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LightCycler® MRSA Advanced Test
For Use With The LightCycler® 2.0 Instrument

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

LightCycler® MRSA Advanced Test LC MRSA 96 Tests P/N: 05352894 190

LightCycIer® Advanced Lysis Kit 96 Tests P/N: 05205743 190

LYS ADV

POUZITI

Test LightCycIer® MRSA Advanced je kvalitativni diagnosticky test in vitro na pfimé zjisténi
pritomnosti nazalni kolonizace baktérii Staphylococcus aureus (MRSA) rezistentni vici methicilinu.
Test slouzi jako pomUlcka pfi_prevenci a lé¢bé infekce MRSA v lékafskych zafizenich. Test se
provadi na zafizeni LightCycler™ 2.0 se vzorky nazalnich vytérd pacientd s podezfenim na kolonizaci.
Pro pfipravu vzorkll se pouziva extrakce vytéru a mechanicka lyza, po niz nasleduje amplifikace
DNA MRSA pomoci polymerazové fetézove reakce (PCR) a detekce amplifikované DNA pomoci
fluorigennich cilové specifickych hybridizacnich sond.

Test LightCycIer® MRSA Advanced neni ur€en k diagnéze infekci MRSA, ani k provadéni nebo
monitorovani [é¢by infekci MRSA. Puavodni kultury jsou nutné pouze kizolaci organismd pro
epidemiologické stanoveni nebo pro dalsi zjisténi citlivosti.

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Staphylococcus aureus je oportunni patogen prfenaseny jako komenzalni organizmus na kizZi
avnosni dutiné u pfiblizné 30 % bézné populace s potencidlem zapfiCinit Sjroké spektrum
onemocnéni, ktera mohou byt smrtelna do 30 dni po infekci pfiblizné u 34 % pfipadl . S. aureus se
dokaze rychle adaptovat na selekéni tlak &by antibiotiky, coz vedlo ke vzniku a rozsSifeni kmenu
S. aureus (MRSA) rezistentnich va¢i methicilinu. Gen mecA se nachazi na rozsahlém mobilnim
genetickém elementu, ktery se nazyva stafylokokova chromozomalni kazeta (SCCmec) a tento gen
je zodpovédny za rezistenci vic¢i methicilinu a dal$im B-laktamovym antibiotikiim. Gen mecA kdduje
variabilni vazebny protein pro penicilin, PBP2a nebo PBP2’, kiery ma pro vSechna B-laktamova
antibiotika velmi nizkou afinitu, coz umgiﬁvuje vznik normalni syntézy peptidoglykanové vrstvy a to
dokonce i v pfitomnosti téchto antibiotik®. Cetné kmeny MRSA vznikly a rozsifily se po celém svété
ardzné rody S. aureus” senzitivnich na methicilin ziskaly SCCmec. Do dne$niho dne bylo rozliSeno
pét typd SCCmec (I-V) a bylo popsano nékolik variant téchto typu SCCmec’.

Nozokomialni infekce (HAI) zplisobené MRSA ziskaly ve zdravotnickych zafizenich v posledni dobé
na vyznamu kvuli velkému poc¢tu infekci, umrtnosti a vysokym nékladt‘]1r0n na lécbu™™. Kromé toho se
komunitni MR1S1A (CA-MRSA) v nékolika poslednich letech rozsifily - a zpuUsobily narlst infekci
v nemocnicich’' *'“ a zduraznily tak potfebu komplexnich programu pro kontrolu infekce. V roce 2008
byla shrnuta doporueni vzesla z publikovanych pokynd nékolika statnich, odbornych
a zdravotnickych organizqgi, aby si instituce mohly urcit priority pfi zavadéni vlastnich snah pfi
prevenci pfenosu MRSA'™. Jakykoli program prevence pfenosu MRSA musi zahrnovat nékolik
hlavnich strategii, v€etné aktivniho sledovaciho screeningu, myti rukou, izolace pacienta a dalSich
Ukond pro prevenci prenosu. Detekce MRSA pomoci PCR vrealném case snizuje ¢as detekce
(méné nez 2 hodiny Casu v laboratofi) ve srovnani se standardnimi testy na kulturach a tak zlepSuje
efektivnost strategii kontroly a I1écby.



PRINCIPY POSTUPU

Detekce MRSA pomoci testu LightCycIer® MRSA Advanced je zalozena na tfech hlavnich krocich:

o Priprava vzork(l pomoci mechanické lyzy stén bakterialnich bunék.
o PCR amplifikace cilové DNA a detekce pomoci specifickych hybridiza¢nich sond.
o Analyza vrcholl tani a automaticka tvorba vysledkd.

Pfiprava vzorku

Pomoci lyzaéni soupravy LightCycIer® Advanced a zafizeni MagNA Lyser se provede mechanicka
lyza vzork(l nazalnich vytér(. Vatové smotky vytérli se odstfihnou do zkumavek uréenych pro lyzu
a zahfivanim se inaktivuji veSkeré bakterie. Nasledné se zkumavky uréené pro lyzu vlozi do zafizeni
MagNA Lyser, kde dojde k mechanické lyze stén bakterialnich bunék, ¢imz se pfipravi hruby lyzat
bunék. Po kratkém odstfedéni, kdy dojde k separaci sklenény%h kulicek s vlakny tampén(, se
zpracovany vzorek podrobi PCR analyze pomoci testu LightCycler” MRSA Advanced.

PCR amplifikace

Volba cilové sekvence

Primery a sondy testu LightCycIer® MRSA Advanced detekuji specialni sekvenci, ktera indikuje
integraci kazety SCCmec v chromozomu S. aureus, coz je znakem pfitomnosti DNA MRSA.

