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c € EliGene® Influenza A/B/pandemic LC

REF 90058-LC (pro 50 stanoveni)

SloZeni soupravy: Skladovadni a doba pouzZitelnosti:

5x 150 pl InfA/HIN1 LC Mix
5 x 150 pl InfB LC Mix

2 x 55 pl Enzyme Mix

1 x 260 pl ICRNA

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

2 x 50 pl PC Influenza
Navod k pouziti

Ucel pousiti
EliGene” Influenza A/B/pandemic LC kit je uréen pro detekci RNA chfipkovych virdi A a B spolu s pandemickym
podtypem A/H1N1.

Princip metody

Diagnosticka souprava je zaloZena na reverzni transkripci s gPCR v jedné zkumavce. Vtomto kitu jsou
pro detekci chripky A (H3N2, HIN1, H5N1), chfipky B a interni kontroly pouZity primery a fluorescencné
znacené sondy (FAM, HEX a Cy5).

Obecny uvod

Chripka je infekéni onemocnéni ptakd a savcl zplsobené RNA viry z ¢eledi Orthomyxoviridae, chtipkovymi viry.
Nejcastéjsimi ptiznaky jsou zimnice, horecka, ryma, bolest v krku, bolesti svall, bolesti hlavy, kasel, slabost.
Ptiblizné 33 % lidi, ktefi onemocni chfipkou, jsou asymptomaticti. Chfipka miZe obcas vést k zapalu plic, a to
bud’ pfimo virovou pneumonii, nebo sekundarnim bakteridlnim zapalem plic. Chfipka se obvykle prenasi
vzduchem prostrednictvim kasle nebo kychanim, kdy vznikajici aerosoly obsahuji virus. Chfipka mlze byt také
prendsena primym kontaktem s ptac¢im trusem, nosnim sekretem nebo prostfednictvim kontaktu s
kontaminovanymi povrchy. Virus chfipky mlZe byt inaktivovan slunec¢nim zafenim a dezinfekénimi prostredky.
Casto se objevuji nové kmeny viru chfipky vzniklé bud' pfenosem existujiciho viru chfipky z jiného Zivo¢i$ného
druhu na clovéka, nebo pokud existujici lidsky kmen ziska nové geny z viru infikujiciho ptaky nebo prasata. Ptaci
kmen nazyvany H5N1 vyvolal znepokojeni z nové pandemie chfipky poté, co se objevil v Asii v devadesatych
letech minulého stoleti. Nerozvinul se vSak do podoby, kterd se snadno prendsi mezi lidmi. V dubnu 2009 se
objevil novy kmen chfipky, ktery kombinoval geny z lidské, praseci a ptaci chfipky. Zpocatku byl oznacovan jako
tzv. "praseéi chtipka" a je také znamy jako chfipka A/H1N1. Chfipka B témér vyhradné infikuje lidi a je méné
Casta nez chripka A. Tento typ chripky mutuje 2-3 krat pomaleji nez typ A.
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Odbér vzorku, zpracovadni a uchovdvdni

Klinicky material: Doporucena izolace NK:
Stéry (nosohltan, bukalni), Manualni: EliGene® Viral RNA/DNA FAST Isolation Kit (15min protokol)
sliny, sputum, mo¢ Chemagic Viral DNA/RNA kit (chemagen-PerkinElmer)

QlAamp DSP Virus Spin Kit nebo kity dle doporuceni Qiagen
Sérum, plasma chemagenic Viral DNA/RNA kit (chemagen-PerkinElmer)

