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@ Seegene Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0)

UPOZORNENI

® Pouze pro diagnostiku in vitro.

® Spolehlivost vysledkd zavisi na spravném provedeni odbéru vzorku, jeho vhodném
skladovani, pfepravé a zpracovani.

® Tento produkt je uréen pouze pro pouziti s Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet
IVD, Seegene NIMBUS a Seegene STARIlet maximalné 5 samostatnych béhu.

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

® Pied zpracovanim musi byt vzorky DNA uchovavany pii teploté <-20 °C, béhem
zpracovani musi byt ulozeny na ledu.

® Citlivost testu muze byt snizena u opakované zmrazovanych a rozmrazovanych vzorku
nebo u vzorkl skladovanych po delsi dobu.

® Pracovni postup v laboratofi musi probihat vzdy jednosmérné.

® Ve vSech pracovnich prostorech pouzivejte vzdy jednorazové rukavice, pifed vstupem do
jiného pracovniho prostoru rukavice vzdy vymérte. Dojde-li ke kontaminaci rukavic,
neprodlené je vyménte, nebo oSetfete vhodnym dekontaminaénim prostfedkem (na
dekontaminaci DNA).

® Material a pouzivané prostfedky vyhradte vzdy pro jednotlivé oddélené pracovni prostory a
nepfemistujte je z jednoho prostoru do druhého.

® Nepipetujte usty.

® V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekurte. Pfi manipulaci se vzorky a
reagenciemi pouzivejte jednorazové bezpradné rukavice, laboratorni plasté a ochranné
bryle. Po manipulaci se vzorky a reagenciemi si dukladné umyjte ruce.

® P odebirani alikvotnich &asti z lahviéek s reagenciemi zabrarfite jejich kontaminaci.
Doporuéujeme pouzivat sterilni jednorazové Spicky na pipety.
Nemichejte reagencie z riznych Sarzi ani z riznych lahvi¢ek stejné Sarze.
Nepouzivejte vyrobek po uplynuti doby pouzitelnosti.

® Veskeré jednorazové prostifedky jsou urCeny k jednorazovému pouziti. Nepouzivejte je
opakovaneé.

® Pouzivejte zkumavky se Sroubovacim uzavérem a zabrante pfipadnému rozstfiku nebo
kfizové kontaminaci vzorkd béhem pFipravy.

® Dbejte, aby nedodlo ke kontaminaci reagencii s izolovanymi nukleovymi kyselinami,
produkty PCR nebo pozitivni kontrolou. Jako prevenci kontaminace reagencii,
doporucéujeme pouZzivat Spicky s filtrem.

® Pro kazdé méreni pouzivejte oddélené a izolované pracovni prostory.
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@ Seegene Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0)

00 Reakéni zkumavky a stripy zkumavek po amplifikaci otevirejte pouze na k tomu uréeném
misté, zamezite tak kontaminaci amplikonem.

® Pozitivni materialy skladujte oddélené od soupravy reagencii.
Pfi praci se vzorky je nezbytné postupovat v souladu s BezpeCnostnimi pokyny a postupy
laboratofe (viz Biologicka bezpecénost v mikrobiologickych a biomedicinskych laboratofich a
dokumenty CLSI). Peclivé vycistéte a vydezinfikujte vSechny pracovni povrchy pomoci 0,5
% roztoku chlornanu sodného (v deionizované nebo destilované vodé). Komponenty
produktu (zbytky produktu, obaly) jsou povazovany za laboratorni odpad. Nepouzité
reagencie a zbytky reagencii likvidujte v souladu s pokyny pfisluSnych mezinarodnich,

narodnich a mistnich pfedpisl a nafizeni.

® Doba pouzitelnosti je 12 mésicu pfi teploté < -20 °C od data vyroby. Informace o kone¢ném

datu ekspirace naleznete na Stitku.

® Seegene NIMBUS a Seegene STARIet jsou stejna zafizeni jako Microlab NIMBUS IVD a
Microlab STARIet IVD, i kdyz vyrobce je jiny. Vzhledem k tomu, Ze na zafizeni nedoslo k
zadnym hardwarovym zmeénam, jsou vysledky testl stejné.

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

® "CFX Manager™ Dx Software v3.1" je aktualizovana verze softwaru "CFX Manager™

Software-IVD v1.6". Aktualizovany software obsahuje vylep3eni nabidky "Spustit". Tyto
aktualizace nijak neovliviiuji vysledky analyzy dat; vysledky tedy budou stejné.
® Tato souprava je ur€ena jako pomucka pfi diferencialni diagnostice infekci cilovymi patogeny;

Mycobacterium tuberculosis a netuberkul6zni mykobakterie.
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@ Seegene Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0)

UCEL POUZITI

Analyza AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) je kvalitativni in vitro test ureny k
detekci Mycobacterium tuberculosis (MTB) a netuberkul6znich mykobakterii (NTM) ze sputa,
kultivace (pevné kultury a tekuté kultury), Cerstvé tkané a bronchialniho vyplachu
symptomatickych pacienta.

Analyza AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) nerozliSuje mezi jednotlivymi ¢leny
skupiny M. tuberculosis complex, tj. M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M.

microti, M. canetti a M. pinnipedii.

PRINCIP METODY A SCHEMA POSTUPU

1. Princip

Technika amplifikace DNA polymerazovou fFetézovou reakci (PCR) je vysoce citliva a
specificka. SpoleCnost Seegene vyvinula patentovanou technologii oligo nazvanou "Dual
Priming Oligonucleotide (PPO™)", ktera poskytuje volnost pfi navrhovani primer( a optimalizaci
PCR a maximalizuje specificnost a citlivost PCR tim, Ze z&sadnim zplsobem blokuje
nespecificky priming. Awrlex™ MTB/NTM real-time detekce (V2.0) je zaloZzena na dvou hlavnich
procesech: izolaci nukleové kyseliny a PCR amplifikaci cilové nukleové kyseliny pomoci DPO
primer( za pouziti soupravy pro real-time PCR. AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection
(V2.0) je multiplexni analyza real-time PCR, ktera umoznuje amplifikaci cilovych nukleovych
kyselin M. tuberculosis (MTB), mykobakterii a vnitfni kontroly (IC).

Vnitfni kontrola se pfidava do AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) k identifikaci
zpracovanych vzork(l obsahujicich latky, které mohou interferovat s amplifikaci PCR. Vnitfni
kontrola je plasmid DNA. Tyto vlastnosti jsou vybrany tak, aby byla zaji§téna rovnocenna
amplifikace vnitfni kontroly, cilové DNA MTB a mykobakterii. Vnitini kontrola se zavadi do
kazdé amplifikacni reakce a koamplifikuje se s cilovou DNA z klinického vzorku.

K zamezeni amplifikace produktl, které by mohly plsobit jako potencialni kontaminanty, je v
soupravé Allplex™ STI Essential Assay vyuzit systém Uracil-DNA gycosylace (UDG). Pfirozenou
funkci UDG je prevence mutageneze eliminaci uracilu z DNA molekul roz§tépenim N-glykosidové
vazby a iniciaci opravy zakladni excize (BER). Tato vlastnost je divodem vyuziti UDG k zamezeni

kiizové kontaminaci vzork(i amplikonem.
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2. Schéma postupu

Vzorky
(Sputum, kultivace, €erstva tkan

nebo vyplach pradusek)

Izolace nukl. kys.

Nukleova kyselina

Amplifikace a
detekce s
vyuzitim systému

Anyplex ™
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ZAKLADNI INFORMACE

Rychla a pfesna diagnostika symptomatickych pacientll je zakladem globalnich strategii pro
kontrolu tuberkul6ézy (TBC). Vyhody a omezeni jednotlivych dostupnych metod diagnostiky TBC
jsou zifejmé a dosud neni k dispozici zadny test, ktery by splfioval cilovou specificitu. Kvalita
vysledkd testd u stavajicich metod navic zavisi na dostupnosti dostatec¢nych lidskych a
finanénich zdroju, $koleni laboratorniho personalu a sledovani efektivity.

Aktivni tuberkuléza se v souCasné dobé diagnostikuje pomoci rdznych technik, symptoma a
klinickych pfiznakd. Mezi tyto techniky patfi rentgenové vySetfeni, mikroskopie (po obarveni
AFB), kultivace a molekularni diagnostika. V dnesni dobé je nejlepsi technikou kultivace.
Prestoze souCasné techniky mohou podstatné zkratit potfebny &as, Iékaf planujici IéCbu
pacienta s podezfenim na tuberkulézu tyto diagnostické informace potfebuje velmi rychle. V
minulosti bylo zpozdéni pfi ziskavani téchto informaci povazovano za pfijatelné. To vsak jiz
neplati. Rychly vyvoj onemocnéni u osob nakazenych virem HIV a neustaly vyskyt onemocnéni

rezistentnich vUici Iékiim podtrhuji potfebu novych rychlych a citlivych diagnostickych postupt.
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REAGENCIE

Reagencie obsazené v jedné sadé vystaci na 100 reakci.

Objednaci €islo soupravy (

REF

TB7200X)

AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V2.0)

Symbol Obsah Objem Popis
Oligo Mix (OM):
10X MTB/NTM
PRIMER 200 pl » reagencie pro amplifikaci a detekci
oM . e
» 8ablona vnitfni kontroly
» DNA polymeraza
PREMIX EM3 1000 pl » Uracil-DNA glykosylaza (UDG)
» pufr s dNTP
pozitivni kontrola (PC):
CONTROL | + MTB/NTM PC 50 pl
-. g » smeés klonu patogenu a IC
RNase-free
WATER 1000 ul ultracista kvalita, stupen PCR
Water
Roztok pro
DNA | ES _ 10 ml X 2 | reagencie pro izolaci bakterialni DNA
extrakci
DNA

Navod k
pouziti
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@ Seegene Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0)

SKLADOVANI PRODUKTU, ZACHAZENI S PRODUKTEM

V8echny komponenty Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) je tfeba skladovat pfi
< -20°C. VSechny slozky jsou za doporucenych skladovacich podminek stabilni az do data
expirace uvedeného na etiketé. Uginnost slozek soupravy neni ovlivnéna aZz 5 zmrazenimi a
rozmrazenimi. Pokud budou reagencie pouzivany pouze obcasné, je vhodné je uskladnit po

alikvotnich ¢astech.

POTREBNE PROSTREDKY NEOBSAZENE V BALENI

® NALC-NaOH (0,5 % NALC, 2 % NaOH, 1,47 % citronan trisodny) nebo 4 % NaOH (1N
NaOH).