Amplifikace

Zpracované vzorky a amplifikacni smés obsahujici tzv. hot-start Taq polymerazu se vlozi dg kapilar
LightCycler® (20 pl), ve kterych dojde k PCR amplifikaci. Kazda reakce testu LightCycler® MRSA
Advanced obsahuje vnitini kontrolu, ktera kontroluje inhibici vzorku a monitoruje integritu Cinidla.
Kazdy test LightCycIer® MRSA Advanced obsahuje i enzym AmpErase (uracil-N-glykozylaza). Tento
enzym rozpozna a katalyzuje rozklad fetézci DNA obsahujicich deoxyuridin® nikoli vSak DNA
obsahujici deoxythymidin. Protoze amplikony vytvofené pomoci testu LightCycler- MRSA Advanced
obsahuji deoxyuridin, potencialni kontaminanty amplikonu jsou eliminovany béhem prodlouZzeného
zahfivani, které se provadi pfed zac¢atkem PCR ampilifikace.

Cilova sekvence v plazmidu se simultanné amplifikuje v pozitivni kontrole. Ukolem pozitivni kontroly,
ktera se zafazuje do kazdého cyklu testu, je monitorovat selhani Cinidla. Kazdy cyklus obsahuje
i negativni kontrolu, ktera slouzi k detekci kontaminace €inidla nebo okolniho prostfedi DNA MRSA.

Specificka detekce produktti PCR hybridizaénimi sondami

Amplikony MRSA a vnitini kontroly se detekuji fluorescenci pomoci specifického paru hybridizaénich
sond. Sondy se prichyti ke specifické interni sekvenci v amplifikovaném fragmentu a umisti se ve
vzajemné blizkosti. Pfi excitaci tyto vazané sondy vydavaji fluorescenéni signal o specifické vinové
délce diky procesu nazyvanému pfenos fluorescencni rezonancni energie (FRET). Zafizeni
LightCycIer® 2.0 méfi emitované svétlo. Specifické amplikony MRSA a vnitini kontroly mohou byt
rozliseny diky tomu, Ze jsou paralelné detekovany ve dvou riznych detekénich kanalech.

Po dokon&eni PCR v realném Case provede zafizeni LightCycIer® 2.0 automaticky analyzu vrcholu
tani. Jednovlaknové amplikony DNA s navazanymi hybridizacnimi sondami jsou podrobeny
vzristajicim teplotam. Kdyz produkty PCR dosahnou specifické teploty, jedna ze dvou navazanych
hybridizaCnich sond roztaje, coz ma za nasledek ztratu fluorescenéniho signalu. K poklesu
fluorescenéniho signalu dojde pfi specifické teploté a ma za nasledek stanoveni vrcholll tani, které
slouzi k uréeni a rozliSeni specifickych amplikon MRSA a vnitfni kontroly.

Analyza vrcholl tani a automaticka tvorba vysledkl

Po provedeni vizualni identifikace vrcholl tani pomoci kolmic Ty v softwaru LightCycIer® se vysledky
testu pfenesou do uréeného interpretaéniho nastroje (software Micro Analysis) a vytvofi se zprava.



CINIDLA

LightCycler® Advanced Lysis Kit
Lyzaéni souprava LightCycler® Advanced
(PIN: 05205743 190)

LYS
(Lyzacni ¢inidlo)
Tris pufr
EDTA
< 15% sklenéné kulicky
0,09% azid sodny

LightCycIer® MRSA Advanced Test
(P/N: 05352894 190)

MRSA RXNMX
(Reakéni smés MRSA)
Tris pufr
< 0,1% chlorid hofe¢naty
Chlorid draselny
<0,001% dATP, dCTP, dGTP, dUTP
0,19% oktylglukosid
0,03% albumin bovinniho séra (sav¢i)

< 0,1% FastStart Taqg DNA polymeraza (mikrobialni)
< 0,1% enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)

(mikrobialni)
0,09% azid sodny

MRSA DETMX

(Detekéni smés MRSA)
0,05% roztok Brij® 35
Tris pufr
<0,01% EDTA
< 0,01% MRSA primery

< 0,01% fluorescen&né znacené oligonukleotidové

sondy specifické pro MRSA a MRSA vnitfni
kontrolu

0,09% azid sodny

0,001% Poly rA RNA (synteticka)

< 0,001 % neinfekéni (mikrobialni) DNA plazmid
s obsahem sekvenci vazajicich MRSA primer

a specifickou sekvenci pro vazbu sondy

MRSA (+) C
(Pozitivni kontrola MRSA)
Tris pufr
<0,01% EDTA
0,002% Poly rA RNA (synteticka)
0,09% azid sodny

< 0,001 % neinfekéni (mikrobialni) DNA plazmid

s obsahem MRSA sekvenci

LYS ADV

LC MRSA

96 testu

96 x 0,6 ml

96 testu

3x0,352 ml

3x0,1776 ml

1x0,176 ml



VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

A.

m

T e m

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO. S timto vyrobkem mohou pracovat pouze pracovnici
proskoleni v technice PCR.

Tento test je uréen pouze pro vySetfovani vzorkll z nazalnich vytérd.

Nepipetujte usty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekurte. Pfi manipulaci se vzorky
a s Cinidly ze soupravy noste ochranné rukavice na jedno pouziti, laboratorni plasté
a prostfedek pro ochranu o¢i. Po praci se vzorky a zkusebnimi ¢inidly si dikladné umyijte ruce.

Pfi odebirani alikvotnich podild z lahvi¢ek s &inidly dbejte na to, aby nedoslo k mikrobialni
kontaminaci. Doporucuje se pouzivat jednorazové pipety a Spi¢ky k pipetam.