QlAamp DSP Virus Spin Kit nebo kity dle doporuceni Qiagen

Automaticka: ZEPHYRUS Magneto automat (ELISABETH PHARMACON)
Magneto BodyFluid DNA/RNA Izolaéni kit
Chemagic 360 izola¢ni automat (chemagen-PerkinElmer)
Chemagic Viral DNA/RNA kit
Chemagic Viral NA/gDNA kit
QlAcube izolaéni automat

kity dle doporuceni Qiagen

RNA se doporuéuje eluovat do vody pro molekularni biologii. V dusledku sloZeni eluénich pufrii nékterych
vyrobci muzZe dojit k inhibici PCR reakce eluénim pufrem. Eluéni pufr izolaéni soupravy EliGene Viral
RNA/DNA FAST Isolation Ize pouZit bez obav z inhibice PCR, stejné jako s eluénimi pufry izolaénich souprav
doporuéenych vyse. Pokud chcete pouiZit izolaéni soupravy od jinych vyrobci, musi byt k izolaci RNA pfidana
interni kontrolni amplifikace (RNA) obsaZena v této soupravé, aby bylo jisté, Ze je vyloucena inhibice elu¢nim
pufrem.

Sérum nebo plasma:
Podle standardniho postupu odeberte vzorek séra nebo plazmy do sterilnich zkumavek.

Doporucujeme pouzit objem 200 pl séra nebo plazmy a eluéni objem 50 pl vody PCR. Pfed izolaci musi byt ke
200 pl vzorku pridan lyzaéni roztok a poté 5 pl interni kontroly RNA (IC RNA).

Stéry:

Uvedené vzorky odebirejte dle standardniho protokolu do odbérovych zkumavek.
Doporucené odbérové tampony:

FLOQSwabs (Copan) — suché stéry nebo do UTM — (Universal Transport Medium, Copan)

Darcon swap — suché stéry nebo do transportniho média pro viry MicroTest™ MA4RT nebo MicroTest™ M6
(Termo Scientific)

Jiné obérové sady na bazi polymerovych materiall — suché nebo s transportnim médiem for viry.

NepouZivejte bavinéné tampony z divodu mozZné inhibice PCR reakce.

Vzorky by mély byt prepravovany do laboratore pti 4 ° C (modry led). Jsou stabilni minimalné 72 hodin od
odbéru vzorkd pfi 4 ° C. V pripadé, Ze nemate moZnost transportovat suché vytéry do laboratore pfi 4 ° C, je
tfeba prepravovat suché vytéry pti pokojové teploté do Sesti hodin.
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Pro delsi skladovani vzork( nez 72 hodin zmrazte vzorek na -20 ° C.

Suché tampony by mély byt ponoreny do lyzacniho pufru podle ndvodu k pouziti pouzité izolacni soupravy. Po
odstranéni tampdnu musi byt pfidano 5 pl interni kontroly RNA (IC RNA) do 200 ul vzorku pouzitého pro
izolaci RNA.

V pfipadé odbéru vzorkl do transportniho média by mélo byt pro izolaci RNA pouZito 200 pl nebo mnoistvi
doporucené v navodu k pouziti pouZité izolacni soupravy. Po pfidani lyzacniho pufru musi byt do 200 pl
vzorku pouzitého k izolaci RNA pfidano 5 pul RNA interni kontroly (IC RNA).

Nezbytné vybaveni pro laborator

° Automatické pipety 1-1000 ul a sterilni $picky s filtrem prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz (doporucujeme
plast pro diagnostické tcely s certifikatem CE).

° Sterilni plast (stripy, desti¢ky, zkumavky) bez DN4z a RNaz vhodny pro dany Real-Time PCR pfistroj.
° Sterilni stojanek prosty DNA/RNA a DNaz a RN4az.

e  Zafizeni pro Real Time PCR — souprava je optimalizovdna pro pfistroje LightCycler® 480, QuantStudio 5
Real-Time PCR Systems (ThermoFisher Scientific), Rotor-Gene Q (Qiagen) a CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad). RT-gPCR vyuZivad detekci pomoci TagMan technologie (FAM a HEX znacené
sondy) a mlZe byt pouZita i na dalSich termocyklérech umoznujicich detekci v téchto kanalech.

° Laboratorni ochranné rukavice.