® 1Xroztok PBS

® Jednorazové bezprasné rukavice (latexové nebo nitrilové)

® Pipety (nastavitelné) a sterilni Spicky na pipety

® 1,5ml zkumavky do mikrocentrifugy

® Vyrobnik ledu

® Vafic

® Stolni centrifuga

® Vortex

e Cista lavice

® CFX96TM Real-time PCR Detection System (Bio-Rad)

® CFX96TM Dx System (Bio-Rad)

® Stripy 8 zkumavek s nizkym profilem o objemu 0,2 ml bez vi€ek (bila barva, kat. €.
TLS0851, Bio-Rad)

® Stripy 8 vicek s opticky rovnou plochou (kat. €. TCS0803, Bio-Rad)

® EU 0,1 ml, tenkosténny strip, 8 zkumavek, bily (kat. ¢. B77009; BlOplastics)

® Strip EU 8 vicek s opticky Sirokou plochou (kat. €. B79501; BlOplastics)

® 7500 Real-time PCR System, Software v2.0.5 (Life Technologies)

® MicroAmp® Optical 8-Tube Strip (0,2 ml) (€. dilu 4316567, Life Technologies)

® MicroAmp® Optical 8-Cap Strip (€. dilu 4323032, Life Technologies)
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PROTOKOL

1.

Odbér, skladovani a preprava vzorki

Poznamka: Se v8emi vzorky je tfeba zachazet jako s potencidlné infekEnim materialem. Je

povoleno zpracovavat pouze ty vzorky, které byly odebrany, skladovany a pfepravovany za

pFisného dodrzovani nasledujicich pravidel a pokynu.

Poznamka: Pro zajisténi vysoké kvality vzorkl musi byt vzorky pfepravovany co nejrychleiji.

Vzorky je tfeba pfepravovat pfi teplotach uvedenych nize.

A. Odbér vzorku

Sputum

PFi odbéru vzork(l sputa davejte pacienty jasné instruujte. Pacienti musi odebirat vzorky
bud venku na Cerstvém vzduchu, nebo mimo dosah dalSich osob. Je tfeba, aby pacienti

neodebirali vzorky v uzavienych prostorach, jako jsou toalety.

® Pred odbérem sputa vyplachnéte usta vodou. Je tfeba, aby pacient hluboce zakaslal a
vykaslal sputum pfimo do nadoby.

® Vzorek sputa musi mit objem 3~5 ml.

Pevnd kultura (Ogawa)

® Vzorky Ize testovat od objeveni rustu a béhem nasledujicich 60 dnud inkubace.

® Kolonie Ize odebirat pomoci jednorazové plastové smycky nebo jehly. Spolu s burkou
neodebirejte zadné médium Ogawa.

Tekutd kultura (MGIT)

® Zkumavky s indikatorem ristu mykobakterii (MGIT) se zkoumaji pomoci UV lampy kazdy
den. Je sledovano, zda se na dné& zkumavky odrazi jasné& oranzova fluorescence na
menisku. Pfi pozitivnim signalu fluorescence ze dna zkumavky pipetou odeberte 0,5 ml
vzorku.

Q" Ve | v

® Tkan, ktera ma byt testovana, musi byt odebrana asepticky do sterilni nadoby bez
fixacnich nebo konzervalnich latek. Vzorek tkané ke kultivaci nevkladejte do formalinu.

® Pokud vzorek vyschne, pfidejte sterilni fyziologicky roztok, aby byl vzorek stale vihky. Az do

prepravy uchovavejte v chladu.

10
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@ Seegene Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0)

® Bronchialni vyplach IékaF asepticky odebere do sterilni nadoby pomoci aspiraéni techniky

nebo chirurgickych postupu.

B. Skladovani a pfeprava vzorkt

Sadovaniapreprava | |

Teplota  Doba*

Sputum - Uginnost mGze byt ovlivnéna del$im
Pevna kultura skladovanim vzorku.
Ogawa
,( gawa) 2~8°C 3dny PFi pfepravé vzorku je nutné
Tekuta kultura (MGIT) postupovat v souladu s mistnimi a

narodnimi pfedpisy a nafizenimi,
tykajicimi se pfepravy patogennich
Bronchialni vyplach materiald.

Cerstva tkan

* Doba: Doba od odbéru vzorku do jeho zpracovani véetné prepravy a skladovani.

2. Priprava vzorku

Sputum

1) Pro manualniizolaci nukleové kyseliny

® Pridejte stejny objem NALC-NaOH (0,5 % NALC, 2 % NaOH a 1,47 % citratu trisodného)
ke vzorku v nadobce na sputum a 1 minutu vortexujte.

Poznamka: Misto NALC-NaOH lIze 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.

® Odstrante supernatant, pfidejte 1 ml 1X roztoku PBS a dobfe promichejte.

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

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

® Odstifedujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut a a pipetou odstrarite

supernatant.
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2) Pro automatizovanou izolaci nukleové kyseliny

® Pridejte stejny objem NALC-NaOH (0,5 % NALC, 2 % NaOH a 1,47 % citratu trisodného)
ke vzorku v nadobce na sputum a 1 minutu vortexujte.

® Inkubujte 15 minut pfi pokojové teploté.

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

® Odstrante supernatant, pfidejte 300 ul lyzaéniho pufru z univerzalni sady k peleté a dobfe
promichejte.

® Uzavrete uzavér zkumavky pomoci uzavéru a varte 5 minut na vafici.

. S thari

® Vzorek tkdné rozfiznéte nebo rozmélnéte ve sterilni nadobé.

® Suspendujte v 1 ml 1X roztoku PBS.

® Odstredujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut. Pipetou odstrarite
supernatant.

R hialni vyplact

® Bez pfidani NALC-NaOH odstfedujte 1,5 ml vzorku pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po
dobu 5 minut.

® Odstrante supernatant, pfidejte 1 ml 1X roztoku PBS a dobfe promichejte.

® (Odstifedujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut. Pipetou odstrarite
supernatant.

3 lIzolace nukleové kyseliny
A. Manualni soupravy pro izolaci hukleovych kyselin

Roztok pro izolaci DNA je soucasti sady Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0).

Vec] ey | < ki kul

(volitelné) K pfipravenému sedimentu pfidejte 1 ml sterilni vody, odstfedujte pfi 15 000 x g.
(13 000 ot./min) po dobu 5 minut. Pipetou odstrarite supernatant.

Pridejte 100 pl roztoku pro izolaci DNA do sedimentu a 30 sekund vortexujte.

Uzaviete zkumavku pomoci vi¢ka a vafte na vafici pfi 100 °C po dobu 20 minut.
Odstredujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut.

Jako PCR templat pouZijte 5 pl supernatantu.

12
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@ Seegene Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0)

Suspenduijte kolonii ve 200 ul roztoku pro extrakci DNA v 1,5 ml zkumavce do mikrocentrifugy.
Vortexujte 30 sekund.

Uzavfete zkumavku pomoci vi¢ka a varte na vafici pfi 100 °C po dobu 20 minut.

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

Jako PCR templat pouzijte 5 pl supernatantu.

Tekutd kultura (MGIT)

Pfeneste 0,5 ml kultury na dné do 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky.

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

Zlikvidujte supernatant a pfidejte k peleté 200 ul roztoku pro extrakci DNA.

Vortexujte 30 sekund.

Uzavfete uzavér zkumavky pomoci uzaveéru a varte pfi 100 °C po dobu 20 minut na vafici.
Odstfedujte pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.) po dobu 5 minut.

Jako PCR templat pouzijte 5 ul supernatantu.

B. Automatizovana izolace nukleové kyseliny

Poznamka: Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIlet IVD, Seegene NIMBUS a Seegene STARIet
byly validovany pouze pro sputum.
Poznamka: Pouzijte doporu¢ené objemy vzorku a roztoku eluce, jak je uvedeno nize. U vSech

ostatnich se fidte protokolem vyrobce.

B-1. Microlab NIMBUS IVD

Poznamka: Postupujte podle operacniho manualu pro Microlab NIMBUS IVD.

Automaticky extrakéni systém Vyrobce Doporuéeny objem
Microlab NIMBUS IVD Hamilton 65415-02*
Univerzalni kazeta STARMag 96 X 4 744300.4. Vzorek: 300 pl
Seegene
Kit uCc384 Eluce: 100 pl

* Pokud si pfejete zakoupit tento produkt od spole€nosti Seegene Inc., pouZijte toto katalogové
Cislo.
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B-2. Microlab STARIlet IVD

Poznamka: Postupuijte podle operaéniho manualu pro Microlab STARIet IVD.

Automaticky extrakéni systém

Vyrobce

Doporuéeny objem

Kit

Microlab STARIet IVD Hamilton 173000-075* -
Univerzalni kazeta STARMag 96 X 4 744300.4. Vzorek: 300 pl
Seegene
uC384 Eluce: 100 pl

* Pokud chcete tento produkt zakoupit od spole¢nosti Seegene Inc., pouzijte toto katalogové ¢islo.

B-3. Seegene NIMBUS

Poznamka: Postupujte podle operaéniho manualu pro Seegene NIMBUS.

Automaticky extrakéni systém Vyrobce Doporuéeny objem
Seegene NIMBUS Seegene 65415-03 -
Univerzalni kazeta STARMag 96 X 4 744300.4. Vzorek: 300 pl

Seegene
Kit uC384 Eluce: 100 pl

B-4. Seegene STARIet

Poznamka: Postupuijte podle operaéniho manualu pro Seegene STARIet.

Automaticky extrakéni systém Vyrobce Doporuéeny objem
Seegene STARlet Seegene 67930-03 -
Univerzalni kazeta STARMag 96 X 4 744300.4. Vzorek: 300 pl

Seegene
Kit UC384 Eluce: 100 pl
06/2021 V3.07
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4. Priprava pro Real-time PCR

Poznamka: Je nutné pouzit spravné typy zkumavek a viéek (viz kapitola POTREBNE
PROSTREDKY NEOBSAZENE V BALENI).

Poznamka: P¥i pfipravé vzork(l pouzivejte Spicky s filtrem proti aerosolu a pfiléhavé rukavice.
Postupujte s maximalni opatrnosti, aby nedoslo ke kfiZzové kontaminaci.

Poznamka: Reagencie zcela rozmrazte na ledu.

Poznamka: Zkumavky s reagenciemi kratce odstfedte, odstranite tak kapi€ky z vnitfni strany vicka.
Poznamka: Kroky A~D jsou automaticky zpracovavany na Microlab NIMBUS IVD, Microlab
STARIet IVD, Seegene NIMBUS a Seegene STARIlet. Viz operaéni manual k jednotlivym

zafizenim.

