inhA)
Quasar 670 IC IC
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2. Interpretace vysledku

Vysled
ek
Pfc"jpa IC MTB RIF-R INH-R
(Quasar 670) (FAM) (HEX) (Cal Red 610)
1 + + Detekce INH-R a RIF-R
2 + - Detekce RIF-R
+
3 - + Detekce INH-R
4 - - Detekce MTB
+

5 + + Neplatny?

6 + - Neplatny®

7 - + Neplatny?

8 - - MTB nebyl detekovan
9 - +/- +/- +/- Neplatny?

1) Opakovany test by mél byt proveden s plivodni DNA. Pokud je vysledek stejny,
porovnejte vysledky jinych diagnostickych metod.

2 Opakovany test by mél byt proveden s pavodni DNA zfedénou na 1/10~1/100.
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3. Testovani klinickych vzorku

<Vzorek 1>

1% N e

1 + + + - + RIF-R, INH-R1 (katG)

<Vzorek 2>

2 + + - + + RIF-R, INH-R2 (inhA)
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<Vzorek 3>

—dHCRFLD S

%_“)5
|
//

3 + - - - + MTB

<Vzorek 4>

—dCEHFU) ST
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<Pozitivni kontrola>

=

—d(RFUY /dT

Temp

FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670
Nazev Automaticky vyklad
MTB RIF-R INH-R1 INH-R2 IC
MDR PC + + + + + Pozitivni kontrola (+)
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RESENi PROBLEMU

Detekce MTB/MDR pomoci

POZOROVANI

An

PRAVDEPODOBNE
PRICINY

lex™ |[|

RESENI

Zadny signal

Fluorofory pro analyzu
dat nejsou ve shodé

s protokolem

Vyberte spravné fluorofory pro analyzu dat a data
znovu exportujte. Neni tfeba v tomto pfipadé test

opakovat.

Nespravné nastaveni
real-time termalniho

cykleru

Zkontrolujte podminky tepelného cyklovani a
zopakujte test pfi spravném nastaveni

Nespravné skladovani

nebo prosla doba

pouzitelnosti testovaci

Zkontrolujte podminky skladovani (viz strana
12) a datum spotfeby (viz Stitek) testovaci

soupravy a pokud je to mozné, pouZzijte novou

soupravy soupravu.
Zadny Vysoka koncentrace Zfedte prosim vzorek nukleové kyseliny
signal nukleové kyseliny v poméru (1/10~1/100) RNase-free water a
interni vzorku opakuijte test se zfedénou nukleovou kyselinou.
kontrol 7t hibi
y Pritomnost inhibitoru Zfedte prosim vzorek nukleové kyseliny
v poméru (1/10~1/100) RNase-free water a
opakuijte test se zfedénou nukleovou kyselinou.
Domnélé Kontaminace Dekontaminujte vS8echny povrchy a nastroje
falesné chlornanem sodnym a etanolem. Po celou dobu

pozitivni nebo
cilové signaly

pozorované v

procesu pouzivejte pouze filtracni Spicky a mezi
jednotlivymi zkumavkami je vymérujte. Cely

postup od extrakce nukleovych kyselin po

negativni detekci opakujte s novou sadou reagencii.
kontrole
Domnéla Chyba pfi odbéru vzorku | Zkontrolujte prosim odbér vzork( a znovu
. odeberte vzorek.
falesna
negativita Nespravné skladovani | Znovu odeberte vzorek a cely postup
vzorku zopakujte. Zkontrolujte, ze je vzorek skladovan
podle doporuceni.
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POZOROVA | PRAVDEPODOBNA RESENI

NI PRICINA
Domnéla Chyba pfi extrakci Zkontrolujte postup extrakce nukleové kyseliny a jeji
faledna nukleové kyseliny koncentraci. Nukleovou kyselinu extrahujte znovu.
negativit
a
(pokracov Chyba pfi  pfidavani | Zkontrolujte Cisla vzork(l ve zkumavkach obsahujicich
ani) nukleové kyseliny do | Nukleovou kyselinu a ujistéte se, ze jste pridali

pFislugnych zkumavek | Nukleovou kyselinu do spravnych zkumavek pro PCR.

