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In vitro diagnosticky zdravotnicky prosti edek
podle EU smérnice 98/79/EC

1. Doporuéené poufziti

VisionArray MYCO PreCise Master Mix 2.0 je uréen k amplifikaci a
biotinylaci specifickych &asti ITS a v pFipadé komplexu M. tuberculosis
oblasti 1IS6110 i oblasti SR4 (Zozaya-Valdés et al 2017) mykobakteridlnich
genomU polymerdzovou Fetézovou reakci (PCR) za pouziti vzorki DNA
extrahovanych napf z klinickych vzork(, plicnich n&téri nebo z
kultivovanych vzork.

VisionArray MYCO PreCise Master Mix 2.0 je navrzen tak, aby amplifikoval
mykobakterie, véetné téch, které jsou detekovany odpovidajicimi
VisionArray MYCO Chips a, pokud jsou pfiitomny ve vzorku DNA,
genomovych sekvenci lidského genu HLA-DQAT jako pozitivni kontroly
PCR.

VisionArray MYCO PreCise Master Mix 2.0 musi byt pouzit s VisionArray
Detection Kit a odpovidajicimi VisionArray MYCO Chips. Automatizované
analyza musi byt provedena pomoci bali¢ku VisionArray Software.

Tento produkt je uréen pro diagnostické pouziti in vitro (podle smérnice EU
98/79 / ES). Interpretace vysledkd musi byt provedena v kontextu klinické
anamnézy pacienta s ohledem na dal$i klinické a patologické Udaje o
pacientovi kvalifikovanym patologem.

2.  Klinicky vyznam

Viz pokyny pro pouZiti pf islu§ného &ipu.

3.  Princip testu

Pomoci polymerdzové ¥ etézové reakce (PCR) Ize selektivné amplifikovat
sekvence DNA. Z&kladni princip PCR je zaloZen na opakujicim se kruhu 3
krokd: denaturace, annealing a elongace. Opakovani téchto krokl vede
k exponencidlnimu zesileni cilovych sekvenci.

Prvnim krokem kazdého cyklu je denaturace, kdy zaht éti reakéni smési
vede k jednoduchym F etézcdm DNA. Béhem Zihdni se komplementarni
primery vézi na jednovldknovou DNA.
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Primery lemuiji cilovou sekvenci a slouZi jako vychozi bod pro integraci
nukleotidd b&éhem faze elongace a vytvdF eji identické kopie templatové
DNA. Primery pouzité v této soupravé jsou ozna¢eny molekulou biotinu.
Proto je kazdy novy produkt PCR automaticky biotinylovan, coZ pozdéij
umoZiuje detekei protilatek.

Aby se zabrdnilo kontaminaci produkty amplifikace PCR, jsou uracilové
nukleotidy zahrnuty do VisionArray MYCO PreCise Master Mix 2.0.
Provedenim kroku Uracil-DNA-glykosyldza pfed PCR mohou byt
odstranény viechny sekvence, které obsahuii bdze uracilu, a tudiz mozné
kontaminace produkty PCR z pf edchozich PCR VisionArray. Uracil-DNA-
glykosyldza je inaktivovéna pf i teplotach nad 95 ° C, takze PCR reakce
mUze byt provedena jako obvykle.

4. Dodané reagencie
VisionArray MYCO PreCise Master Mix 2.0 se skladd z:

VisionArray MYCO Primer
Tag DNA Polymerdza
Uracil-DNA Glycosyldza
H,O

MgCl,

PCR-pufr

dNTP/dUTP roztok

VisionArray MYCO PreCise Master Mix 2.0 je k dispozici v jedné velikosti:
. ES-0008-50: 0.75 ml (50 reakci po 15 ul )

5. PoZadovany material, ktery neni sou&asti

Reagencie:

e HyO (PCR-stuperi)

e VisionArray Detection Kit (VK-0003)

Dopliujici p¥ isludenstvi:

PCR zkumavky

Termocykler

Pipety

VisionArray MYCO Chip 2.0 (VA-0005)
VisionArray SingleScan Software (E-4301) nebo
VisionArray MultiScan Software (E-4302)

6. Skladovani a zachézenf

VisionArray MYCO PreCise Master Mix 2.0 musi byt skladovan p¥i -16 -
22 ° C ve svislé poloze. PFi dodrzeni téchto podminek skladovani bude
produkt fungovat, aniz by doslo ke zirdté vykonu, minimdlné do data
exspirace uvedeného na titku.