Konfigurace RealTime PCR pristroje
° Pro detekci chripky A a B je pouZita sonda znacena FAM barvou (exc. 494 nm —em. 518 nm)
° Pro detekci chfipky A/HIN1 je pouZita sonda znacena Cy5 barvou (exc. 618 nm —em. 660 nm)

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

LightCycler® 480 (Roche):

Pfed pouzitim EliGene® Influenza A/B/pandemic LC kitu je nezbytné provést spektralni kalibraci pomoci
EliGene LC Spectral Calibration Kit 2 (Cat. No. 90099-SC2)! Jakmile byla spektralni kalibrace jednou
provedena, je platna az do modernizace pristroje nebo pokud dojde k vyméné optiky.

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

V okné “Detection format” zvolte “ 3 Color Hydrolysis probe”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step 1 - Analysis mode “None”, 1 Cycle

55°C 15 min Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”

Step 2 - Analysis mode “None”, 1 Cycle

95°C 2 min Ramp rate (4.4°C/s)
Step 2 - Analysis mode “Quantification”, 45 Cycles

95°C 5s Ramp rate (4.4°C/s)
55°C 15s Ramp rate (2.2°C/s)
67°C 15s Ramp rate (4.4°C/s)

Acquisition mode “None”

Acquisition mode “None”
Acquisition mode “Single”

Acquisition mode “None”

Step 3 - Analysis mode “None”, 1 Cycle

40°C 20s Ramp rate (2.2°C/s) Acquisition mode “None”
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Kompletni teplotni profil mize byt také nahrdn z Run Template “EliGene_INFLUENZA_LC_LC480_v02.ixo0".

Run Template mlze byt importovan do softwaru v menu “Navigator” kliknutim na ikonu “Import” z CD
priloZzeného v kitu.

Real-Time PCR Systém QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific):

Vyberte moznosti Experiment type,”Presence/Absence”, Chemistry “TagMan Probes” a Run Mode “Standard”.
Jako detekované barvy zvolte FAM (InfA, InfB), VIC (IC RNA), Cy5 (InfA H5N1). NepouZivejte barvu ROX jako
pasivni referenci!

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci fdze (Holding stage)

55°C 15 min Ramp rate (1.6°C/s)

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C  2min Ramp rate (1.6°C/s)

Cyklovaci fdze (Cycling stage) — 45 cykli

95°C 55 Ramp rate (1.6°C/s)

55°C 15s Ramp rate (1.6°C/s) Data collection ON
67°C 155 Ramp rate (1.6°C/s)

Post-Read Stage

40°C  20s Ramp rate (1.6°C/s)

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

Kompletni teplotni profil mdze byt nahran jako Run Template “EliGene_INFLUENZA_LC_QS3_v00.edt” nebo
“EliGene_INFLUENZA_LC_QS5_v00.edt.edt”. Run Template muze byt zkopirovan z CD pfiloZzeného v kitu.

Rotor-Gene Q (Qiagen):

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

Vyberte ptislusny typ rotoru “Rotor Type” a kliknéte na tlacitko “Next”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

55°C 15 min

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 2 min

Cyklovaci fdze (Cycling stage) — 45 cykli

95°C 5s

55°C 15s Odecet signalu v kandlech (Acquiring in channels) “Green”, “Yellow” a “Red”

67°C 15s

UdrZovaci faze (Holding stage)

40°C 20s

Pro mozZnost “Gain Optimization” vyberte moznost "Automatic gain optimization before first acquisition".
Kompletni teplotni profil mGze byt nahran jako Run Template “EliGene_INFLUENZA LC_Q-GENE_v00.ret”.

Run Template mGze byt zkopirovan z CD priloZzeného v kitu.
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CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad):

V Uvodni moZnosti “Startup Wizard Create” zalozte novy “New Experiment” a vytvorte novy protokol “Create
New Protocol”.
Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step1l 55°C 15 min

Step2 95°C 2 min

Step3 95°C 5s

Step4 55°C 15 s + Plate Read
Step5 67°C 15s

Step 6 GOTO Step 3 44x

Step7 40°C 20s

Doplrite “Sample Volume” na 20pl.
Sbér dat emisniho signdlu je v kroku Step 4 pfi 55 °C.