Nesmésujte dohromady ¢inidla z riiznych $arzi, ani z riznych lahviek téze Sarze.

Nesmésujte dohromady ¢inidla z riznych Sarzi souprav.

Nespotiebovana Cinidla, odpad a vzorky likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi predpisy.
Po uplynuti data expirace jiz soupravu nepouzivejte.

Bezpec&nostni listy pro materialy (MSDS) za$le na vyzadani Vase mistni pobocka spoleCnosti
Roche.

Manipulace se vzorky a kontrolami se musi fidit pravidly pro zachazeni s infekénim
materialem. Musi byt pouzivany bezpecné laboratorni postupy, napr. postupy uvedené
v publikaci 5B/osafety in Microbiological and Biomedical Laboratories™ v dokumentu CLSI
&. M29-A3’ . V8echny pracovni plochy dikladné ocCistéte a vydezinfikujte cerstvé pfipravenym
roztokem O, 5% chlornanu sodného v deionizované & destilované vodé.

Poznamka: Béziné bélici prostifedky pro domacnost obvykle obsahuji chlornan sodny

v koncentraci 5,25 %. Redénim béliciho roztoku pro domacnost v poméru 1:10
dostaneme 0,5% roztok chlornanu sodného.

LYS, MRSA RXNMX, MRSA DETMX a MRSA (+) C obsahuji azid sodny. Ten mlze reagovat
s olovénym nebo médénym potrubim a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. Pfi likvidaci
roztokll obsahujicich azid sodny do laboratorniho umyvadla proplachnéte odtok velkym
mnozstvim vody, abyste tak zabranili vytvareni azidd.

Pfi praci s jakymkoliv €inidlem pouZzivejte rukavice na jedno pouZiti, pracovni odév a ochranné
bryle. Dbejte na to, aby se tyto materidly nedostaly do styku s pokoZkou, oCima nebo
sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamZzité postizenou oblast omyjte velkym mnoZstvim vody.
Pokud by byla tato opatfeni zanedbana, mize dojit k popaleninam. Jestlize se néktera Cinidla
rozliji, rozfedte je vodou a dosucha vytrete.

Kontaminaci od pozitivnich kontrol a vzork( lze zabranit dlislednym uplatfiovanim zasad
spravné laboratorni praxe a peclivym dodrzovanim postupl uvedenych v tomto pfibalovém
letaku.

POZADAVKY NA SKLADOVANIi A MANIPULACI

A

Po obdrzeni skladujte lyzac¢ni soupravu LightCycIer® Advanced (LYS) ve svislé poloze pfi
teploté 15 az 25 °C.

Po obdrzeni skladujte soupravu pro test LightCycIer® MRSA Advanced (MRSA RXNMX,
MRSA DETMX a MRSA (+) C) pfi teploté -15 az -25 °C. Pokud nejsou tato Cinidla oteviena,
jsou stabilni az do uplynuti doby pouzitelnosti, ktera je na nich uvedena. Po otevieni mizete
skladovat zbyvajici MRSA RXNMX a MRSA DETMX pfi teploté -15 az -25 °C nebo pfi teploté
2 az 8 °C az 30 dni. MRSA RXNMX a MRSA DETMX Ize az 5krat zmrazit a rozmrazit.

Po otevieni mlzete skladovat zbyvajici MRSA (+) C pfi teploté -15 az -25 °C az 30 dni nebo
pfi teploté 2 az 8 °C rovnéz az 30 dni. MRSA (+) C Ize az 22krat zmrazit a rozmrazit.

MRSA DETMX chrarite pfed svétlem.

ny pfidanim MRSA RXNMX a MRSA DETMX) Ize skladovat ve

Pracovni Master Mix (pF rave
°C az 30 dni.

tmeé pfi teploté 2 az 8



F. Zpracované vzorky jsou stabilni az 30 dni pfi -15 az -25 °C, 6 dni pfi 2-8 °C nebo 1 den pfi
15a25°C.

G. Amplifikace by méla zagdit okamzité po pfidani zpracovanych vzork( a kontrol do pracovniho
roztoku Master Mix. Neni-li to mozné, mlzete naplnéné kapilary skladovat ve tmé max.
3 hodiny pfi teploté 2 az 8 °C.

DODAVANY MATERIAL
A. LightCycIer® Advanced Lysi®s Kit LYS ADV
Lyzacni souprava LightCycler- Advanced

(P/N: 05205743 190)

LYS

(Lyzacni Cinidlo)

B. LightCycler® MRSA Advanced Test
(P/N: 05352894 190) LC MRSA

MRSA RXNMX
(Reakéni smés MRSA)

MRSA DETMX
(Detekéni smés MRSA)

MRSA (+) C
(Pozitivni kontrola MRSA)

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY

Vybaveni a software

Zafizeni LightCycler® 2.0 (P/N: 03 531 414 201)
Software LightCycIer® 4.1 (P/N: 04 898 915 001) nebo vyssi

Balicek softwaru LightCycIer® MRSA Advanced v1.0 CE (P/N: 05 414 326 190)
nebo vyssi

LC karuselova centrifuga 2.0 [P/N: 03 709 582 001 (230 V) nebo P/N: 03 709 507 001
(110 V)] nebo standardni stolni mikrocentrifuga s rotorem pro 2,0 ml zkumavky,
a adaptéry pro LC centrifugu (P/N: 11 909 312 001)

Zafizeni MagNA Lyser [P/N: 03 358 976 001 (230 V) nebo 03 358 968 001 (110 V)]