A. Pripravte PCR Mastermix.

2L 10X MTB/NTM OM

3 uL RNase-free Water

10 pl EM3

15 ul celkovy objem PCR Mastermixu

Poznamka: Celkovy potfebny objem jednotlivych reagencii vypoctéte podle poctu reakci

(vzorky a kontroly).

B. Promichejte pétinasobnym pfevracenim nebo kratce vortexujte a kratce odstredte.
Pfeneste alikvétni €asti 15 ul PCR Mastermixu do 0,2ml PCR zkumavek.

D. Do zkumavek obsahujicich PCR Mastermix pfidejte 5 ul jednotlivych vzork( nukleové kyseliny.

15 ul PCR Mastermix
5ul nukleova kyselina vzorku
20 pl elkovy objem reakce

E. Uzaviete vicko a PCR zkumavky kratce odstfedte.

F. U vsech PCR zkumavek se pfesvédcte se, Ze veskera tekutina obsahujici komponenty pro
PCR reakci je na dné zkumavky. Pokud ne, znovu odstfedujte pfi vy$Sich otackach a po delsi
dobu.
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Poznamka: Pied spusténim PCR reakce musi byt PCR zkumavky odstredény. Tekutina

musi byt zcela na dné zkumavky a vesSkeré vzduchové bublinky musi byt vypuzeny.

Spravné Nespravné

Bubble

Poznamka: Pro kazdy vzorek pouzijte novou sterilni $pi¢ku na pipetu.
Poznamka: Jako negativni kontrolu (NC) pouzijte misto nukleové kyseliny vzorku 5 pl

RNasefree Water.

Poznamka: Jako pozitivni kontrolu (PC) pouzijte misto nukleové kyseliny vzorku 5 pl
MTB/NTM PC.

Poznamka: Postupujte opatrné tak, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci PCR Mastermixu a
vzorkl s pozitivni kontrolou.

Poznamka: Stitek neumistujte na vigko zkumavky, fluorescence je detekovéna skrz vicko.
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NASTAVENI PRISTROJE PRO REAL-TIME PCR A ANALYZA VYSLEDKU

1. CFX96™ Real-time PCR Detection System (CFX Manager™ Software-IVD v1.6)
1.1. Nastaveni pristroje RT PCR

Poznamka: Nastaveni pfistroje CFX96TM Real-time PCR Detection System (Bio-Rad) pro
experiment Ize rozdélit do tfi krokl: Setup Protocol (nastaveni protokolu), Setup Plate (nastaveni
plata) a Start Run (spusténi runu).

A. Nastaveni protokolu

1) V hlavni nabidce zvolte File - New — Protocol a oteviete Editor protokolu.

Useradmin | 2018-12-18 3 546

Searching for instruments

Obr. 1. Nastaveni protokolu Pro dané méfeni vytvofte novy nebo nacdtéte iz existujici
protokol méfeni.

2) V Protocol Editoru zadejte teplotni profil podle nasledujici tabulky:

Step No. of cycles Temperature Duration
1 1 95°C 15 minut
2 95°C 30s
45
3* 60°C 1 min
4 GOTO Step 2, 44 more times

* Plate Read na Step 3. Fluorescence je detekovana pfi 60 °C.
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Protocol Editor - New ﬁ
File  Settings Tools ?
H] ..% Insert Step Sample Volume ul | Est. Run Time 02:02:00
1 2 3
C EO C
L) 030
00 C
00

950 C for 1500

|

Insert Step

1
— 2 950  C for 0:30
| 3 600 C far 1:00
Insert Gradient | + Plate Read
— L4 GoToZz 44 more times
Insert GOTO END

!

@ Insert Melt Curve

fiesf 4dd Plate Read to Step
Step Options

@ Delete Step

Obr. 2. Protocol Editor

3) Kliknéte do okénka vedle Sample Volume (Objem vzorku) pfimo zadejte 20 pl.

4) Kliknéte na tlacitko OK. Tak ulozite protokol a otevie se okno Experiment Setup.

Experiment Setup :
Options
Pratacol |[E Plate |IIB Start Run

Exprecs Load
Select Existing... [ ']

Selected Protocol

Preview
Est, Run Time: 02:02:00 (96 Wells-&ll Channels) Sarnple Yolume: 200l
1 2 El 4

950 C 950 C
1500 [B=in)

600 C
T:00

OO0

Mext > >

Obr. 3. Experiment Setup: Protocol
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B. Nastaveni plata

1) Na zalozce Plate v okné Experiment Setup kliknéte na tlaitko Create New, tim oteviete okno
Plate Editor.

Experiment Setup =]
Options
[M Pmtocol“ (23 Plate |uB> Start Run
[ Create New.,, | Express Load
Select Existing, ., | S\ (aﬁfcldilala_ﬁ wells_All Ch Is,pltd .]
Selected Plate
QuickPlate_96 wells_All Channels.pltd [ EditSelected... ]
Preview
Fluorophores: FAM, HEX, Texas Red. Cy5, Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All 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
-] 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
v 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
5 Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
G 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
(<Provey) (caextd>.)

Obr. 4. Plate Editor. Zadejte parametry nového plata.

2) Kiliknété na tlacitko Select Fluorophores, v nasledné otevieném okné oznadte fluorofory,
které budou pfi méfeni pouzity (FAM, Cal Red 610 a Quasar 670). Poté kliknéte na tlacitko
OK.

Plate Editor - New [ 5] = ]
File  Settings Tools
& zoom 100% ~  f315can Mode [All channels ]| & well Groups . | ? (£5) Plate Loading Guide
! 2 3 4 | 5 | & ‘ 7 | 8 | El | 10 ‘ 1 | 12 @ Select Fluorophores .. J
“
g Select Fluorophores s/ SsmeleTwee [ -]
c Channel Fluorophore Selected Color I~ Load Target Name
SYBR <none>
t faar ~ | |
D
SYER r V\_ Load Sample Name
E e a2 r [ | Tnene>
[TET r I
F Cal Orange 550 r [ = Load Fieplicate #
cal a5 C :
G e I
g F — =
H Texas Red - | [H  Experiment Satings..,
s . — ] (A covrenicnes
4+ cys [ (& Clear Wells
Quasar 670
Plate Type : BR Claar

Obr. 5. Select Fluorophores (FAM, Cal Red 610 a Quasar 670)
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3) Vyberte jamky, které maji byt zméfeny, v roletovém menu Sample Type vyberte typ vzorku v dané

jamce.

- Unknown: Klinické vzorky

- Negative Control: negativni kontrola

- Positive Control: pozitivni kontrola

4) Kliknutim na odpovidajici zaskrtavaci okénka (FAM, Cal Red 610 a Quasar 670) tak pro

vybrané jamky provedete vybér méficich kanalu.

5) Zadejte Sample Name (nazev vzorku) a stisknéte Enter.

6) V Ve volbé Settings hlavniho menu Plate Editoru zvolte Plate Size (96 wells) a Plate Type

(BR White)).

Plate Editor - New

=1 | S|

File Tools
Ei] * Plate Size
i

Units

3
>

MNumber Convention

§&1 Scan Mode [ All Channels -

Sa Well Groups ...

@ Plate Loading Guide

BR Clear

1

3
r
T

Plate Type : BR White

[$5)  select Fluorsphores .. ]

L R —
Load Target Name
FaM <none> -

Cal Red B10 <none> -
Quasar 670 <none -

Load Sample Mame
=l <none> -

[ Experiment Setings...
[! z{ﬂ Clear Replicate #

[*’5 Clear Wells

Obr. 6. Plate setup

7) Kliknéte na tlaitko OK a tak uloZite nastaveni nového plata.

8) Budete vraceni do okna Experiment setup.

20
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Bio-Rad CFX Manager VD Edition 1.6 (admin) T |
File View User Tools Windows Help
Eas RSP R L7 8i0 RAD
Detected Instrument
) ﬁ—l
Options
Protocol | Plate |ul> Stant Fun |
Evpress Load
Select Existing... [ B
Selected Plate
MTB NTM.pltd Edil Selected...
Preview
Fluorophores: FAM, Cal Red 610, Quasar 670 Plate Type: BR White Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 6 7
A Unk unk unk Unk unk Unk unk
B Unk Unk Unk Unk Unk Unk unk
c Unk Unk unk Unk unk Unk unk
v Unk unk unk Unk unk unk unk
E Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
3 Unk unk unk Unk Unk Unk unk
G Unk. Unk Unk Unk. Unk Unk Unk
" unk unk unk unk unk unk unk
No instrument detected after 120 seconds. [Useradmin [ 2019-01-03 2% 432 _:

Obr. 7. Experiment Setup: Plate

9) Kliknutim na tlacitko Next spustte zafizeni

C. Start Run

1) Na zaloZce Start Run v okné Experiment Setup kliknéte na Close Lid. Tak dojde k zavieni
vika pfistroje.

Experiment Setup =]
Options

=) malu Plate| #p> Start Run
Run Information

Protocol ©: MTB NTM_prci
Plate : MTB NTM pitd
Notes :

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

Block Name a Type Run Status Sample Volume Protocol ID

|
2] |§R1w|a |"86FX“ idle 20

[7] Select All Blocks

(@ Pash Biock indicator | (£ OpenLig | [£2  CloseLia \
-

<< Prev

Obr. 8. Close Lid
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2) Kliknéte na Start Run.
3) Soubor méfeni ulozte bud ve slozce My Documents, nebo v jiné, k tomu uréené slozce.

Zadejte jméno souboru, kliknéte na tladitko SAVE. Tim dojde ke spusténi runu.

1.2. Nastaveni pro analyzu dat v aplikaci CFX Manager™

A. Nastaveni

Poznamka: Zkontrolujte nastaveni Single Threshold a Baseline Subtracted Curve Fit.

Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_9! 4} perd [E=RIE
il ysi P
File  View Tools
& C(t) Determination Mode  » Regression =l
Analysis Mode s
. -
7] auantratio e Al Discrimination ac | 9 Run fomation
Trace Styles. ation

View/Edit Plate...