Pro nastaveni filtrd pouzijte v ,,Scan Mode” vSechny kanaly, ale v ,,Plate Manager” nastaveni pro vzorky vyberte
pouze fluorofory FAM, HEX a Cy5. Oznacte pozice s umisténymi vzorky s ¢tenim v FAM, HEX a Cy5 kanalech jako
,Unknown“ vzorky, pfipadné ,Standard”.

Kompletni teplotni profil mize byt nahran jako Run Template "EliGene_INFLUENZA_LC_CFX_v00.prcl".

Real-Time PCR system iCycler iQ5 (Bio-Rad)
V okné “Protocol” zvolte “Create New“a nastavte nasledujici teplotni profil:
Cycle 1 - 1 Repeat

55°C 15 min
Cycle 2 - 1 Repeat

95°C 2 min
Cycle 4 — 45 Repeats

95°C 15s
55°C 15s Acquisition of data “Real Time“
67°C 15s

Cycle 4 - 1 Repeat
40° C 1 min

V okné “Plate” zvolte moznost “Create New” a poté zvolte nabidku “Select/Add Fluorophores” a zvolte barvy
FAM, HEX a Cy5. Poté zadejte jednotlivé vzorky a spustte béh.

Priprava reagencii
° Pro zamezeni kontaminace udrzujte vsechny zkumavky zavirené a postupujte dle instrukci.

° Pred pouzitim musi byt vSechny reagencie zcela rozmraZzené, kratce promichané na vortexu a kratce
stocené.

° 5 ulinterni kontroly RNA (IC RNA) pridavejte az po pridani lyzacniho roztoku do vzorku.

V zadném pripadé nepridavejte interni kontrolu k vyizolované RNA az tésné pred PCR analyzou!
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° Pfi pouziti pfistroje iCycler iQ5 firmy Bio-Rad je nezbytné pro sprdvné vyhodnoceni dat pfidat do
InfA/HIN1 LC Mixu a InfB LC Mixu standard fluoresceinu o vysledné koncentraci 10 nM. Je moZzné poufZit
100x EliFluorescein Standard, kdy do zkumavky s InfA/HIN1 a InfB mixem pridate 2 ul 100x EliFluorescein
Standardu.

VAROVANI: Je také moind kontaminace v laboratornim prostoru. PouZivejte samostatnou pipetu pro Master
Mixy, samostatnou pipetu pro pozitivni kontroly a samostatnou pipetu pro vzorky! Dodrzujte vSechna
doporuceni pro laboratofe provadéjici analyzy RNA.

Priprava reakéniho mixu

1. Vezméte zkumavky oznacené InfA/HIN1 a InfB Mix a zkumavku Enzyme Mix a rozmrazte je pfi
pokojové teploté. lhned po rozmrazeni kratce odstfedte v centrifuze. Pfipravte InfA/HIN1 a InfB
Master Mix smichanim 14 ul InfA/HIN1 Mixu a 14 pl InfB Mixu s 1 pul Enzyme Mixu na reakci a kratce
odstredte.

2. Detekce: Ptidejte 15 pl InfA/HIN1 a InfB Master Mixu do amplifikacnich zkumavek nebo destic¢ek a
pfidejte 5 pl izolovaného vzorku RNA. Pfi pipetovani vzorku budte opatrni, abyste zabranili kfizové
kontaminaci vzorkd. Pripraveny Master Mix by mél byt pouzit do 30 minut a nelze jej znovu pouZit.
Pfipraveny Master Mix nemrazte.