Cinidla a spotiebni material

Kompenzaéni souprava LightCycIer® Multicolor (P/N: 04 484 355 001)
Kapilary LightCycler® 20 pl (P/N: 04 929 292 001)

DALSiI POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY

BD CultureSwab™ Liquid Stuart (BD P/N: 220109), nebo Copan Venturi
Transystem™ Liquid Stuart (Copan ltalia International P/N: 139C);

Nebo BD CultureSwab™ plus gel Amies bez aktivniho uhli (BD P/N: 220117), nebo
Copan Venturi Transystem™ plus gel Amies bez aktivniho uhli (Copan lItalia
International P/N: 134C);

Nebo BD CultureSwab™ plus gel Amies s aktivnim uhlim (BD P/N: 220122), nebo
Copan Venturi Transystem™ plus gel Amies s aktivnim uhlim (Copan ltalia
International P/N: 136C)

Rukavice na jedno pouZiti bez pudru

Gaza nebo nuzky



° Etanol (70%)

° Nastavitelné pipetory*: (objem: 10 pl, 100 pl a 1000 pl) se sterilnimi Spickami bez
DNazy, Spicky s aerosolovym bariérovym filtrem nebo s pfimym vypuzovanim

° Vyhfivaci blok nastaveny na 95 °C (x 2 °C): VWR (P/N: 12621-088) nebo
ekvivalentni blok s 2,0 ml zkumavkami: VWR (P/N: 12985-050)

° Mikrocentrifuga o vykonu 8 000 — 20 000 x g srotorem vhodnym pro 2,0 mi
zkumavky se Sroubovacim uzavérem: P/N: model Eppendorf 5417R nebo
ekvivalentni

° Sterilni silikonované polypropylenové 1,5 ml zkumavky pro mikrocentrifugu:
P/N: obj. €. Eppendorf 0030 108.051 nebo ekvivalentni

° Vifivy mixér: Fisher (P/N: 12-812) nebo ekvivalentni

° Nastroj pro mikrozkumavky: VWR (P/N: 20170-688) nebo ekvivalentni

Pipetory musi byt pfesné na 3 % jmenovitého objemu. Kde je tak uvedeno, museji byt pouZity
SpiCky s aerosolovou bariérou nebo Spicky s pfimym vypuzovanim bez DNazy, aby se zabranilo
vzajemné kontaminaci vzorku a amplikonu.

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU
Poznamka: Zachazejte se vzorky a kontrolami jako s potencialné infekénim materialem.

A. Odbér vzorki

1. Tampon navlihCete dvéma kapkami (pfiblizné 50 pl) sterilniho fyziologického roztoku nebo
pouzijte suchy.

2. Jemné zavedte tampon do nosni dirky pfiblizné 0,5 palce nebo 1,3 cm (v pfipadé pouziti
dvojitého tamponu zavedte oba vatové smotky najednou) a rotaénim pohybem otfete pétkrat
nosni sliznici za mirného tlaku na nos z vnéjsi strany (takto napomuzete kontaktu vatového
smotku s vnitfni stranou nosu).

3. Stejny tampon zavedte i do druhé nosni dirky a postup opakuijte.
4. Vratte tampon do transportni zkumavky a fadné ji oznacte.
B. Pfeprava a uchovavani vzorku

Pfi pfepravé vzorku 1i3e tfeba dodrzovat celostatni i mistni predpisy pro prepravu infekénich
biologickych material(i . Vzorky Ize pfepravovat pfi teploté 2 az 25 °C.

Vzorky je mozné pfed zpracovanim skladovat (v€éetné €asu nutného pro prepravu) podle podminek
uvedenych nize.

o Vzorek odebrany pomoci tamponu Liquid Stuart je stabilni:
- pfi teploté 15 az 25 °C az 4 dny,
- pfi teploté 2 az 8 °C az 5 dni,
- pfi teploté -20 °C az 30 dni.
o Vzorek odebrany pomoci gelovych tampon( Amies je stabilni:

- pfi teploté 15 az 25 °C az 4 dny.



NAVOD K POUZITi

Priprava zarizeni

A. Instalace softwaru Micro Analysis (MAS)

Pro instalaci aktualizaci ovéfte, jsou-li dodate¢né informace dodavany s produktem.
1. K fidici jednotce LightCycIer® se prihlaste jako spravce.

2. Do jednotky CD Fidici jednotky LightCycIer® vlozte CD se softwarem LightCycIer® MRSA
Advanced v1.0 CE (nebo vyssi).

3. Pfi prvni instalaci:

a. Jestlize neni nainstalovana aplikace Microsoft Data Access Components 2.8, budete na
zaCatku nastaveni MAS vyzvani kjeji instalaci. Aplikace Microsoft Data Access
Components 2.8 musi byt nainstalovana, jinak MAS nebude spravné fungovat.

b. Nemate-li nainstalovan Microsoft .NET Framework 2.0 (x86), budete vyzvani k jeho
instalaci na zaCatku nastaveni MAS. Aplikace Microsoft .NET Framework 2.0 (x86)
musi byt nainstalovana, jinak MAS nebude spravné fungovat.

C. Nemate-li nainstalovanou aplikaci Microsoft Windows Installer 3.1, budete vyzvani k jeji
instalaci na za¢atku nastaveni MAS. Aplikace Microsoft Windows Installer 3.1 musi byt
nainstalovana, jinak MAS nebude spravné fungovat.

d. Nemate-li nainstalovanou aplikaci Microsoft Visual Studio 2008 Report Viewer, budete
vyzvani k jeji instalaci na zacatku nastaveni MAS. Aplikace Microsoft Visual Studio
2008 Report Viewer musi byt nainstalovana, jinak MAS nebude spravné fungovat.

e. Nemate-li nainstalovanou aplikaci Microsoft SQL Server 2005 Express SP2 (x86),
budete vyzvani k jeji instalaci na zacatku nastaveni MAS. Aplikace Microsoft SQL
Server 2005 Express SP2 (x86) musi byt nainstalovana, jinak MAS nebude spravné
fungovat.
4. KdyZ budete vyzvani k restartu, potvrdte stiskem <Yes>.