PCR V pfipadé potfeby test zopakuijte.

Nespravna smés PCR Zkontrolujte, zda jsou do smési PCR pfidany vSechny
komponenty. (Citlivost je snizena pfi pouziti pfedem
pfipravené premixové smési).

VS8echny reagencie je tfeba pfed pouzitim
homogenizovat a odstredit.

P¥itomnost inhibitoru Zfedte prosim vzorek nukleové kyseliny v poméru
(1/10~1/100) RNase-free water a opakujte test se
zfedénou nukleovou kyselinou

Hlaseni o "WTC neni Provedte test WTC a pfifadte jamku testovani WTC pro|
. identifikovano analyzu vysledku.

chybé v

prohlizegi "Vysledek testu WTC | Toto chybové hlaSeni se zobrazi v nasledujicich

Seegene neni v normé pfipadech: (1) maximalni hodnota Melt Peak je vy3si

Viewer nez stanovena maximalni prahova hodnota v kanalech

HEX a/nebo Cal Red 610; nebo kdyz (2) je hodnota
Melt Peak niz§i nez stanovena prahova hodnota v
kanalech FAM a/nebo Quasar 670. Pfipad (1) muze byt
zplsoben kontaminaci reagencii nebo prostor.
Zkontrolujte, zda nedoslo ke kontaminaci. Pfipad (2)
muZe byt zplsoben chybou v pfipravé reakéni smési
nebo v nastaveni termalniho cykléru nebo nespravnym
skladovanim soupravy. Peclivé opakujte test a

zkontrolujte podminky skladovani soupravy.
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UCINNOST

1. Specificita

Vysoké specifita detekce Anyplex™ || MTB/MDR je zajiSténa oligy navrZzenymi specialné pro
sledované cile a nastavenymi reakénimi podminkami. Test Anyplex™ Il MTB/MDR Detection
byl testovan na zkfizenou reaktivitu vaci 122 riiznym patogeniim a amplifikace a detekce PCR

byla identifikovana pouze u specifikovanych cild.

MTB/MDRY

MTB INH-R RIF-R

1 Mycobacterium tuberculosis Korejska izolace + -
2 Mycobacterium tuberculosis (rpoB L511P) Jihoafricka izolace + -
3 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513K) Jihoafricka izolace + -
4 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513L) Jihoafricka izolace + -
5 Mycobacterium tuberculosis (rpoB Q513P) Jihoafricka izolace + -
Mycobacterium tuberculosis (rpoB 3 amino
6 Jihoafricka izolace + -
odstranéni kyseliny v 513~516)
7 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516V) Jihoafricka izolace + -
8 Mycobacterium tuberculosis (rpoB D516Y) Jihoafricka izolace + -
9 Mycobacterium tuberculosis (rpoB S522L) Jihoafricka izolace + -
10 |Mycobacterium tuberculosis (rpoB S522Q) Jihoafricka izolace + -
11 |Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526C) Jihoafricka izolace + -
12  |Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526D) Jihoafricka izolace + -
13 |Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526L) Jihoafricka izolace + -
14 |Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526N) Jihoafricka izolace + -
15 |Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526R) Jihoafricka izolace + -
16 |Mycobacterium tuberculosis (rpoB H526Y) Jihoafricka izolace + -
17 |Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531L) Jihoafricka izolace + -
18 |Mycobacterium tuberculosis (rpoB S531W) Jihoafricka izolace + -
19 |Mycobacterium tuberculosis (rpoB L533P) Jihoafricka izolace + -
20 |Mycobacterium tuberculosis (katG S315T(ACC)) Jihoafricka izolace + +
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MTB/MDRt