3. Pozitivni kontrola: Napipetujte 15 ul InfA/HIN1 a InfB Master Mixu samostatné do amplifikacni
zkumavky nebo desticky. Poté pfidejte 5 pl PC Influenza. Pfi pipetovani pozitivni kontroly budte
opatrni, abyste zabranili kontaminaci vzorkd. K pipetovani pozitivnich kontrol pouzijte mikropipetu
urcenou pouze pro pipetovani pozitivnich kontrol.

Vlozte mikrozkumavky nebo desti¢ku do Real-Time PCR pfistroje a spustte program dle kapitoly Konfigurace
RealTime PCR pfistroje vyse.

Odecet vysledkii

LightCycler® 480 (Roche):

V nabidce “Sample Editor” zvolte moznost “Abs Quant”.

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

V okné “Analysis” klikn&te na ikonu “Color Comp” a zvolte kalibraci pro EliGene® Influenza A/B/pandemic LC kit.
Analyzujte vysledky kliknutim na ikonu “Calculate”.

Pozitivni vysledek na Chtipku A: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narGstem signalu
ve FAM kanalu (465-510) InfA/H1IN1 LC Mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek na Chfipku A/H1N1: Pozitivni vysledek je charakterizovdn amplifikaci spojenou s nérlistem
signalu v Cy5 kanalu (618-660) InfA/H1IN1 LC Mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek na Chripku B: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nartstem signalu
ve FAM kandlu (465-510) InfB LC mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola (IC RNA) musi byt vidy amplifikovdna v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovana
amplifikaci spojenou s ndrdstem signalu v HEX kanalu (533-580) u InfA/H1N1 a InfB LC Mixu.

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

kanalu.
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Real-Time PCR Systém QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific):

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

Pozitivni vysledek na Chtipku A: Pozitivni vysledek je charakterizovdn amplifikaci spojenou s narGstem signélu
ve FAM kanalu InfA/HIN1 LC Mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek na Chtipku A/HIN1: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nardstem
signélu ve Cy5 kanalu InfA/HIN1 LC Mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek na Chfipku B: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nardstem signalu
ve FAM kandlu InfB LC Mixu. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola (IC RNA) musi byt vidy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovéna
amplifikaci spojenou s narGstem signédlu v HEX kanalu u InfA/H1IN1 a InfB LC Mixu.

Rotor-Gene Q (Qiagen):

Kliknéte v hlavni nabidkové listé na ikonu “Analysis” a vyberte Analyzu “Quantitation”. V okné , Quantitation
Analysis” zvolte moznosti “Dynamic Tube” a “Slope Correct”. V nabidce “Outlier Removal” nastavte NTC
Treshold na 10 %.

Pozitivni vysledek na Chtipku A: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narGstem signalu
ve FAM kanalu (Green) InfA/HIN1 LC Mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek na Chtipku A/HIN1: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nardstem
signalu ve Cy5 kanalu (Red) InfA/HIN1 LC Mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek na Chripku B: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nartstem signalu
ve FAM kandlu (Green) InfB LC Mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola (IC RNA) musi byt vidy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovéna
amplifikaci spojenou s nardstem signalu v HEX kandlu (Yellow) u InfA/HIN1 a InfB LC Mixu.

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

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

Poté v okné “Data Analysis” vyberte jednotlivé fluorofory (FAM, HEX a Cy5) kliknutim na box s jejich oznaceni
pod amplifika¢nim grafem a odectéte vysledky jednotlivych vzorka.

Pozitivni vysledek na Chripku A: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlistem signalu
ve FAM kanalu InfA/HIN1 LC Mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek na Chfipku A/H1N1: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nérlistem
signdlu ve Cy5 kanalu InfA/HIN1 LC Mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek na Chripku B: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nartstem signalu
ve FAM kandlu InfB LC Mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola (IC RNA) musi byt vidy amplifikovdna v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovana
amplifikaci spojenou s nartstem signalu v HEX kanalu u InfA/HIN1 a InfB LC Mixu.