Poznémka: Béhem restartu nevyjimejte CD se softwarem LightCycler® MRSA Advanced.

5. Po restartu postupujte podle pokyn( instalacniho privodce. Stiskem <Next> spustite instalaci
MAS.

6. Zvolte <Just Me>, bude-li s fidici jednotkou LighthcIer® pracovat pouze jeden uzivatel, zvolte
<Everyone>, bude-li s fidici jednotkou LightCycler™ pracovat vice nez jeden uzivatel.

7. Kliknutim na <Close> v okné <Installation Complete> potvrdte Uspésnost instalace MAS.

8. Pomoci ikony MAS na pracovni plose pocitaCe spustte aplikaci.

9. Datova slozka pro soubory *.ixo a *.pdf: Pfi startu MAS se automaticky vytvofi <C:\Export to
MAS>.

B. Ovéreni instalace softwaru Micro Analysis (MAS)

1. Prekopirujte dukazni souboné (dikazni soubor LightCycIer® MRSA Advanced v1.0 CE.ixo
a ddkazni s®oubor LightCycler MRSA Advanced v1.0 CE.pdf, nebo vy$si) z CD se softwarem
LightCycler” MRSA Advanced v1.0 CE (nebo vyssi) do sloZzky <C:\Export to MAS>.

2. Jestlize aplikace MAS neni jesté spusténa, poklepejte na ikonu MAS na pracovni plose
a stisknéte <Load>.

3. Zvolte dukazni soubor MRSA Advanced v1.0 CE.ixo (nebo vyssi) ve slozce <C:\Export to
MAS>.

4. Klepnéte na <NO>, coz znamena, Ze zprava LightCycIer® neobsahuje pfiznak <User
Developed or Modified Test Method>.



5.

4.

5.

Do pfislusnych poli okna pro nastaveni konfigurace MRSA zadejte Cislo Sarze, datum
expirace a informace laboratore.

Lyzaéni souprava

Advanced
Lot No 11A00000
Expiration Date 12201812

Test MRSA

Advanced
Lot No 23A00000
Expiration Date 24201812

Personalizované
informace

Lab Info Roche Lab

Zvolte typ zpravy <MRSA Combined> a pokracujte kliknutim na <OK>. Soubor bude
analyzovan automaticky a data budou zobrazena.

Zpravu vytisknéte.

Oteviete a vytisknéte dikazni soubor MRSA Advanced v1.0 CE.pdf (nebo vy$si) (ktery se
nachazi ve slozce <C:\Export to MAS>.

Ujistéte se, ze vytisténa zprava MAS a vytistény soubor PDF uvadéji stejné vysledky.
V opacném pfipadé kontaktujte mistni kancelaf Roche pro technickou pomoc.

Odinstalace softwaru Micro Analysis (MAS)

K fidici jednotce LightCycIer® se prihlaste jako spravce.
Kliknéte na <Start> na hlavnim panelu fidici jednotky LightCycIer®.

Ve spodnim levém rohu pracovni plochy Windows zvolte <Start> / <Control Panel> /
<Add/Remove Programs>.

Zobrazi se seznam aktualné instalovanych programu, kliknéte na <MAS>.

Zvolte <Remove> a potvrdte tento pfikaz kliknutim na <Yes>.

Poznamka: CD s MSS nabizi funkci odinstalace a opravy. Tuto funkci odinstalace je mozné

pouZit jako alternativu k popsanému postupu. Funkce oprava se pouziva
k obnoveni poskozenych nebo chybéjicich souborti softwaru Micro Analysis.

Instalace maker LightCycIer® MRSA Advanced

Nainstalujte makra *.Ickit LightCycIer® MRSA Advagced MCC Macro v1.0 (MRSA
MCC_04484355001A_1.0.Ickit) nebo vyS8si a LightCycler” MRSA Advanc%d Macro v1.0 CE
(MRSA_05352894190_1.0.Ickit) nebo vyssi z CD se softwarem LightCycler” MRSA Advanced
v 1.0 CE (nebo vyssi).

Podivejte se prosim do provozni pfFiruc¢ky k zafizeni LightCycIer® 2.0, kapitola ,Spousténi
makra Roche”.



E. Kompenzacni experiment vice barev pomogi kompenzacéni soupravy LightCycIer®
Multicolor pro pouziti se zafizenim LightCycler™ 2.0

Témito kroky vytvofite novy nebo nahradite expirovany soubor pro kompenzaci barvy.

1. Rozmrazte lahvi¢ky 1, 2, 3 a 5; jemné promichejte a kratce odstredte.
2. Pfipravte trojnasobné fedéni lahvicky 2 smichanim:
a. 10 pl roztoku obsazeného v lahvicce 2,
b. 20 pl pufru ze zkumavky LYS; nepfenaSejte sklenéné kulicky.

3. Napipetujte 10 pl kazdé sloZzky do samostatné kapilary LightCycIer® (20 ).
a. Kapilara €.1: lahvi¢ka 1
b. Kapilara €. 2: krok fedéni E2
C. Kapilara €. 3: lahvicka 3
d. Kapilara €. 4: lahvicka 5
Poznamka: Po dokonceni cyklu zlikvidujte roztok v lahvicce 2.