Minimalizujte poéet cyklt zmrazeni a rozmrazeni na maximélné 10 cykld
ukladdanim do pracovnich alikvotii. Po otevt eni lahvi¢ky pouZijte zaf izeni
do 6 mésici.

Casové obdobi produktu PCR pFi pokojové teploté by mélo byt co
nejkratdi.

7. Varovéni a bezpe&nostni opatt eni

* PF¥ ed pouzitim si pf e¢téte ndvod k pouziti!

* Nepouzivejte &inidla po uplynuti doby expirace!

* Vyvarujte se jakékoli ki izové a mikrobakteridIni kontaminace reagenci.
* Nikdy nepipetuijte roztok Usty!

* Pro profesiondlni uzivatele je na vyzaddani k dispozici bezpeénostni list.
Aby se zabrénilo kontaminaci, je nutné oddéleni pracovnich krok s DNA
a bez DNA, a poutziti &istych lavi¢ek pro pf ipravu hlavni smési PCR.
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8. Omezeni

. Pro /n vitro diagnostické pouziti.
. Pouze pro profesiondlni pouziti.
. Interpretace vysledkl musi byt provedena v kontextu klinické

anamnézy pacienta s ohledem na dal$i klinické a patologické Udaje
kvalifikovanym patologem.

. Je dulezité pouzivat uvedend mnoistvi slozek, aby nedodlo k
naruseni reakéniho procesu.

. Opakované rozmrazovéni a zmrazovani vzorki DNA miize vést ke
zhor3eni detekéni reakce.

9. Interferujici latky

. Nizkd G&innost PCR v dasledku inhibice PCR v surové DNA (napf . v
krvi).

. Vysoké koncentrace EDTA v eluénich pufrech DNA mohou vést k
inhibici PCR. PouZivejte pouze doporué¢ené mnozstvi DNA.

10. PF¥iprava pro zachdzeni se vzorky

DNA vzorky extrahované napt . z klinickych vzorkd, plicnich natérd nebo
kultivované vzorky mohou byt pouzity jako vstupni material pro
mykobakterialni genotypizaci.

Po extrakci je nutné méF it koncentraci DNA, aby se zkontrolovala kvalita
a mnozstvi DNA. Kazdy vzorek by mé| mit koncentraci DNA alespori 15 ng
/ ul's vysokym stupném ¢istoty (260/280: ~ 1,8).

Béhem extrakce se vyhnéte kontaminaci DNA. P¥i pouziti mikrotomu by
tkdfové i ezy mély byt po  ezdni ihned umistény do reakéni zkumavky.
Cepel mikrotomu by méla byt vyménéna mezi riiznymi vzorky tkéné. Totéz
plati pro jiz fixované vzorky tkdné namontované na sklenéné podlozni
sklitka. Skrabka by méla byt mezi riznymi vzorky vyménéna.

11. Pi#iprava pro zachézeni s pf islu§enstvim

Jako prvni krok uréete mnoZstvi pozadovanych PCR (n), které vychdzi z
mnozstvi vzorkd DNA plus negativni kontroly (reakéni smés bez templdtu
DNA).

Schéma pipetovani:
Cislo | Reagencie 1x (finélni | nx
konc.)
1 VisionArray MYCQO PreCise | 15 ul
Master Mix 2.0
2 Vzorek DNA 2.5-5pul
3 H,0 od 25 gl
Celkovy objem 25 ul

e Alikvotujte VisionArray MYCO PreCise Master Mix 2.0 do lahvigek pro
PCR bez DNA / DNdzy.

e Pipetujte vzorek DNA do Master Mix (€. 2 v pipetovacim schématu). Pro
negativni kontrolu pf idejte 10 ul vody bez DNA / DNézy.

e Je-li o nutné, pfidejte vodu, abyste dosdhli koneéného reakéniho
objemu 25 ul (& 3 v pipetovacim schématu).

e Pfeneste vzorky do pf edehf 4tého a kalibrovaného termocykleru.