Real-Time PCR systém iCycler iQ5 (Bio-Rad)
V okné “Data File” zvolte moznost “Analyze” a v nabidce , Analysis Mode” zvolte moznost “PCR Base Line
Substracted Curve Fit“. Poté v nabidce ,Base Line Treshold Parameter” zvolte postupné pro vsechny
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analyzované barvy (FAM, HEX a Cy5) v parametru ,Crossing Treshold“ moznost “User Defined” a zadejte
hodnotu Treshold Position 100.

Pozitivni vysledek na Chfipku A: Pozitivni vysledek je charakterizovdn amplifikaci spojenou s narGstem signélu
ve FAM kanalu InfA/HIN1 LC mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek na Chtipku A/HIN1: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s nariistem
signalu v Cy5 kanalu InfA/HIN1 LC mixu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek na Chtipku B: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narGstem signélu
ve FAM kandlu InfB LC mixu. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola (IC RNA) je amplifikovana pokazdé. Interni kontrola je charakterizovdna amplifikaci spojenou s
narGstem signalu v HEX kanélu u InfA/HIN1 a InfB LC Mixu.

Hodnoty Ct odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku.

Interpretace vysledki
Negativni vysledek

Pokud nedojde k nartstu amplifika¢niho signalu v kanalu FAM a Cy5 InfA/HIN1 LC Mixu pred 40. cyklem, Ize
vysledek interpretovat jako pravdépodobné Chtipka A a A/HIN1 negativni nebo koncentrace RNA je pod
detekénim limitem soupravy (15 genomovych RNA/reakci). Pokud nedojde k nardstu amplifikaéniho signélu v
kandlu FAM InfB LC Mixu pred 44. cyklem, lze vysledek interpretovat jako pravdépodobné Chfipka B negativni
nebo koncentrace RNA je pod detekénim limitem soupravy (15 genomovych RNA/reakci). Signal pro interni
kontrolu (IC RNA) musi byt pozitivni. Vysledek nevylucuje pfitomnost Influenzy A, A/HIN1, B, protoze vysledky
testu jsou zavislé na spravném odbéru vzorku a jeho zpracovani. Vysledky jsou téZ zavislé na pfitomnosti
dostatecného mnozstvi analyzované RNA viru chripky.

Pozitivni vysledek

Amplifikaéni signal ve FAM kandalu InfA/HIN1 LC Mixu se objevi pfed 40. cyklem. Chfipka A RNA byla
detekovana ve vzorku. Vzorek je pozitivni na RNA Chfipky A.

Amplifikacni signdl v Cy5 kanalu InfA/HIN1 LC Mixu se objevi pfed 40. cyklem. Ch¥ipka A/HIN1 RNA byla
detekovana ve vzorku. Vzorek je pozitivni na RNA Chfipky A/HIN1.

Amplifikacni signal ve FAM kanalu InfB LC Mixu se objevi pred 40. cyklem. Chfipka B RNA byla detekovana
ve vzorku. Vzorek je pozitivni na RNA Chripky B RNA.

Upozornéni: Upozoriujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostredi. PouZivejte odliSnou
mikropipetu pro pipetovani MasterMixu, odliSnou mikropipetu pro pipetovani vzork( a odliSnou mikropipetu
pro pipetovani pozitivnich kontrol. DodrZujte veskera doporuceni pro laboratore provadéjici RNA analyzy.

Inhibovany vzorek

V pfipadé, Ze nedojde k nardstu amplifikac¢niho signalu specifického pro Chfipku A, A/HIN1 v kanalu FAM a Cy5
InfA/HIN1 LC Mixu a ani k narGstu amplifika¢niho signalu v kanalu HEX (specifického pro interni kontrolu), je
nutné analyzu zopakovat nejlépe s nové izolovanymi vzorky RNA.