<R |EE

Mouse Highlighting I No wells designated as Sample Type standard

RFU (10°3)

FAM Cal Red 610 Quasar 670 Step Number: |3 -
Wel O] Fuor & Cortent | Sampie | CB) 9]
HOG  Cal Fed 6 Unkn 3807
HO7 Cal Red 611 Unkn N/A
HOB  Cal Red 610 Neg Cidt N/A
At FAM Unkn N/A
A02 FAM Unkn N/A
AO3 FAM Unkn N/A
Add FAM Unkn N/A
A0S FAM Unkn N/A
A6 FAM Unkn N/A
AQ7 FAM Unkn N/A
Aog FAM Unkn N/A

Completed | | [ 5can Mode: All Channels | Plate Type - BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 9. Single Threshold
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Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_9! Ak perd [N
File  View Tools
& > B2 well Groun: [all wells -7
ode No Baseline i =
e =
(] Quartiatiol o0 eline Threshold.. Baseline Subtracted """"‘ =] °C| % T T
[ Trace Styles...
@ View/Edit Plate.
” v Mouse Highlighting N Mo wels designated as Sample Type standard.
s
s 10
S
B
s
o
o 10 20 30 40
Cycles Log Scals
FAM Cal Red 610 Guasar 670 Step Number. (3 -
Wel O] Fuor & Content ¢ Sample | CB O
[AD1 Jcal Red 610 Unkn 2071
ADZ  Cal Red 610 Unkn 3265
AD3  Cal Red 610 Unkn N/A
AD4  Cal Red 610 Unkn a0.80
AD5  Cal Red 61 Unkn 2161
ADE Cal Red 610 Unkn 3416
AD7  Cal Red 610 Unkn N/A
ADE Cal Red 610 Unkn N/A
BDT  Cal Red 610 Unkn 2124
B0Z  Cal Red 610 Unkn N/A
BD3  Cal Red 610 Unkn N/A
Completed | | [ Scan Mode: All Channels | Plate Type - BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 10. Baseline Subtracted Curve Fit

B. Baseline Threshold (Zakladni prahova hodnota)
B-1. Baseline Threshold pro zkumavky Bio-Rad

Poznamka: Nastavte jednotnou prahovou hodnotu Baseline Threshold.
Poznamka: Pro nastaveni hodnoty Baseline Threshold je tfeba vybrat FAM, Cal Red 610 a

Quasar 670 signal samostatné.

Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_2atpcrd ) e |
File View Settings Tools

B 8 & A & viewedtriote... g well croup: [all welis =) ?

Amplification

Copy No welis designated as Sample Type standard.
Save Image As...

Page Setup...

Print...

Show Point Values

Set Scale to Default
Chart Options...

Show Threshold Values
Trace Styles... Cole

@] FAM [ CalRed 610 ] Quasar 670 % SepNumber 3~

(B | Wel 0 Fuor & Content (! Sample O/ CH O
A G07  FAM Unkn NA
G038 FAM Pos Ctrl 19.41
B HO1  FAM Unkn NA
< H2  FAM Unkn NA
D HO3  FAM Unkn N/A
HO4  FAM Unkn NA
£ HOS  FAM Unkn NA
F HO6  FAM  Unkn N/A
G HO7  FAM Unkn N/A
= | 2 ' & HO8  FAM Neg Qi NA ‘
| Completed s .| | Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit i

Obr. 11. Kontrola hodnoty Baseline Threshold. Kliknéte pravym tlacitkem mySi na graf
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Poznamka: Baseline Cycles nastavte jako Auto Calculated.
Poznamka: Hodnotu Single Threshold pro kazdy fluorofor nastavte takto:
Analyt Fluorofor Threshold value
MTB FAM 500
Mykobakterie Cal Red 610 500

Vnitfni kontrola Quasar 670 60

Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_¢! 4} perd == = |
File View Settings Tools
B & || B &, viewsdt riate... | &y wel Group: [All wells - ?
Quantitation | Quantitation Data | EEE Gene Expression | 22| End Poirt | | "o | Allelic Discrimination | ac | § 1 Run Infnrmatmn‘
Amplification Baseline Threshold =
Baseling Cycles
® Auta Calculated |
) User Defined Bold indicates a changed value, | 8 S=mPIe Tvpe standard
well s Fuer ¢ Baseine o Bagelne 4[5
[ CER— ; alk
FRE Far 3 "
3 |a03 Fam 3 "
4 A0 Fal 3 "
5 406 Fam 3 "
5 406 Fal 3 "
7 a07 Fam 3 "
8 |A08 Far 3 "
3 B0l Fam 3 5 Step Number: |3 -
1 2 3 4 5 10 BO2 Fam 3 45 [v] | RO Fuor_a[ Content o] Samle 0| CO 0 =
A Unk Unk Unk Unk Unk z z FaM Unkn M/A
i FAM Unks N/A
B Unk Unk Unk Unk Unk HhEE Vel o U"k” A
Auto Calculated:  —30.71 nen
C Unk Unk Unk Unk Unk -
© User Defined!  [500.00 : FAM Unlen N/A
o [k || unk [ unk [ unk || unk V\ FAM Unkn A
0K C | FAM Unikr N/A
e | unk Unk Unk Unk Unk ) nien
FAM Unkn N/A
Fo| unk Unk Unk Unk unk T FAM Unkn WA
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Pos I G01 FAM Unkn N/A
G02 FAM Unkn N/A
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Ni
= = L L 2 = £ e | 503 FAM  Unkn NA [~
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 12. Nastaveni hodnoty Single Threshold. Kliknéte na tlaCitko User Defined a zmérite

hodnotu Single Threshold.

B-2. Hodnota Baseline Threshold pro zkumavky BlOplastics

Poznamka: Nastavte jednotnou prahovou hodnotu Baseline Threshold.

Poznamka: Pro nastaveni hodnoty Baseline Threshold je tfeba vybrat FAM, Cal Red 610 a

Quasar 670 signal samostatné.
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[ Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_ @Ik perd 3 —
File View Settings Tools leconl®) B

B 8 & A & viewedtriote... g well croup: [All welis = ?

Amplification

Copy No wells designated as Sample Type standard.
Save Image As...
Page Setup...

Print...

Show Point Values
Set Scale to Default

Chart Options...
Show Threshold Values
Cycles Trace Styles.. Cale
[WIFAM [ CalRed610 [] Quasar670 o Sep Nomber: [3 =
B 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 " Wel O Puor & Content O Sample O CB) O =
A GO7 FAM Unkn N/A
5 GO8 FAM Pos Ctrl 19.41
HO1  FAM Unkn N/A
< HO2  FAM Unkn NA
D HO3  FAM  Unkn (23
= HO4  FAM Unkn N/A
HOS  FAM Unkn N/A
F HO6  FAM Unkn N/A
G HO7  FAM Unkn N/A
a HOS8  FAM Neg Cid N/A
| Completed |; | | Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit ]

Obr. 13. Kontrola hodnoty Baseline Threshold. Kliknéte pravym tlaCitkem mySi na graf

Poznamka: Baseline cykly nastavte takto: Begin: 3, End: 10

Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_21-4f.pcrd =8| %
File  View Settings Tools
S & B &y viewsedt Plate... |y Well Group: [l Wells -2
7] auenttation Quantiation Data |ﬂ Galqu:lﬂ-nnl = z
—— Baseline Threshold
Baseline Cycles
©) Auto Calculated
© User Definedg, Bold indicates a changed value, TR TR
g well Fluor o nge“;‘i‘rz‘e | Bageline 1]
z 1 san FaM 3 10 H
& 2 ADZ FAM 3 10
3 A3 FAM 3 10
4 A04 FAM 3 10
5 A0S FAM 3 10
5 AO6 FAM 3 10
7 A07 FAM 3 10
5 A08 FAM 3 10
[¥/] FAM  [[] Cal Red 610 [] Quasar 670 =
3 Bol FAM 3 10 S Nrber: (3 =]
10 B02 FAM 3 10 [v] | RO Fuor a[ Cotent 0] Sample 0 CB O] =
All Selected Rows:  Begin: End: ~ Fam Unkn [
Single Threshold g g | FAM Unkn N/A
© Auto Caleulated:  -3071 j |FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
User Defined: 1200,00 s H
e [ kZ‘ i FAM Unkn N/A
= FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
Fam Unkn T/ =
Completed | | [ Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 14. Nastaveni Baseline cykll. Klepnéte na tlacitko User Defined a zménte polozku Baseline
Cycles.
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Poznamka: Hodnotu Single Threshold pro kazdy fluorofor nastavte takto:

Analyt
MTB

Fluorofor

FAM

Threshold value

1200

Mykobakterie

Cal Red 610

1000

Vnitfni kontrola

Quasar 670

100

Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_2! A perd

File View Seftings Tools

B & & B |8 viewsdt plate... | &gy wel

Group: {AH Wellz

Quanttation ‘ Quantitation Data |E|jﬁ Gene Expression |

%] End Foint | | .o

Baseline Threshold

Alllic Discrimination | 1 Fun infomation|

Baseline Cycles
) Auto Caleulated
@ User Defined Bold indicates a changed walue,
g Wel & Fluor g Bgeelne o) Baseline /(4]
z N — 3wl
& 2 A2 FAM 3 0 m
3 AD3 FAM 3 10
4 Ad4 FAM 3 10
5 ADS FAM 3 10
6 A06 FAM 3 10
Cycles 7 AD7 FAM 3 10
8 A0B FAM 3 10
FAM Cal Red 610 Quasar 670
L = E 3 B0l FAM 3 10
1 2 3 4 5 0 B02 FAM 3 10 [+
A unk Unk unk unk unk All Selected Rows: Begin: |3 = End: (10 s
B | unk unk unk Unk unk SheepEEhald
z e T e U7e s O Auto Calculated:  -30.71
© User Defined:  [1200,00 =
D Unk Unk Unk Unk Unk
E unk Unk Unk Unk Unk. o
F Unk Unk Unk Unk Unk 07
G unk unk unk unk unk unk. unk Pos. I G0
G02
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk N
i || omk [ om || ume [ omk [ e || ume || nes | ez

s Sample Type standard

Step Number: |3

4

L0/ Fuor af Content o[ Sample O/ Ct) O
FAM Unkn A
FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
FAM Unkn N/A
FaM Unkn M/A

=

<

Completed

Scan Mede: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 15. Nastaveni hodnoty Single Threshold. Kliknéte na tlaCitko User Defined a zmérite

hodnotu Single Threshold.
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2. CFX96™ Dx System (software CFX Manager™ Dx v3.1)

2.1. Nastaveni pristroje pro RT PCR

Poznamka: Nastaveni experimentu v systému CFX96TM Dx (Bio-Rad) pro experiment 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 File - New — Protocol a oteviete Protocol Editor.