4. Napipetujte 10 pl pufru ze zkumavky LYS (nepfenaSejte sklenéné kulicky) do kazdé kapilary,
abyste dosahli celkového objemu 20 pl.

5. Utésnéte kazdou kapilaru uzavérem pomoci uzaviraciho nastroje.

6. Kapilary odstfedujte v LC karuselové centrifuze 2.0 nebo standardni centrifuze s adaptéry.
Zkumavky musi byt v karuselu umistény takto:

a. Pozice karuselu 1: CCB (lahvicka 1)
b. Pozice karuselu 2: CC530 (lahvictka 2)
C. Pozice karuselu 3: CC610 (lahvicka 3)
d. Pozice karuselu 4: CC670 (lahvitka 5)
Poznamka: V kapilarach nepouzivejte mensi objem.
7. Umistéte karusel na vzorky LightCycIer® do zafizeni LightCycIer® 2.0. Jestlize pouzivate
standardni centrifugu, pfeneste kapilary do karuselu na vzorky LightCycler™ v poradi, které je

uvedeno v kroku E6.

Poznamka: Nemérite poradi cinidel v karuselu.

8. Spustte a uloZte Color Compensation Experiment (CCE).
a. Podivejte se prosim do provozni pfirucky ,A“ k zafizeni LightCycIer® 2.0, kapitola
~Spousténi makra Roche", kde najdete pokyny k pouZiti makra MRSA Advanced
MCC.

Poznamka: NepouZivejte pole <assay lot number>. Pokud chcete pridat ¢islo SarZe testu
k experimentu, zadejte informaci do odpovidajiciho pole v editoru vzorku.

b. Cyklus ulozte pod kratkym jedineénym nazvem (napf. MRSA_CCE_RRMMDD-
xx, R=rok, M=mésic, D=den, xx=Cislo cyklu).

C. Po dokonceni cyklu je automaticky vytvofena zprava.

d. Zpravu vytisknéte.



9. Ovéfeni cyklu

Zprava nebude uvadét, zda byl cyklus MCC uspéSny (validni). Validita cyklu MCC je
stanovena pouze po uvodnim cyklu MRSA Advanced po cyklu MCC.

a. Je-li zprava soupravy pro kompenzaci vice barev LightCycIer® oznacena
pfiznakem (napf. <User Developed or Modified Test Method>), pak je cyklus
neplatny. Cyklus opakuijte.

b. Neni-li zprava soupravy pro kompenzaci vice barev LightCycIer® oznacena
pfiznakem, pokracujte dalSim krokem.

Poznamka: Je-li negativni kontrola (NC) nebo MRSA (+) C testu LightCycIer® MRS
Advanced stale neplatnd, muze byt soubor kompenzace vice barev LightCycler
nespravny. Opakujte cyklus kompenzace vice barev nebo kontaktujte mistni
kancelar Roche pro technickou pomoc.

10.  Vytvorte novy objekt kompenzace barvy (CCO).

a. Aktivujte reZzim analyzy kompenzace barev a stisknéte tlaCitko <save CC object>.

b. Vytvorte kratky jedineCny nazev. Aby Micro Analysis Software (MAS) nemél
problém s identifikaci, je konvence pfi tvorbé nazvu objektu kompenzace barvy
nasledujici: MRSA_CCO_RRMMDD-xx (R=rok, M=mésic, D=den, xx=Cislo
cyklu).

C. Test LightCycIer® MRSA Advanced pouziva tento objekt pro dalsi analyzy.

Priprava vzorku a kontroly
A. Priprava vzorku
1. Pro kazdy vzorek od pacienta oznacte jednu zkumavku LYS.

Poznamka: Neoznacujte zkumavky na povrch uzavéru.

2. Vyjméte vytér z transportni zkumavky.
3. Vlozte jeden vatovy smotek s vytérem do zkumavky LYS.
4. Podrzte vytér za Spejli pobliz okraje zkumavky, zvednéte vytér nékolik milimetrd nad dno

zkumavky a tlakem Spejle na okraj zkumavky Spejli zlomte. Popf. mizete k oddéleni vytéru
v misté okraje zkumavky pouzit ndzky. Mezi jednotlivymi odstfihnutimi otfete ostfi nlzek
hadfikem navlhéenym v 70% etanolu (nebo mikrozidu).

Poznamka: Aby byla minimalizovana kontaminace pri oddélovani vytéru, pouzivejte gazu.
Pro kazdy vytér pouZivejte novou gazu.

5. Uzavér zkumavky LYS pevné uzavfete.
B. Pf¥iprava negativni kontroly

Poznamka: Negativni kontroly musi byt pFipraveny ve stejné dobé jako vzorky.
1. Pro negativni kontrolu oznacte jednu zkumavku LYS.

Poznamka: Neoznacujte zkumavky na povrch uzavéru.

2. Viozte sterilni tampon do transportni zkumavky. Viz ,DalSi potfebny material, ktery neni
soucasti dodavky“, kde najdete seznam doporu¢enych tamponu.

3. Po dobu alespori 1 minuty pfi pokojové teploté inkubuijte.

4. Vyjméte tampon z transportni zkumavky.

5. VloZte jeden vatovy smotek s vytérem do zkumavky LYS.
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6.

Podrzte vytér za Spejli pobliz okraje zkumavky, zvednéte vytér nékolik milimetrd nad dno
zkumavky a tlakem Spejle na okraj zkumavky Spejli zlomte. Popf. mizete k oddéleni vytéru
v misté okraje zkumavky pouzit ntzky.

Poznamka: Aby byla minimalizovana kontaminace pfi oddélovani vytéru, pouzivejte gazu.