V pripadé, Ze nedojde k nartstu amplifikaéniho signalu specifického pro Chripku B v kandlu FAM InfB LC Mixu a
ani k nardstu amplifikacniho signdlu v kandlu HEX (specifického pro interni kontrolu), je nutné analyzu
zopakovat nejlépe s nové izolovanymi vzorky RNA.
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Kontrolni postup

Souprava EliGene® Influenza A/B/pandemic LC zahrnuje interni kontrolu (IC RNA). Interni kontrola sleduje
kvalitu izolace RNA a detekuje pfipadné chyby v procesu izolace RNA. Detekuje také ptipadné inhibice
amplifikaéniho procesu. V pfipadé, Ze vzorek je Chtipka A, A/HIN1, B RNA negativni, Ct interni kontroly musi
byt Ct < 35. Interni kontrola musi byt pfidavana pfimo ke vzorku pfed izolaci.

Referencni materidl

Ke sledovani vsech postupl zahrnujici RNA izolaci a RealTime PCR detekci mlzZete pouZit referenéni virovy
materidl pozitivni na dany kmen chripky. Komer¢éni pozitivni material neni k dispozici.

Reseni problémi

1. V pripadé, Ze nedojde k amplifikaci interni kontroly, mdZe jit o zdvadu v postupu izolace DNA, pouziti kitu
po dobé exspirace nebo o zavadu na pfistroji pro RealTime PCR.

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

Funkcni charakteristiky
Analytické funkcéni charakteristiky:

Citlivost soupravy EliGene® Influenza A/B/pandemic LC je 15 genomovych RNA (Influenza A, A/HIN1, B)
v reakéni smési. Citlivost metodiky byla ovéfena nasledovné. Byly pouZity vzorky RNA o zndmé koncentraci
genomovych RNA Influenza A, A/HIN1 a B. Zkouska probéhla celkem tfikrat. Detekce chtipky byla Uspésna ze
100 % u vsech vzork(, alespon 5 genomovych RNA v reakénim mixu.

Analytickad citlivost je 5 kopii RNA viru chfipky v reakénim Mixu.

Analyticka specifita metody je 100%. Analytickd specifita metodiky byla ovéfena srovnanim primerd a sond se
vsemi znamymi DNA sekvencemi v databazi GenBank. Analyticka specificita bylo rovnéz analyzovana pridanim
DNA/RNA z SARS-Cov2, EBV, CMV, HSV1, HSV2, VZV, enterovirus, RSV, MTB, Borrelia spp., C. trachomatis, E.
coli, A. niger, C. albicans k reakénimu Mixu. Tyto DNA nebo RNA neposkytly falesné pozitivni vysledek na
pfitomnost viru chfipky.

Klinickd specifita se testovala na 100 vzorcich sér pacient(. Kit EliGene” Influenza A/B/pandemic LC vykazoval
100% shodu v detekci pFitomnosti viru Influenza A (10 z 10 vzorkd), Influenza A/HIN1 (5 z 5 vzorkd) a Influenza
B (8 z 8 vzork() v porovnani s vysledky ziskanymi referencni CE-IVD soupravou.

Meérici interval

Souprava umoziiuje detekci 10*=108 virovych RNA molekul v reakéni smési.

Interni kontrola kvality

Jako interni kontrola kvality je pouzita interni kontrola (IC RNA) pro kontrolu procesu izolace a amplifikace
spolecné s pozitivni kontrolou sledujici funkénost MasterMixu.
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Limitace testovaciho postupu

Citlivost soupravy je zavisla na zachazeni se vzorkem (izolace RNA). Je velmi doporuceno pouzivat izolacni kity
a postupy uvedené vyse.

Citlivost detekce RNA influenzy zdavisi na odbéru vzorku, zpGsobu skladovani a zpdsobu zpracovani (RNA izolace,
den pfijeti vzorku, detekce ihned po izolaci).

Biologické referencni intervaly

74adné pouzitelné informace pro tento kit.

Upozornéni

Po smichani je MasterMix stabilni po dobu 30 minut. Nezamrazujte zkumavky s MasterMixem opakované!
Nemichejte komponenty kitu z rGznych sarzi.