Searching for nstrument(s

Useradmin

12

18/2018 15:48

Obr. 1. Nastaveni protokolu. Pro dané méfeni vytvofte novy nebo nactéte jiz existujici

protokol méfeni

2) V Protocol Editoru zadejte teplotni profil podle nasledujici tabulky:

Krok Pocet cykll Teplota Doba trvani
Step No. of cycles Temperature Duration
1 1 95°C 15 minut
2 95°C 30s
45
3* 60°C 1 min
4 GOTO Krok 2, jesté 44krat

* Plate read na Step 3. Fluorescence se detekuje pfi 60 °C.
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Protocol Editor - New

File  Settings Tools

H ﬁ Insert Step sample Volume ul | Est. Run Time 02:02:00

1 2 3 4
c %0 C
o0 030
B0 C 5
[H] Q
= F .
o]
2
| a4 x
1 950 C for 15:00
l Insert Step ] = 2 %0 C for 0:30
| 3 600 C for 1:00
Insert Gradient | + Plate Read
L4 GoToz 44 rrore times
END

[ nsert GoTO
I@ Insert Melt Curve
[fl dd Prate Read to Step

I Step Options

l@ Delete Step

Obr. 2. Protocol Editor

3) Kliknéte do okénka vedle Sample Volume a pfimo zadejte 20 pl.

4) Kliknéte na tla¢itko OK, tak ulozite protokol a otevie se okno Experiment Setup.

Run Setup

Protocol |[3 Plate |"B‘ Start Fun |

==

Select Existing,.,,

Selected Protocol

MNTE MNTH prcl

Express Load

[

)

Edit Selected

Preview

Est. Fun Time: 02:02:00 (96 Wells-All Channels)

Sample Yolume: 20ul

1 2 5} 4
%0 C 9.0 C
1500 0:30
GO0 C 8
T
T
= u}
2
44

Obr. 3. Experimant Setup: Protocol
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B. Nastaveni plata

1) Na zalozce Plate v okné Experiment Setup kliknéte na tlaitko Create New, tim oteviete okno

Plate Editor.

Run Setup [==]
‘ Pmtncn|| E P|E|E¢"P Start RBun |
Yy
Express Load
QuickPlate_36 wells_all Channels, pltd v]
Selected Plate
QuickPlate _96 wells_all Channels, pltd Edit Selected,,,
Preview
Fluorophores: FaM, HEX, Texas Red, CvE. Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: Al Channels
1 2 El 4 5 51 7 g 9 10 11 12
A 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
C Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
D 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
G 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 | [ Mext>> |

Obr. 4. Plate Editor. Zadejte parametry nového plata

2) Kliknéte na tlagitko Select Fluorophores oznacte fluorofory (FAM, Cal Red 610 a Quasar

670), které budou pfi méfeni pouzity, a kliknéte na tlacitko OK.

Plate Editor - New [ =l =
File Settings Editing Tools ?
HI 100% ~ | @ 5can Mode | All Channels - a. Well Groups... | [ Trace Styles. =2 Spreadsheet View/Importer @ Plate Loading Guide
i z 3 ] | 5 | G | 7 | 8 | g | 0 | i | 12 [#@ select Fiuorsphores... |
A
Select Flucrophores L= | Sample Tups —
B =
Channel Fluorophore Selected Color | —
- F w E— s
b VN —
- T —
E = r ————— e
ol range 560 C o — |
i ol ok 5 . b
C o — 1
G
O
TosRes T
H : :
CalRed 610 Cd _ ‘ﬁu Ewxperiment Settings,..
Tex&15 r ‘ ﬁ] Clear Replicate #
Cys —
Gusear 670 (B8 cloatele
Quasar 705 - ~
Plate Type: BR Clear '35
S Telaes u Sample ] Well Group [ Biological Set [] Well Mote

Obr. 5. Select Fluorophores (FAM, Cal Red 610 a Quasar 670)
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3) Zvolte jamky, které maji byt zméreny, v roletovém menu Sample Type vyberte typ vzorku v
dané jamce.

- Unknown: Klinické vzorky
- Negative control: negativni kontrola

- Positive control: Pozitivni kontrola

4) Kliknéte na pfislusna zaskrtavaci okénka (FAM, Cal Red 610 a Quasar 670) tak pro
vybrané jamky provedete vybér méficich kanald.
5) Zadejte Sample name (nazev vzorku) a stisknéte klavesu enter.

6) Ve volbé Settings hlavniho menu Plate Editor zvolte Plate Size (96 wells) a Plate Type

Plate Editor - New = ||
File Editing Tools ?
[=HIE Plate Size * Bl Channels ~]| & Well Groups... | [ Trace Styles... | == Spreadsheet View/Importer {5 Plate Loading Guide
Plate Type » BR White
Number Convention » BR Clear l\ B 7 g El 10 11 12 I@ Select Fluorophores,,, ]
Units D r ok Uk \E Unk Unk
FaM Fan a Fan Fal
: samoe e []
[ Unke Unk [ Unk Unkc Unke Unke
& FaM FAM FAM FAM FAM Fam FAM FAM Load Target Name
Fam <none> -
Cal Red 610 <none> -
e FAM FAM FAM FAM FAM FAM L Quasar 670 <none> -
Load Sample Mame
D FaM FaM Fan FAM Fa Fam FAM & <nones =
FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM i
Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk —
FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM I"ﬁu Experiment Settings, .,
[ ;’;j'] Clear Replicate #
Pos =
FAM FAM FAM FAM FAM FaM FAM FAM T
s la , . [:j Clear Wells
Neg
FAM FAM FaM FAM FAM FAM FAM FAM
- Wiew
Plate Type: BR White Sample [F] Well Group [ Biological Set [] Well Note

Obr. 6. Plate Setup

7) Kliknéte na tladitko OK. Tak uloZite nastaveni nového plata.

8) Budete vraceni do okna Run Setup.
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e CFX Manager Dx (admin) B

ZEN view User Run  Tools  Windows Help

¢ [ o ) R 510 7D

& Detected instumentis) | — =
Frotocal | Plate |ub> Start fiun
Express Load
Select Existing,,, ( -
Selected Plate
MTB NTM. pltd Edit Selected,,,
Preview
Fluorophores: Fa&M, Cal Red 610, Quasar 670 Plate Type: BR YWhite Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 3 [ 7
A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
© Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
D Unk Unk Unk uUnk uUnk unk unk
E Unk Unk Unk unk Unk unk unk
F Unk: Unk: Unk: Unk Unk uUnk unk
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
[ <<Prev | [ Memt>> |
No instrument detected after 120 seconds [ useradmin [ 01/03/2019 1657

Obr. 7. Nastaveni béhu: .

9) Kliknutim na tlagitko DalSi spustte spusténi.

C. Start Run

1) Na zalozce Start Run v okné Run Setup kliknéte na Close Lid. Tak dojde k zavfeni vika
pristroje.

Run Setup =
(2] Protocol l (23 Plate| »D> Start Run

~ Run Information
Protocol: NTB NTM prci
Plate: MTB NTM pitd

Notes:

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

Block Name a Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code

V] |§Rlb'6 60 I“SGFX‘ idle 20

[7] Select All Blocks
4@ Fiash Block Indicator | (£3  Open Lid | [£2  Close Lid

>

<< Prey

Obr. 8. Close Lid
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2) Kliknéte na tlagitko Start Run.
3) Soubor méfeni ulozte bud ve slozce My Documents, nebo v jiné, k tomu uréené slozce.

Zadejte jméno souboru, kliknéte na tlagitko SAVE, tim dojde ke spusténi runu.

2.2. Nastaveni pro analyzu dat v aplikaci CFX Manager™

A. Nastaveni

Poznamka: Zkontrolujte nastaveni Single Threshold a Baseline Subtracted Curve Fit.

\a Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_! 4 perd [P
File  View Export  Tools €2 piate setup - |S‘ Fluorophore | ?
(7] Quartiica Cq Determination Mode Regression Liio |@ Custom Data View | ch % Run |r|,w"am||

Baseline Setting » single Threshold e
Analysis Mcde v
Cycles to Analyze.

No wells designated as Sample Type standard

Baseline Threshold

2|A |[Hal

g2 Trace Styles...
@ Plate Setup »
5 Include All Excluded wells

¥ Mouse Highlighting

0 == Restore Default Window Layout
o
Cycles

FAM Cal Red 610 GQuasar 670 Step Number: [3._
Wel O Fuor & Taget ¢ Content | Sample & Ca &)
201 Jeal Red 810 Unkn 2071
A02  Cal Red 610 Unkn 3265
A03 CalRed 610 Unkn N/A
A0 Cal Red B1C Unkn 30.80
AD5  CalRed 610 Unkn 2161
ADE  Cal Red B1C Unkn 3418
A7 CalRed 610 Unkn N/A
A0 Cal Red B1C Unkn N/A
BOl  Cal Red 510 Unkn 2124
B02  Cd Red B1( Unkn N/A
B03  Cal Red 610 Unkn N/A

Completed | | [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 9. Single Threshold
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i Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_g! 4t perd

P

File  View

(7] Quantiic

RFU (10%3)

Export  Tools

Plate setup -

Cq Determination Mode »

Baseline Setting

End Poirk | =] Alleic Discrminion | 88, Customuaav»avl ucl% Fh.nh‘ormauon|

S| Fumomrs < 7

Mo Baseline Subtraction
Baseline Subtracted

No wells designated as Sample Type standard
Apply Fluorescence Drift Correction 0 wels designated as Samele Type slanca

[ Analysis Mode »
. Cycles to Analyze
Baseline Threshold...
| Trace Styles
B2 Plate setup 3

N

Include All Excluded Wells

~  Mouse Highlighting

Restore Default Window Layout

Cycles

FAM Cal Red 610 Quasar 670

Step Number: |3 -

Wel | Fuor | Target | Contert | Sample o[ Cq o)
[F01_ JcalRed 61t Unkn 2071
A02 Cal Red 610 Unkn 265

| 203 calRedsl Unkn WA
| |04 calRedsil Unkn 2020
| a5 calRed sl Unkn 2161
| 205 calRedsil Unkn 416
| 207 calReds1l Unkn WA
| 208 calRedsil Unkn WA
| 801 calRed 610 Unkn 2124
| 802  CalRedsil Unkn WA
| 803 calRed 61l Unkn WA

Completed |

| [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 10. Baseline Subtracted Curve Fit

B. Baseline Threshold (zakladni prahova hodnota)

B-1. Baseline Threshold pro zkumavku Bio-Rad

Poznamka: Nastavte jednotlivou prahovou hodnotu — Single Threshold zakladni prahové hodnoty
Baseline Threshold.

Poznamka: Pro nastaveni hodnoty Baseline Threshold je tfeba vybrat FAM, Cal Red 610 a

Quasar 670 signal samostatné.

-; Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_% & pcrd

ey

File View Settings Export Tools

Plate Setup -

(7] Quartiication ‘ mmhalmﬂ Ge'!eExxxessonl EndPon(l Netcumauonl{a? Cumnuaa\newl ucl% Fh.nh‘ormauon|

% |Fommee ] 7

Amplification

Copy
Save Image As.
Page Setup.
Print

Show Point Values
Set Scale to Default

a0
Log Scale

No wells designated as Sample Type standard.

Chart Options.