Uzavér zkumavky LYS pevné uzaviete.
Zpracovani vzorka a kontrol

Ve vyhfivacim bloku nastaveném na 95 + 2 °C zahfivejte vzorky a negativni kontrolu po dobu
2 minut.

Lyzujte vzorky a negativni kontrolu v zafizeni MagNA Lyser po dobu 70 sekund pfi rychlosti
5 000 ot/m. Navod k pouziti najdete v provozni pfiru€ce k pfistroji MagNA Lyser.

Vzorky a negativni kontrolu odstfedujte pfi pokojoveé teploté po dobu 1 minuty rychlosti 8 000—
20000 x g.

Zpracované vzorky a negativni kontrola jsou stabilni az 1 den pfi teploté 15 az 25 °C nebo
6 dni pfi teploté 2 az 8 °C nebo az 2 mésice pfi teploté -15 az -25 °C.

Priprava Cinidel

1.

Pfi pokojové teploté rozmrazte MRSA RXNMX a MRSA DETMX a MRSA (+) C. Pied pouzitim
Cinidel se ujistéte, Ze jsou zcela rozmrazena.

MRSA RXNMX a MRSA DETMX a MRSA (+) C rozvifte po dobu 3-5 sekund a kratce
odstfedujte, aby bylo mozné odebrat material ve spodni asti zkumavky.

Do sterilni silikonované polypropylenové zkumavky pro mikrocentrifugu pfipravte pracovni
Master Mix pro pozadovany pocet testovanych vzorkd a kontrol. (Jako voditko pouzijte
tabulku 1.)

Poznamka: Doporuc¢ené mnozZstvi je uréené pro 2 reakce pro negativni kontrolu a pozitivni

kontrolu a také dalsi mnozstvi, které bere v uvahu mrtvy objem a usnadnuje
pipetovani ze zkumavky se smési a pipetovani do LC kapilar.

Poznamka: Pri otevirani MRSA RXNMX a MRSA DETMX si v pripadé potfeby pomozte

nastrojem pro mikrozkumavky (VWR P/N 2017-688).
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Tabulka 1
Priprava pracovniho Master Mixu

Poet vzorkil Objem MRSA RXNMX | Objem MRSA DETMX | Celkovy objem
(i) () (1)
1 40 20 60
2 50 25 75
3 60 30 20
4 70 35 105
5 80 40 120
6 90 45 135
7 100 50 150
8 110 55 165
9 120 60 180
10 130 65 195
11 150 75 205
12 160 80 240
13 170 85 255
14 180 90 270
15 190 95 285
16 200 100 300
17 210 105 315
18 220 110 330
19 230 115 345
20 240 120 360
21 260 130 390
22 270 135 405
23 280 140 420
24 290 145 435
25 300 150 450
26 310 155 465
27 320 160 480
28 330 165 495
29 340 170 510
30 350 175 525

* Zahrnuje objem pro NC, MRSA (+) C a mrtvy objem.
Rozvifte pracovni Master Mix po dobu 3-5 sekund a kratce odstfedte, aby bylo mozné odebrat

material ve spodni &asti zkumavky. Pracovni Master Mix Ize skladovat ve tmé pfi teploté
2az8°Caz30dni.
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Zpracovany vzorek a priprava kontroly

1. Pfeneste pozadovany pocet kapilar LightCycIer® do karuselu na vzorky, nebo do adaptéri
karuselu. Jsou nutné jedna (1) kapilara pro pozitivni kontrolu (pozice 1), 1 kapilara pro
zpracovanou negativni kontrolu (pozice 2) a 1 kapilara pro kazdy zpracovany vzorek (pozice 3
a vyssi).

Poznamka: Kapilary LightCycIer® uchopte v misté zasobniku.

2. Do zasobniku kazdé kapilary napipetujte 15 pl pracovniho Master Mixu.

3. 5 pl Cistého supernatantu z kazdého zpracovaného vzorku napipetujte do kapilar ¢&. 3
a vysSich. Po kazdém vzorku vyménte Spicku pipety.

4, Do kapilary €. 2 napipetujte 5 ul zpracované negativni kontroly.

Poznamka: Zbyvajici zpracované vzorky a kontroly mohou byt uloZeny pfi teploté -15 °C az
-25 °C az po dobu 2 mésicu. Jestlize pouzivate zmraZzené zpracované vzorky,
rozmrazte je pri teploté laboratore, rozvirte 10 sekund a poté je odstred’te pri
8 000-20 000 x g pri teploté laboratore po dobu 1 minuty.

Napipetujte 5 pl rozmrazené MRSA (+) C do kapilary €. 1.

Utésnéte kazdou kapilaru uzavérem pomoci uzaviraciho nastroje.

Kapilary odstfedujte v LC karuselové centrifuze 2.0 nebo standardni centrifuze s adaptéry.

© N o o

Umistéte karusel na vzorky LightCycler® do zafizeni LightCycler® 2.0.

vs o s

Poznamka: Jestlize pou®21vate standardni centrifugu, preneste kapildry do karuselu na vzorky
LightCycler™ v poradi, které je uvedeno v kroku 1.

Poznamka: Amplifikace by méla zacit okamZité po pridani zpracovanych vzorku a kontrol do
pracovniho roztoku Master Mix. V pfipadé, Ze to neni mozZné, Ize naplnéné
kapilary skladovat ve tmé maximalné 3 hodiny pri teploté 2 az 8 °C.

PInéni a provoz zafizeni LightCycIer® 2.0

1. Pfihlaste se k softwaru LightCycler®.

2. Spustte makro nghtCycIer MRSA Advanced v1.0 CE (MRSA_| 05352894190 1.0.Ickit) nebo

vySSi (podrobnostl viz provozni pfiru¢ka ,A“ k zafizeni nghtCycIer 2.0, kapitola ,Spousténi
makra Roche®).