MTB INH-R RIF-R

21 |Mycobacterium tuberculosis (katG S315T(ACA)) | Jihoafricka izolace + +
22 |Mycobacterium tuberculosis (katG S315N) Jihoafricka izolace + +
23 |Mycobacterium tuberculosis (katG S315I) Jihoafricka izolace + +
24  |Mycobacterium tuberculosis (promotor inhA -15T)| Jihoafricka izolace + +
25 |Mycobacterium tuberculosis (promotor inhA -8A) | Jihoafricka izolace + +
26  [Mycobacterium tuberculosis (promotor inhA -8C) | Jihoafricka izolace + +
27  |Mycobacterium tuberculosis (gyrA A90V) Jihoafricka izolace + -
28 |Mycobacterium tuberculosis (gyrA S91P) Jihoafricka izolace + -
29 |Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94A) Jihoafricka izolace + -
30 [Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94G) Jihoafricka izolace + -
31 |Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94H) Jihoafricka izolace + -
32 |Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94N) Jihoafricka izolace + -
33 |Mycobacterium tuberculosis (gyrA D94Y) Jihoafricka izolace + -
34  |Mycobacterium tuberculosis (rrs 1401G) Jihoafricka izolace + -
35 |Mycobacterium tuberculosis (rrs 1402T) Jihoafricka izolace + -
36  |Mycobacterium tuberculosis (rrs 1484T) Jihoafricka izolace + -
37 |Mycobacterium tuberculosis (promotor eis -37T) | Jihoafricka izolace + -
38 |Mycobacterium tuberculosis (promotor eis -14T) | Jihoafricka izolace + -
39 |Mycobacterium tuberculosis (promotor eis -10A) | Jihoafricka izolace + -
40 |Mycobacterium abscessus ATCC 19977D-5 - -
41 |Mycobacterium asiaticum KCTC 9503 - -
42  |Mycobacterium avium (Chester) ATCC 700735 - -
43  |Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291 - -
44  |Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis ATCC 19698 - -
45  |Mycobacterium avium subsp. silvaticum ATCC 49884 - -
46 |Mycobacterium avium subsp. suis ATCC 19978 - -
47  |Mycobacterium celatum ATCC 51131 - -
48 |Mycobacterium chelonae KCTC 9505 - -
49  [Mycobacterium fallax KCTC 9508 - -
Mycobacterium fortuitum subsp.
50 ATCC 43266 - .
acetamidolyticum
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51 |Mycobacterium fortuitum subsp. fortuitum KCTC 1122 - -
52  |Mycobacterium fortuitum subsp. thermophilum ATCC 27408 - -
53 |Mycobacterium gastri ATCC 25162 - -
54  |Mycobacterium gordonae KCTC 9513 - -
55 |Mycobacterium intracellulare ATCC 25122 - -
56 |Mycobacterium kansasii KCTC 9515 - -
57 |Mycobacterium lentiflavum ATCC 51988 - -
58 |Mycobacterium malmoense ATCC 29571 - -
59 |[Mycobacterium marinum ATCC BAA535D-5 - -
60 [Mycobacterium massiliense KCTC 19086 - -
61 [Mycobacterium moriokaense KCTC 9516 - -
62 |Mycobacterium mucogenicum KCTC 19088 - -
63 |Mycobacterium neoaurum KCTC 19096 - -
64  |Mycobacterium nonchromogenicum ATCC 25265 - -
65 |Mycobacterium phlei KCTC 9087 - -
66 |Mycobacterium porcinum KCTC 9517 - -
67 |Mycobacterium seoulense KCTC 19146 - -
68 |Mycobacterium simiae ATCC BAA-1478 - -
69 |Mycobacterium smegmatis KCTC 9108 - -
70 |Mycobacterium szulgai KCTC 9520 - -
71 |Mycobacterium terrae KCTC 9614 - -
72 |Mycobacterium triviale ATCC 23292 - -
73 |Mycobacterium ulcerans ATCC 33728 - -
74 |Mycobacterium vaccae KCTC 19087 - -
75 |Arthrobacter oxydans KCTC 3383 - -
76 |Arthrobacter woluwensis KCTC 9905 - -
77 |Corynebacterium amycolatum KCTC 3432 - -
78 |Corynebacterium aquaticum KCTC 9098 - -
79 |Corynebacterium diphtheriae KCTC 3075 - -
80 |Corynebacterium durum KCTC 19318 - -
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81 |Corynebacterium flavescens KCTC 3414 + - - -
82 |Corynebacterium genitalium ATCC 33030 + - - -
83 |Corynebacterium glutamicum KCTC 1854 + - - -
84 |Corynebacterium imitans ATCC 700354 + - - -
85 |Corynebacterium jeikeium KCCM 41661 + - - -
86 |Corynebacterium pseudodiphtheriticum ATCC 10700 + - - -
87 |Corynebacterium striatum ATCC 43751 + - - -
88 |Corynebacterium tuberculostearicum ATCC 35692 + - - -
89 |Corynebacterium ulcerans ATCC 51799 + - - -
90 |Corynebacterium xerosis KCTC 3435 + - - -
91 |Dietzia sp. KCTC 19232 + - - -
92 |Gordonia bronchialis KCTC 3076 + - - -
93 |Gordonia polyisoprenivorans ATCC BAA-14 + - - -
94  |Gordonia rubripertincta ATCC 27864 + - - -
95 |Gordonia spulti KCTC 3436 + - - -
96 |Nocardia abscessus ATCC 23824 + - - -
97 |Nocardia asteroides KCTC 9956 + - - -
98 |[Nocardia blacklockiae ATCC BAA-1635 + - - -
99 |Nocardia brasiliensis KCTC 9136 + - - -
100 |Nocardia farcinica KCTC 9958 + - - -
101 |Nocardia nova ATCC 33727 + - - -
102 [Nocardia pseudobrasiliensis ATCC 51512 + - - -
103 |Nocardia transvalensis ATCC 29982 + - - -
104 |Nocardia wallacei ATCC | BAA-1636| + - - -
105 |Rhodococcus equi KCTC 1298 + - - -
106 |Candida albicans ATCC 7965 + - - -
107 |Escherichia coli KCCM 11591 + - - -
108 |Enterococcus faecalis ATCC 51299 + - - -
109 |Enterococcus faecium ATCC 51559 + - - -
110 |Haemophilus ducreyi ATCC |700724D-5| + - - -
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111 |Pseudomonas aeruginosa KCTC 47085D + - - -
112 |Rothia dentocariosa KCTC 19319 + - - -
113 |Streptococcus pneumoniae KCTC BAA-255D + - - -
114 |Klebsiella pneumoniae KCCM 40890 + - - -
115 (Staphylococcus aureus KCCM 40881 + - - -
116 |Staphylococcus epidermidis KCCM 35494 + - - -
117 |Streptococcus pyogenes KCCM 40411 + - - -
118 |[Streptococcus mitis KCTC 3556 + - - -
119 ([Neisseria meningitidis ATCC 700532D + - - -
120 (Bordetella pertussis ATCC BAA-589D + - - -
121 |Legionella pneumophila KCCM 41783 + - - -
122 |Lidska genomova DNA (500 ng) Biochain | D1234275 + - - -