Step Number: |3 -

Show Threshold Values

1 2 8 9 0 [ 1n 12 Wel (| Fuor 4| Targst | Content | Sample | Cq @)

0 Trace Styles.. COE FaM Unkn M/&
co7  FAM Unkn N/A

8 DOl FAM Unkn N/A
c D02 FAM Unkn /A
3 D02 FAM Unkn N/A
D04 FAM Unkn N/

E D05 FAM Unkn N/A
F DO FAM Unkn N/
D07 FAM Unkn N/A

G E01 FAM Unkn N/A
H E02  FAM Unkn N/A

Completed |

| [ sean Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 11. Checking of Baseline Threshold. Kliknéte pravym tlacitkem mysi na graf
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Poznamka: Baseline cycles nastavte jako Auto Calculated.
Poznamka: Hodnotu Single Threshold pro kazdy fluorofor nastavte takto:
Analyt Fluorofor Threshold value

MTB FAM 500

Mykobakterie Cal Red 610 500

Vnitfni kontrola Quasar 670 60

‘o Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_g!4}.perd =83 =
File View Settings Export Tools &y plate setup v| ';‘ Fluorophore + ‘ ?
Quartfication | Quantification Data | ] Gene Bwressor] 5aceine Threshold =) L Infurmatmn‘
Amplification Baseline Cycles
@ Auto Calculated
O User Defined Bold indicates a changed value. | |
18 : T = — | B as Sample Type standard.
e el A Fwor o) SERERE o PR o 4]
g ya [ 2 =
= / 2 Al Fan 2 45
F
2 / 3 AD3 FaM 2 45
5 / 4 AW FanM 2 5
i 5 ADS FaM 2 5
/ 6 ADG FaM 2 45
o] 7 A07 FaM 2 5
o 10 20 30 8 AN FaM 2 45
Cycles 3 B0 FAM H 24
FAM [7] CalRed 610 [ Quasar 670 10 (B2 Fashd 2 44 Step Number |3 v|
11 |B03 Fam 2 44
1 2 3 4 5 5 7 17 |Bos Fam s & et 0| Sample Q| Ca O E
a [ unie [ o | onk [ ok | onie [ unk [un] | 1s Bs Fam 2 a =l L
N/A
B unk Unk Unk Unk Unk unk unk = . /A
o Tome Tonk Tome T one T ome T ome T one [ Reset All User Defined Values | A
Single Threshold A
0 | unk || unk || unk | unk || unk || unk || unk
O Auto Calculated: -30.71 N/A
£ | Unk |} Uk} unk f Unk ) Unk ] Ukl URKY | 6 ser Defined: (500,00 = N/A
Folunk | ounk [|onk || onk || onk || unk | unk '\ ——— ———— WA
0K Cancel A
G | unk || unk || unk || unk || unk || unk || unk WA
H unk || unk || unk || unk || unk || Unk || Unk [| Neg Tous FAM Unkn N/A E|
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 12. Setting of Single Threshold value. Klepnéte na tlacitko User Defined a zménte

hodnotu Single Threshold.

B-2. Hodnota Baseline Threshold pro zkumavky BlOplastics

Poznamka: Nastavte jednotlivou hodnotu Single Threshold ze zakladni prahové hodnoty —
Baseline Threshold.

Poznamka: Pro nastaveni hodnoty Baseline Threshold je tfeba vybrat FAM, Cal Red 610 a
Quasar 670 signal samostatné.
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) Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_2! 4 perd [E=EE——

File View Settings Export Tools P\ate Setup - |S‘ Fluorophore ~ ‘ ?

(7] Guartfication Quantification Data | o] Gene Exprssion | End Foint | Alelic Discrimination |{'3? Custom Data Mswl ac | £ Run Lnfrmahn‘

Amplification
No wells designated as Sample Type standard
1
= Copy
Save Image As
Page Setup.
Print .
Show Point Values 40
set Scale to Default [C] Log Scale
FAM [ Cal Red 610 Chart Options... ‘Step Number- [ﬁ
1 o Show Threshold Values 8 ] 10 1 12 Well ¢ Fuor & Tamget ( Content @ Sample ¢ Cq & =
Trace Styles... COE FAM Unkn 3
co7 FAM Unkn NAA
Do1 FAM Unkn N/A
D02 FAM Unkn N/A
DO3 FAM Unkn /A
Do4 FAM Unkn N/A
Dos FAM Unkn NA I
Do& FAM Unkn N/A
Do7 FAM Unkn NA
(Lot 1w [ e o [ e JPomi Jumie Jeos ] | ke A
e . | ke wa g
Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline subtracted Curve Fit g

Obr. 13. Checking of Baseline Threshold. Kliknéte pravym tlacitkem mySi na graf

Poznamka: Baseline Cycles nastavte takto: Begin: 3, End: 10

‘o Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_gi4}.perd [= & = |
File View settngs Export Tools € piste setup - S|‘ ?
fi{] Guartiication Quanification Data | E Gene ( saseline Thrashold glﬂ“" W"”"’“’"‘

Amplification Baseline Cycles
) Auta Calculated
@ User Deﬂned‘ Bold indicates a changed value,
- - — | Bd == Sample Type standard
I: el §<‘ Fuor o Sgeeiine o Baseine o‘ -l
g 1701 Jram 3 10
B | 2 A6z FAM 3 10
g | a |a03 FAM 3 10
4 AD4 FAM 3 10
| & |AD5 FAM 3 10
| & AD6 FAM 3 10
| 7 |AO7 FAM 3 10
° 1 20 30 | & A08 FAM 3 10
Cyeles | 2 Bm FAM 3 10
FAM [] CalRed 610 (-] Quasar 670 | 10 |Boz FAM 3 10 Step Number: 3 =]
11 |BO3 FAM 3 10
| 1z BO4 FAM 3 10 i OsS i p O Cane()
A 13 BOS FAM 3 10 [ Mes
s 4ll Selected Rows: Begin: |3 wg_ 12 End: N/A
- [ Reset All User Defined Yahies | ::2
Single Threshold A
° ) Auto Calculated: 30,71 nA
E @ Ussr Defined: 200,00 == [z
E NA
G ] NA
H Unkn NA

Completed | | [ scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 14. Setting of Baseline Cycles. Klepnéte na tladitko User Defined a zménte polozku Baseline
Cycles.
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Poznamka: Hodnotu Single Threshold pro kazdy fluorofor nastavte takto:

Analyt
MTB

Fluorofor

FAM

Threshold value

1200

Mykobakterie

Cal Red 610

1000

Vnitfni kontrola

Quasar 670

100

i) Data Analysis - admin_2016-06-10 15-09-00_BR100159_9!4} perd

= =] = |

File View Settings Export Tools

€2 plate setup -

S | (Fuoropnore -] 2

[ cuenticaton | [[72] quanticaton Data | o] Gene Bxressod

[

Baseline Threshold

Run Information ‘

Amplification

RFU (1043)

Cycles

FAM [] CalRed 610 [ Quasar 670

HHBEHHBEEEE
HHBEEHEELE
HHBEEHBHES
HHBEHHBEEES
HHBEHHBEEEE
R|E|R| k| R]R|%]R|-

Baseline Cycles
) Auta Calculated

@ User Defined Bold indicates a changed value,

well & Fuor o FgEeine o Sazeline o (o]
N — 5w
2 A0z FAM 3 10
3 AD3 FAM 3 10
4 ADa FAM 3 10
5 |ADS FAM 3 10
6 |ADG FAM 3 10
7 A07 FAM 3 10
8 A8 FAM 3 10
R FAM 3 10
10 BOZ FAM 3 10
11 B3 FAM 3 10
12 |BO4 FAM 3 10
12 BOS AM 3 10

All Selected Rows: Begin: |3
[ Reset &ll User Defined Values |
Single Threshold
() Auto Calculated:  -30.71
@ User Defined:  [1200.00

=] End: [i0 =

MNESS

unk | neg

id 25 Sample Type standard

Step Number: (3 =

flent )| Sample | Ca O
N/
NAA
N/A
N/A
/A
N/A
N/A
N/A
N/A

TDDS

FAM

Unkn

N/A
N/A

Completed

Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 15. Nastaveni hodnoty Single Threshold. Klepnéte na tla€itko User Defined a zmérite

hodnotu Single Threshold.
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3. 7500Real-time PCR System, Software v2.0.5 (Life Technologies)

3.1 Nastaveni pfistroje pro RT PCR

Poznamka: Pokyny jsou ur&eny pro pfistroj 7500 Real-time PCR, software v2.0.5.

Poznamka: Program pro nastaveni experimentu 7500 Real-time PCR System (Life
Technologies) pro detekci MTB, mykobakterii a interni kontroly Ize rozdélit do nasledujicich
krokU: Experiment Properties Set Up (Nastaveni vlastnosti analyzy), Plate Set Up (Nastaveni

plata) a Run Method Set Up (Nastaveni metody runu).

A. Nastaveni vlastnosti analyzy

1) V domovské obrazovce programu vyberte ikonu Advanced Setup.

Analyze

Obr. 1. Create new
document — Vytvofit novy
dokument

2) V nabidce Experiment nastavte Experiment properties nového testu.

- Experiment name: nazev testu: zadejte nazev testu.
- Instrument Type: typ pristroje :@7)500 (96 jamek)

- Type of experiment to set up:typ testu ktery je treba nastavit : Kvantifikace - Standardni
kfivka

- Reagents to detection: reagencie k detekci:TagMan Reagents

- Run Mode: Rezim runu : Standardni
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Reagents: Taqan® Reagents

Obr. 2. Set Properties of New Experiment

B. Nastaveni plata

1) V nabidce Experiment kliknéte na polozku Plate Setup.
2) Definujte cile: Kliknéte na okénko Add New Target podle potieby.
3) Pro kazdy cil zadejte nazev — Target Name.

4) Pro cile vyberte Reporter a Quencher nasledujicim zplsobem:

Target Name Reporter
MTB FAM
Mykobakterie ROX Zé’dn
Vnitfni kontrola CY5 ©
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Define Targets and Samples I Assign Targets and Samples ]

a Instructions: Define the targets to quantify and the samples to test in the reaction plate.

Define Targets

-
| Add Bew Target | Add Saved Target | Save Target | Delete Target | |

Target Mame Reporter Quencher Colour

mTE | |Fam v |Mone v v
|Mycobacteria | RO  |Mone w v
ic ||cvs v |Mane v v

I~
Obr. 3. Select detector

5) Na karté Assign Targets and Samples v okné Plate Setup vyberte jamky, které chcete
nacist.

6) Prifadte cile k vybranym jamkam.

7) Vyberte barvivo, které se ma pouzit jako pasivni odkaz na "None".