Obecnd varovdni a bezpecnostni opatreni

° Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencialné infek¢nim materidlem. Vyhnéte se pfimému
kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzorkd a tvorbé aerosold. Jakykoliv material, ktery prisel
do styku s biologickymi vzorky, musi byt pred umisténim do odpadu autoklavovan pfi 121 °C nejméné
60 minut.

° Pracujete se vSsemi reagenciemi a pouzivanym materialem s védomim, Ze mohou prenaset infek¢ni agens.
Vyhnéte se pfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovan v souladu s adekvatnimi
bezpecnostnimi predpisy. Spotfebni materidl musi byt spalen. Tekuté odpady obsahujici kyseliny nebo
zasady museji byt pred likvidaci zneutralizovany.

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

° Nikdy nepipetujte roztoky usty.

° Nejezte, nepijte. Nekurte a neaplikujte kosmetiku v laboratornich prostorach.

° Radné si umyjte ruce po préaci se vzorky a reagenciemi.

° Likvidujte zbylé reagencie a odpad v souladu s adekvatnimi bezpecnostnimi predpisy.

° Pred zapocetim prace si radné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto ndvodu.

° PFi praci postupujte presné podle navodu k pouZiti.

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

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

° NepouZivejte reagencie ze souprav jinych vyrobcd!

Varovdni a bezpecnostni opatreni pro molekuldrni biologii

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

e Je nezbytné mit k dispozici samostatnou mistnost pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu
amplifikanich smési a pro detekci. Zabezpecte, aby se produkt amplifikace nikdy nedostal do mistnosti
pro extrakci nukleovych kyselin nebo do mistnosti pro pripravu amplifika¢nich smési.
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e  Je nezbytné pouzivat vhodné laboratorni plasté, rukavice a pomlicky urcené pro izolaci nukleovych kyselin
nebo pro pfipravu amplifikaénich smési nebo pro detekci. Nikdy nepfendsejte laboratorni plasté, rukavice
a pomlcky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu amplifikacnich smési
a pro detekci.

° Vzorek, ze kterého se analyza provadi, musi byt hned od pocatku pro DNA analyzu uréen a musi s nim byt
podle toho nakladano, napf. vzhledem k mozné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek
musi byt zpracovavan v laminarnim boxu. RGzné vzorky nesméji byt otevieny ve stejnou dobu.
Automatické pipety uZivané pro prdaci s biologickymi vzorky museji byt pouzivdny pouze pro tuto
specifickou prdci a museji byt pouzivany Spicky s filtrem. PouZivané 3picky museji byt sterilni a prosté
DNA/RNA a DNaz a RNaz.

° S reagenciemi musi byt pracovano v PCR boxu (nikoliv v lamindrnim boxu). Automatické pipety uzivané
pro prdci se vzorky museji byt pouzivany pouze pro tuto specifickou praci a museji byt pouzivany Spicky
s filtrem. Pouzivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DN&z a RNaz.

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

Varovani a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy

° Mikrozkumavky obsahujici InfA/HIN1 a InfB LC Mixy jsou uréeny pouze pro jedno pouziti a musi byt
pouZity pouze pro pripravu reakéni smési.

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

e  Stimto Mixem pracujte podle bezpecnostnich vét (S):

$36/37. Pouzivejte vhodny ochranny odév a ochranné rukavice.

V ptipadé jakychkoliv problém( se obratte na zdkaznické centrum spolecnosti ELISABETH PHARMACON,
spol.sr. 0.
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Vysvétlivky

REF| Katalogové &islo

Horni teplotni hranice

LOT Cislo arze

E Spotrebujte do (posledni den v mésici).

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

IVD

CE V souladu s pozadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické prostfedky in
vitro

Obsah dostatecny pro "N" testl

A Prosim, fid'te se instrukcemi pro pouZiti.
u Vyrobce

Vyrobce
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