T Pro prokazani reprodukovatelnosti vysledk( byl experiment tfikrat opakovan.
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2. Citlivost

Ke stanoveni citlivosti Anyplex™ 1| MTB/MDR Detection byl test proveden s klonovanou DNA v

koncentracich 106, 104102 50, 20 a 10 kopii/reakci. Mez detekce byla 20 kopii/reakce.

Souvisejici  Cil Koncentrace (kopie/reakce)

gen mutace 104 102 50 20
MTB - 3/3 | 3/3 | 33| 33 | 33 | 33 | 073
L511P 3/3 | 3/3 | 33 | 33 | 33 | 33 | 073
Q513K 3/3 | 3/3 | 33 | 33 | 33 | 33 | 073
Q513L 3/3 | 3/3 | 33| 33 | 33 | 33 | 073
Q513P 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
513del 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
D516V 3/3 | 3/3 | 33 | 33 | 33 | 2/3 | 0/3
D516Y 3/3 | 3/3 | 3/3 | 33 | 33 | 2/3 | 0/3
S522L 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 1/3 0/3
S5220Q 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
RIF-R poB H526C 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
H526D 3/3 | 3/3 | 3/3 | 33 | 33 | 33 | 053
H526L 3/3 | 3/3 | 3/3 | 33 | 33 | 2/3 | 0/3
H526N 3/3 | 3/3 | 3/3 | 33 | 33 | 33 | 053
H526R 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
H526Y 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 2/3 0/3
S531L 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
S531wW 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
L533P 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 2/3 0/3
S315N 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
S315I 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
katG S315T(ACC) | 3/3 | 3/3 | 3/3 | 3/3 | 3/3 | 3/3 | 0/3
INH-R S315T(ACA) | 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
_ -15T 3/3 | 3/3 | 33 | 33 | 33 | 33 | 073
inhA -8A 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3
promotor -8C 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3