Gus ™ <[ View Plate Layout |

Task
mao ! SelectWels Wi - Selectiam- ¥ - Selectitem- ¥
= Goacteria | | S0
£ PO E
8 e [ Uniknown [ tandara [ Negatwe 1

"%, Define and St O Stalrd.

Assign Sample

Sample |

Assign sample(s) of selected weli(s) to biologid

Assign Biclogical Oroup

== | \?I 1= 0= g

&l \?I =0l

Selectthe dye >~ use as the passive reference| W

* | weiis: [ 18 Unknown [0 Standard [Z] 18 Negatne Contrl 78 Ematy

Obr. 4. Assign Targets

C. Nastaveni metody runu

1) V nabidce Experiment kliknéte na moznost Run Method.
2) Zadejte reakéni objem: 20 (ul).

3) Nastavte tepelny profil takto:
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Krok  Pocet cyklu Teplota Doba
Step No. of cycles Temperature Duration
Holding Stage 1 1 95°C 15 minut
1 95°C 30s
Cycling Stage 45
2 60°C 1 min

Poznamka: V kroku 2 faze cyklu kliknéte na moznost Data Collection On. Reporter je detekovan
pfi 60 °C.

Poznamka: Zruste zaskrtnuti ramecku Enable AutoDelta.

4) Kliknéte na Start Run.

Reagents: TagMan@ Reagents

Al

’;: Analysis

swep2

Obr. 5. Set up Run Method
3.2 Nastaveni pro analyzu dat
A. Nwastaveni
1) V nabidce Experiment, v zalozce Analysis kliknéte na polozku Amplification Plot.
2) V zalozce Plot Settings vyberte Plot Type (ARn vs Cycle) a Graph Type (Linear).

3) Nastavte prahovou hodnotu pro kazdy cil na zalozce Options.

4) Prahové hodnoty pro jednotlivé cile jsou uvedeny nize:

Analyt Reporter Threshold value
MTB FAM 5.0e+004
Mykobakterie ROX 5.0e+004
Vnitfni kontrola CY5 5.0e+003
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Poznamka: Pro nastaveni prahové hodnoty je tfeba analyzovat signal FAM, signal ROX a signal

CY5 oddélené.

& 7500 Software v2.0.5 [@E

FileEdit _Instrument Analysis Tools Help

[i] New Experiment » (5 Open.. | Save + [ Close &9 Export.~ &) PrintReport.

Experiment Menu« | Experiment: Untitleg Type: Standard Curve Reagents: TagMan® Reagents ‘ Analysis Seings @)
I Setup Am <[ View Piate Layout | View Well Table |
- Run Plot Settings ’ SelecWelis\it: Gelect tom =g
e = | | | PiotTyne:aRnvs Cycle v/ Graph Type: Linear v/ Color{Target = =
; Linear v L | | [0 showin wells ¥ I [FE view Legend | ‘ B | ] B |
- B & = [ 2 3 [ 5 & 7 8 g M
Ampliﬁcannn Plot pPPLEBREI |
|
A !
Amplification Plot
2500000
Mutticomponent Plot 2250000 g
2000000
1750000
< 1500000 c |
§ Lo , ‘
1000000 i 2 1 1 1 1 1 1 1 1
oo - 0 T T N L LB
Muttiple Plots View 500000
250000 / 2 !
o 3
REEREEEEEEEEEEEEEEERERE
Cycle
- F
.MTB‘»(.NTM |
p—
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ge @ |u [m [ [ [ 8 [ 0 W |
Options.
Target: [WTB_ v Thresnold: [JAuto (50000 | [ Auto Baseline = !_ 1 1 4 1 1 1 / 1 1
i (o T T T O L
Show. [7] Threshold — [] Baseline Start: Well B Target 4 Baseline End: Well B Target 4 |
ave current sefiings as the defaul ] wells: [T] 96 Unknown [£] 0 Standard [1] 0 Negative Contral 0 Empty
& Analysis Summary: Total Wells in Plate: 96 Wells Set Up: 96 Wells Omitted Manually. 0 Wells Flagged: 87 Wells Omitted by Analysis: 0 Samples Used: 0 Targets Used: 3
A Home | (2] 5 Anyplex MTB...nsitivity .eds % | [ 4 Anyplex MTE.nsitivity 2ds % | 5 Untitled x
Disconnected

B 0015182, | @ 2020212V, | @ MorosotPow,, yasezs-1. A%oe ° [EECEENEEEEPR < o o=

Obr. 6. Analysis settings

5) Zvolte moznost Auto Baseline.

6) Kliknéte na tladitko Analyze.
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VYSLEDKY

1. CFX96™ Real-time PCR Detection System (Bio-Rad CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

1.1. Interpretace vysledkt

Vzorek / negativni kontrola Pozitivni kontrola
Fluorofor
Hodnota Vysled Hodnota Vysled
Ct ek Ct ek
<40 Pozitivni (+) <25 Platny
MTB FAM =40 =25
Zaporny (-) Neplat
N/A N/A ny
<38 Pozitivni (+) <25 Platny
Mykobakterie Cal Red 610 = 38 =25
Zaporny (-) Neplat
N/A N/A ny
<35 Pozitivni (+) <25 Platny
Vnitfni
Quasar 670 = 35 =25
kontrol Zaporny (-) Neplat
N/A N/A ny
a
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Quasar 670 FAM Cal Red 610
(10) (MTB) (Mykobakterie)
MTB : Zjisténo
MTB
Mykobakterie : ZjiSténo
Pripad + +
1 Hodnota Ct mykobakterii MTB&NTM
< Hodnota Ct MTB koinfekce
MTB : Zjisténo
Pripad + + - MTB
2 Mykobakterie : Nezjisténo
MTB : Nezjisténo
Pripad - + NTM
3 Mykobakterie : ZjiSténo
MTB : Nezjisténo
Pripad - - Negativn
4 Mykobakterie : Nezjisténo i
MTB : Zjisténo
MTB*
Mykobakterie : ZjiSténo
Pripad + +
5 Hodnota Ct mykobakterii MTB&NTM
< Hodnota Ct MTB koinfekce*
MTB : Zjisténo
Pripad - + - MTB*
6 Mykobakterie : Nezjisténo
MTB : Nezjisténo
Pripad - + NTM*
7 Mykobakterie : Zjisténo
MTB : Nezjisténo
Pripad - - Neplatné
8 Mykobakterie : Nezji§téno =

* PCR reakce byla inhibovana. Vysledek je stale platny.

** \/ ptipadé neplatnych vysledkd vzorkG by nukleova kyselina patogenu, nebyla
detekovatelna, i v pfipadé Ze by byla pfitomna Zpracujte dal$i alikvotni €éast ptvodniho
vzorku a test opakujte. Inhibitory jsou éasto labilni a vzorky plvodné inhibiéni nemusi
byt pfi opakovani inhibovany. Pokud neni k dispozici plvodni vzorek, mize vysledek

PCR zlepsit 10~100nasobné zifedéni templatu nukleové kyseliny v destilované vodé.
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1.2. Testovani klinickych vzorka

Vzorekl
CFX96TMSeegene Viewer
Amplification —
% T L P MTB;}/ ’ /'/./f/
a . ";»"/‘J:" -~ [ ]
& - /// Ry
4= 15 . [ Y
< /
E 0 I/ . :
¢ [k ] ~ i e ]
Cytles .
Fluorofor Hodnota Vyslede
Ct k
FAM 20.81
Cal Red 610 25.84 MTB
Quasar 670 33.60
Vzorek?2
CFX96TMSeegene Viewer
Amplification
an b [ . Mycobacteria 7 r
: Ve Wt
_ @ SR
o/ : I
- e I e
0 0 ) El 0 4
Cycles
Fluorofor Hodnota Vyslede
Ct k
FAM N/A
Cal Red 610 31.33 NTM
Quasar 670 34.38
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2. 7500 Real-time PCR System (Life Technologies)

2.1. Interpretace vysledku

Vzorek / negativni kontrola Pozitivni kontrola
Hodnota Vysled Hodnota Vysled
Ct ek Ct ek
<40 Pozitivni (+) <25 Platny
MTB FAM =40 = 25
Zaporny (-) Neplat
Nedek. Nedek. ny
<38 Pozitivni (+) <25 Platny
Mykobakterie ROX = 38 =25
Zaporny (-) Neplat
Nedek. Nedek. ny
<35 Pozitivni (+) <25 Platny
Vnitfni
CY5 = 35 = 25
kontrol Zaporny (-) Neplat
Nedek. Nedek. N\
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CY5 ROX
(([3) (MTB) (Mykobakterie)
MTB : Zjisténo
MTB
Mykobakterie : Zjisténo
Pripad + +
1 Hodnota Ct mykobakterii MTB&NTM
< Hodnota Ct MTB koinfekce
MTB : Zjisténo
Pripad + + - MTB
2 Mykobakterie : Nezji§téno
MTB : Nezjisténo
Pripad - + NTM
3 Mykobakterie : Zji§téno
MTB : Nezjisténo
Pripad - - Negativn
4 Mykobakterie : Nezji§téno i
MTB : Zjisténo
MTB*
Mykobakterie : Zji§téno
Pripad + +
5 Hodnota Ct mykobakterii MTB&NTM
< Hodnota Ct MTB koinfekce*
MTB : Zjisténo
Pripad - + - MTB*
6 Mykobakterie : Nezjisténo
MTB : Nezjis§téno
Pripad - + NTM*
7 Mykobakterie : ZjiSténo
MTB : Nezjisténo
Pripad - - Neplatné
8 Mykobakterie : Nezji§téno b

* PCR reakce bylainhibovana. Vysledek je stale platny

** V pripadé neplatnych vysledkii vzorkii by nukleova kyselina patogenu, nebyla
detekovatelna i v pfipadé, ze by byla pfritomna. Zpracujte dal$i alikvotni é¢ast plivodniho
vzorku a test opakujte. Inhibitory jsou €asto labilni a vzorky ptivodné inhibiéni nemusi byt
pfi opakovani inhibovany. Pokud neni k dispozici plivodni vzorek, miize vysledek PCR

zlepsSit 10~100nasobné ziedéni templatu nukleové kyseliny v destilované vodé.
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2.2. Testovani klinickych vzorka

Vzorekl
7500 Real-time PCR System SeegeneViewer
Amplification Plot _
2,000,000 /,”7’
1,750,000 MTB = =
1,500,000 / ‘,// "
1,250,000 //

o yAR—
500,000 Mycobacteria .// — '________-__Il_'_
mm: SAAMA3S3S

Fluorofor Hodnota Vyslede
Ct k

FAM 19.66

ROX 25.14 MTB

CY5 40.04

Vzorek?2
7500 Real-time PCR System SeegeneViewer
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00,000 Mycobacteria Wb
400,000 ./
300,000

% 200,000 /

# L —
IC - LT

100,000
50,000.006691
0 9

Cyele

Vyslede

Fluorofor Hodnota
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FAM N/A
ROX 27.14
CY5 28.54

k

NTM
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RESENi PROBLEMU

Anyplex™ MTB/NTM Detekce v realném case

POZOROVANI

Iz

PRAVDEPODOBNE
PRICINY

RESENI

Neni pozorovan

Fluorofory pro analyzu dat

Vyberte spravné fluorofory pro analyzu dat a data

zadny signal nejsou ve shodeé s znovu exportujte. V tomto pfipadé neni tfeba
protokolem opakovat test.
Nespravné nastaveni real- Zkontrolujte teplotni podminky tepelného cykld a
time teplotniho cykleru zopakujte test pfi spravném nastaveni.
Nespravné skladovani nebo Zkontrolujte podminky skladovani (viz strana 11) a
prosla doba pouzitelnosti datum expirace (viz Stitek) testovaci soupravy,
testovaci soupravy a pokud mozno pouzijte novou sadu.