12. Postup analyzy

Protokol amplifikace popsany v této pfiruéce byl vytvoien v 0,2 ml
lahvi¢kdch PCR pomoci Master Mix na systému Biometra TProfessional
Thermocycler. V pf ipadé pott eby je mozné provést Upravy podle vyrobce,
jsou-li pouzity jiné termocykly. Proto je nutné tento protokol pf ed pouZitim
otestovat na kompatibilitu. PouZity termocykler musi byt kalibrovén podle
pokyni vyrobce.
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Teplotni profil:
Cas Teplota Opakovéni Krok
10 min 25°C o Inkubace UrCfciI-DNA
Glykosyldzou
Aktivace HotStart Tag
. o olymerdzy,
10 min 95°C X1 Deokﬁva)cl:e urcc)iII-DNA
glykosylézy
20s 95°C 35 Denaturace
90s 60°C Annealing a Elongace
60s 95°C x1 Denaturace
0 10°C x1

Ramping time: A 5°C/s

Tepelny profil je optimalizovdn pro ¢&inidla doporuéend v této pf iruéce.
Zmény chemického slozeni nebo nastaveni musi uzivatel pf ed pouZitim
oVvérF it.

Po dokonéeni PCR by méla byt reakéni lahvi¢ka uloZena na

-16°C -22°C.

13. Interpretace vysledkd

VisionArray MYCO PreCise Master Mix 2.0 je doporu¢ovéno pouiit s
VisionArray MYCO Chip a VisionArray Detection Kit. Interpretace vysledkd
musi byt provedena pomoci pt islusného VisionArray Software.

14. Doporu&ené postupy kontroly kvality

Za G&elem sledovani spravného vykonu zpracovanych vzorkd a testovacich
reagencii by ke kazdému testu mély byt pfiloZzeny externi validované
pozitivni a negativni kontrolni vzorky. Pokud interni a / nebo externi
kontroly neprokazuiji vhodné zbarveni, musi byt vysledky se vzorky pacientd
povazovdany za neplatné.

Kontrolu PCR a amplifikatl lze poté provést separaci v elekiroforéze na
agarézovém gelu. Délka fragmentu mykobakteridlnich druhi je 212 - 314
bp pro &asti oblasti ITS a 122 bp pro oblast IS6110 komplexu M.
tuberculosis. Pozitivni kontrola vykazuje band 227 bp.

Kvili podminkam PCR, které upf ednostriuji jednovldknové produkty,
nejsou jasné ohrani¢ené pdsy pfitomny v kazdém testu. Uspésnd
hybridizace ¢ipd je viak stdle moznd. Daldi podrobnosti najdete v &asti
i eeni problém.

15. Charakteristika provedent
Viz vykonové charakteristiky pf islu§nych VisionArray MYCO Chip.

16. Likvidace

Likvidace ¢inidel musi byt provadéna v souladu s mistnimi pf edpisy.

17. Reseni probléma

Jakékoli odchylka od névodu k pouZiti mize vést ke zhor§eni detekéni
reakce cilové sekvence.

Problém Mo#né pf i¢ina Regenf

Chybéjici nebo | Expirovand nebo Zkontrolujte PCR reagencie a
maly produkt degenerované reakéni | program termélniho cykléru.
amplifikace ¢inidla PCR; $patny

program termocykleru.

Ulozte DNA na

-16 -20 ° C; vyhnout se
opakovanému rozmrazovéni
a zmrazovdni; pouzit
alternativni extrakéni
protokol.

Degradovand
templatova DNA;
nizky vyté zek DNA.

Inhibitory PCR v reakéni | Pouzijte alternativni extrakéni
smési. protokol.

PCR amplifikaty | Kontaminace reagencii | PouZijte Eerstvé reagencie;
v negativni béhem pt ipravy vzorku | zamezte kontaminaci vzorka.
kontrole. nebo v nastaveni PCR.
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Nasi odbornici jsou k dispozici pro zodpovézeni vasich otdzek.
Prosim kontaktujte helptech@zytovision.com

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven/ Germany
Phone: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

Email: info@zytovision.com

Ochranné znédmka:
VisionArray® je pod ochrannou zndmkou
ZytoVision GmbH
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