Ve v8ech reakcich byla detekovana vnitfni kontrola (IC).
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3. Reprodukovatelnost

Test reprodukovatelnosti byl proveden ve 3 rlznych ¢asech v pribéhu 10 dnd 3 riznymi
techniky. V kazdém testu byly ziskany stejné vysledky, coz potvrzuje reprodukovatelnost

Anyplex™ Il MTB/MDR Detection,

Mycobacterium

Negativni
. . tuberculosis s Pozitiv. Negativni
Technik C klinicky
rezistenci kontrol kontrola
vzorek
navsechny cilové a
lék
Den 1 212 0/2 212 0/2
A Den 5 2/2 0/2 2/2 0/2
Den 10 212 0/2 2/2 0/2
Den 1 212 0/2 212 0/2
B Den5 212 0/2 212 0/2
Den 10 212 0/2 212 0/2
Den 1 212 0/2 212 0/2
C Den5 212 0/2 212 0/2
Den 10 212 0/2 212 0/2

4. |Interference

Bylo jasné prokazano, ze vysledky Anyplex™ || MTB/MDR Detection nebyly nijak ovlivnény.
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VYZNAM SYMBOLU

Vyznam symbold pouzitych v Navodu k pouziti a na $titcich produktu.

Symbol Vyznam

Prostifedek pro zdravotnickou diagnostiku In vitro
LOT Cislo sarze
REF Katalogové &islo
g Datum spotfeby
/ﬁ/ Horni teplotni limit
A Upozornéni
PRIMER Smés oligonukleotid( pro amplifikaci a detekci
PREMIX PCR Master Mix nebo Detection Mix
WATER RNase free water
DNA | ES Roztok pro extrakci DNA
Pozitivni kontrola (PC)

CONTROL Kontrola typu Wild (WTC)

Vyrobce

Datum vyroby

Autorizovany zastupce v Evropském spole€enstvi

Prectéte si navod k pouziti

@@E&z!

Obsahuje dostateéné mnozstvi pro <n> testu

UDI Jedineény identifikator zafizeni
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INFORMACE PRO OBJEDNANI

Produkt Velikost

Anyplex™ TB series

TB7200X AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) 100 rxns
TB7202Y AnyplexTM MTB/NTMe Real-time Detection 50 rxns
TB7202X AnyplexTM MTB/NTMe Real-time Detection 100 rxns*
TB7203Y AnyplexTM MTB/NTM Combi 50 rxns
TB7203X AnyplexTM MTB/NTM Combi 100 rxns*

* Pouze pro pouziti s Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS a
Seegene STARlet.

Allplex™ TB series

TB10173Y Detekce Allplex™ MTB/MDR/XDRe 50 reakci
TB10174X Detekce Allplex™ MTB/MDR/XDRe 100 reakci *
TB9400Y Detekce Allplex™ MTB/MDRe 50 reakci
TB9400X Detekce Allplex™ MTB/MDRe 100 reakci *
TB9500Y Detekce Allplex™ MTB/XDRe 50 reakci
TB9500X Detekce Allplex™ MTB/XDRe 100 reakci *

* Pouze pro pouziti s Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS a
Seegene STARlet.

Anyplex™ |l TB series

TB7500Y Detekce MTB/MDR/XDR pomoci AnyplexT™ || 50 reakci
TB7301Y Anyplex™ |l Detekce MTB/MDR 50 reakci
TB7302Y Detekce MTB/XDR AnyplexT™ || 50 reakci

Seeplex® TB series
TB2110Y Seeplex® MTB Nested ACE Detection (V2.3) 50 reakci
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Automatizované extrakéni systémy

65415-02 Microlab NIMBUS VD EA
173000-075 Microlab STARIet IVD EA
65415-03 Seegene NIMBUS EA
67930-03 Seegene STARlet EA
744300.4.UC384  Univerzalni sada kazet STARMag 96 X 4 384T / 1box
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