Neni Vysoka koncentrace nukleové [ Nafedte prosim (1/10~1/100) templatovou nukleovou

pOZOroV4N kyseliny patogenu kyselinu pomoci RNase-free Water a opakujte test s

signal interni

nafedénou nukleovou kyselinou.

Pritomnost inhibitoru

Naredte prosim (1/10~1/100) templatovou nukleovou

kontroly kyselinu pomoci RNase-free Water a zopakujte test s
nafedénou nukleovou kyselinou.
Zdanlivé Kontaminace Dekontaminujte  vS8echny povrchy a nastroje
falesné chlornanem sodnym a etanolem. Po celou dobu
o postupu pouzivejte pouze Spicky s filtrem a mezi
pozitivni

nebo signaly
cile

pozorované u

jednotlivymi zkumavkami $pi¢ky vyménujte. Cely
postup opakujte od izolace nukleovych kyselin s
novou sadou reagencii.

negativni

kontroly

Zdanlivé Chyba pfi odbéru vzorku Zkontrolujte prosim zpusob odbéru vzorku a

falesnd odeberte jej znovu jej.

negativni Nespravné skladovani vzorku | Zkontrolujte podminky teplotniho cyklu a zopakuijte
L test pfi spravném nastaveni.

signal nebo

zadny signal
pozorovany u
pozitivni

kontroly

Chyba pfi izolaci nukleové
kyseliny.

Zkontrolujte postup izolace nukleovych kyselin
a koncentrace nukleové kyseliny. 1zolujte nukleovou
kyselinu znovu.

Chyba pfi pfidavani nukleové
kyseliny do pfisluSnych
zkumavek PCR

Zkontrolujte  ¢gisla  vzorkd ve  zkumavkach
obsahujicich nukleovou kyselinu a ujistéte se, ze jste
pfidali nukleovou kyselinu do spravnych zkumavek
pro PCR. Pokud je to nutné, test opakujte

Nespravna smés PCR

Zkontrolujte, zda jsou do smeési PCR pfidany
vSechny slozky. (Citlivost je snizena pfi pouziti
prfedem pfipravené smési,) VSechny reagencie musi
byt pfed pouzitim homogenizovat a stoceny.
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Pfitomnost inhibitoru

Naredte prosim templat nukleové kyseliny
(1/10~1/100) RNase free water a zopakujte test s
nafedénou nukleovou kyselinou.
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UCINNOST

1. Specificita

Vysoka specifita Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) je zajisténa oligy
navrzenymi specificky pro cilové objekty za stanovenych reak&nich podminek. Souprava
Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) byla testovana z hlediska kfizové reaktivity 49

riznych patogent a PCR amplifikace a detekce byla identifikovana pouze u uréenych cill.

Organism
us

vysledek
testut

Analyt

MTB Mykobakterie

Mycobacterium tuberculosis Korejska izolace + +
Mycobacterium abscessus ATCC 19977D-5 +
Mycobacterium avium (Chester) ATCC 700735 +
Mycobacterium asiaticum KCTC 9503 +
Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291 +
Mycobacterium bovis BCG Korejska izolace + +
Mycobacterium chelonae KCTC 9505 +
Mycobacterium fallax KCTC 9508 +
Mycobacterium fortuitum KCTC 1122 +
Mycobacterium inracellulare KCTC 9514 +
Mycobacterium kansasii KCTC 9515 +
Mycobacterium neoaurum KCTC 19096 +
Mycobacterium paraseoulense KCTC 19145 +
Mycobacterium phlei KCTC 9087 +
Mycobacterium seoulense KCTC 19146 +
Mycobacterium smegmatis KCTC 9108 +
Mycobacterium szulgai KCTC 9520 +
Mycobacterium terrae KCTC 9614 +
Mycobacterium gordonae KCTC 9513 +
Mycobacterium vaccae KCTC 19087 +
Mycobacterium mucogenicum KCTC 19088 +
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Organism
us

Vysledek
testut

Analyt

Mykobakterie

Nocardia asteroides KCTC 9956 + -
Nocardia brasiliensis KCTC 9136 + -
Nocardia farcinica KCTC 9958 + -
Nocardia otitidiscaviarum KCTC 9960 + -
Corynebacterium aquaticum KCTC 9098 + -
Corynebacterium diphtheriae KCTC 3075 + -
Corynebacterium flavescens KCTC 3414 + -
Corynebacterium glutamicum KCTC 1854 + -
Rhodococcus equi KCTC 1298 + -
Gordonia bronchialis KCTC 3076 + -
Gordonia sputi KCTC 3436 + -
Gordonia rubripertincta ATCC 27864 + -
Streptococcus pneumoniae KCTC 3932 + -
Staphylococcus aureus KCCM 40881 + -
Haemophilus parainfluenzae KCTC 5485 + -
Bordetella pertussis ATCC BAA-589D + -
Mycoplasma pneumoniae ATCC 29342 + -
Pseudomonas aeruginosa KCTC 1636 + -
Haemophilus ducreyi ATCC 700724D-5 + -
Candida albicans ATCC 10231D-5 + -
Rothia dentocariosa KCTC 19319 + -
Dietzia sp. KCTC 19232 + -
Arthrobacter oxydans KCTC 3383 + -
Enterococcus faecalis KCTC 2011 + -
Enterococcus faecium KCTC 2022 + -
Parvopolyspora pallida KCTC 9188 + -
Lidska gDNA Biochain D1234275 + -

TPro prokazani reprodukovatelnosti vysledkd byl test tfikrat opakovan.
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2. Citlivost

Ke stanoveni citlivosti Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) byl test proveden s
genomovou DNA v koncentracich od 10* do 10° kopii/reakci. Mez detekce pro MTB a
mykobakterie byla 100 kopii/reakci. AvSak v pfipadé vzorku MTB, ktery ma vicenasobny pocet
kopii 1IS6110, Ize cil MTB detekce AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) detekovat

az do 10 kopii/reakci.

3. Reprodukovatelnost

Testy reprodukovatelnosti byly provedeny v péti rliznych ¢asech v rozmezi péti dnu tfemi
riznymi experimentatory. Ve vSech testech byly ziskany stejné vysledky. Reprodukovatelnost

testu Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) tak bylo prokazana.

4. Interference

Tento test byl proveden s pouzitim interferujicich latek slozenych z 8 latek s cilem potvrdit
ucinnost AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) v pfitomnosti potencialnich
interferujicich latek. Pfidani latek nemélo zadny vliv na vysledek: nespecificka detekce nebo
inhibice amplifikace cile. Na zakladé vysledkl bylo zjisténo, Ze 8 interferujicich latek nema
zadny vliv na AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V2.0).

Interferujici Koncentrace

1 Mucin (hovézi podcelistni Zlaza, typ 1-S) 60 pg/ml

2 Mupirocin (antibiotikum, nosni mast) 6,6 mg/ml

3 Tobramycin (antibakterialni, systémovy) 4,0 yg/ml

4 Oxymetazolin (Afrin nosni sprej) 15%
(VvIv)

5 Zanamivir (antivirotikum - chfipka) 3,3 mg/ml

6 Oseltamivir (antivirotikum - Tamiflu) 25 mg/ml

7 Isoniazid 50 pg/ml

8 Rifampicin 25 ug/ml
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VYZNAM SYMBOLU

Vyznam symbolU pouzitych v Navodu k pouziti a na Stitcich produktu.

Symbol Vyznam

Prostifedek pro zdravotnickou diagnostiku In vitro
LOT Cislo 3arze
REF Katalogové &islo
g Datum spotieby
/i/ Horni teplotni limit
PRIMER Smés oligonukleotidll pro amplifikaci a detekci
PREMIX PCR Master Mix nebo Detection Mix
WATER RNase-free Water
Pozitivni kontrola (PC)

DNA | ES Roztok pro izolaci DNA

Viz navod k pouziti

Vyrobce

EE =

Datum vyroby

EC |REP Autorizovany zastupce v Evropském spoleéenstvi

Upozornéni

<>

Obsahuje dostateéné mnozstvi pro <n> testu

UDI Jedineény identifikator zafizeni

rxns Carovy kod reakce zafizeni pro automatickou izolaci
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INFORMACE PRO OBJEDNANI

Kat.€. Produkt Veli
kost

Rada Anyplex™ TB

TB7200Y AnyplexTM MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) 50 reakci
TB7200X Anyplex™ MTB/NTM Real-time Detection (V2.0) 100 reakci*
TB7202Y AnyplexTM MTB/NTMe Real-time Detection 50 reakci
TB7202X AnyplexTM MTB/NTMe Real-time Detection 100 reakci*
TB7203Y AnyplexTM MTB/NTM Combi 50 reakci
TB7203X AnyplexTM MTB/NTM Combi 100 reakci*

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

Rada Allplex™ TB

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

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

Anyplex™ |l fada TB

TB7500Y AnyplexTM MTB/MDR/XDR Il Detection 50 reakci
TB7301Y AnyplexTM MTB/MDR Il Detection 50 reakci
TB7302Y AnyplexTM MTB/XDR Il Detection 50 reakci

Rada Seeplex® TB

TB2110Y Seeplex® MTB Nested ACE Detection (V2.3) 50 reakci
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Zarizeni pro automatickou izolaci

65415-02 Microlab NIMBUS IVD EA
173000-075 Microlab STARIet IVD EA
65415-03 Seegene NIMBUS EA
67930-03 Seegene STARIlet EA
744300.4.UC384 STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit 384T / 1box
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