Poznamka: NepouZivejte pole <assay lot number>. Pokud chcete pridat ¢islo Sarze testu
k cyklu, zadejte informaci do odpovidajiciho pole v editoru vzorku.

3. Jedine¢nym identifikdtorem pojmenujte cyklus.

4. Zredukujte pfednastaveny seznam plnéni na takovy pocet vzorku, ktery se bude testovat. Je-li
nedopatfenim vymazano pfilis§ mnoho kapilar, zacnéte postup od kroku 2.

5. Nasnimejte Stitky vzork(l s ¢arovym kdédem nebo ruéné zadejte nazvy vzork(l do pole pro
nazev vzorku nebo ponechte vychozi nastaveni. Kzadani dat je mozné pouzit pole
<Run Note>.

Poznamka: Nemériite vychozi nazev pozitivnich a negativnich kontrol.

6. Postupuijte podle pokynl na obrazovce a spustte cyklus testu LightCycIer® MRSA Advanced.
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VYSLEDKY

Identifikace vrcholtl a automaticka analyza vysledkl

Poznamka:

Poznamka:

Graf 1

Graf 2

Pokud cyklus zafizeni LightCycIer® probiha, nezacinejte analyzu dat.

Manualni Ty Calling vyzaduje manualni ovladani ve dvou automaticky aplikovanych
modulech Ty, Calling.

Moduly pro absolutni kvantifikaci se v analyze tohoto testu nepouzivaiji.

V okné vrcholU tani jsou zobrazeny vSechny kfivky vybranych graf.

V makru MRSA Advanced je pfeddefinovana kolmice Ty pro kazdy modul analyzy.

Je mozné oznacit volbu nebo zrusit vybér kolmice Ty, bez vzniku pfiznaku.

Vychozi hodnoty kazdého modulu analyzy jsou pfreddefinovany v makru MRSA

Advanced podle nasledujici tabulky a nesmi se zrusit jejich vybér, ani ménit. Pokud je
nedopatfenim provedena zména, zapiste spravné hodnoty z tabulky 2.

Tabulka 2
Vychozi hodnoty
CH 610 CH 670
Vychozi
hodnota 0,085 0,100

Nemérite nasledujici nastaveni: <Channel>, <Color Compensation>, <Program>,
<Method>, <Show Shoulders>, <Peak Area> nebo <Peak Width>.

Vrcholy jsou definovany jako maxima nad vychozimi hodnotami. Ramena nejsou
vrcholy.

Priklady typickych vrcholt a vrcholu s ramenem (graf 3) pozitivni kontroly (graf 1,
kandl 610) a interni kontroly (graf 2, kanal 670).

~{8/dT) Fluarsscence (810)
2
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Graf 3

Nastaveni kolmic Ty:

1. Po dokonéeni cyklu zobrazi pridvodce experimentem <Analyses have been created>.

2. Presurite okno Message do dolni ¢asti obrazovky, aby bylo mozné vidét hodnoty Ty a vychozi
hodnoty (neklepejte na <Finish>).

3. Kliknutim na modul analyzy Ty, Calling 610; zobrazi se pfehled vSech pozic.

4. Posunutim levé €ary s uchytkou doprava zmen$ete okno s grafem, takze by se mély objevit

sloupce ,Baseline®, ,TM1“, ;Height1".
Poznamka: Je-li zvolena vice nez jedna pozice, objevi se nastaveni prvni zvolené kapilary.
Poznamka: Presunuti kolmic ma vliv na vSechny aktivované a zvolené kapilary.
5. Kliknutim na pozici pozitivni kontroly (#PC#) zvolite pozitivni kontrolu.

6. Jestlize kolmice Ty neni umisténa na vrcholu (nad vychozi hodnotou), pfesunite ji na vrchol
a zamérte se na specifikované rozsahy Ty, (viz tabulka 3).

7. Jestlize nad vychozi hodnotou nejsou zadné vrcholy, ponechte kolmici Ty ve vychozi pozici.
Ujistéte se, Ze kolmice neoznaduji sklony zadnych aktualnich vrcholll (napf. mimo
specifikovany rozsah Ty).

8. Ujistéte se, Ze ve sloupcich ,TM1“ a ,Height1“ jsou zobrazeny hodnoty daného vzorku
(jakékoli hodnoty). Jestlize nejsou viditelné Zadné hodnoty (je tam prazdné misto), posurite
kolmici Ty, na vrchol; ve sloupcich ,TM1“ a ,Height1* by se ted mély objevit hodnoty.

Tabulka 3
Specifikované rozsahy Ty
Nizky Ty (°C) Vysoky Ty (°C)
MRSA
(CH 610) 57,00 62,00
Vnitfni kontrola
(CH 670) 57,00 62,00

Poznamka: U vzorkid bez vrcholu (napf. u negativnich kontrol) se automatické nastaveni
stupnice upravi na nejvyssi hodnotu pozadi. V takovém pripadé nemusi byt vidét
preddefinovana vychozi hodnota. Jestlize chcete, aby byla vychozi hodnota
viditelna, zvolte tuto pozici kapilary spolu s pozitivni kontrolou.

Poznamka: Oznacené vrcholy mimo specifikovany rozsah T, se objevi ve zpravé MAS.

9. U vSech zbyvajicich pozic provedte detekci vrchold podle popisu v krocich 5 az 8 vyse
(kontroly a vzorky).

10.  Kliknéte na modul analyzy Ty Calling 670.

11. U v8ech pozic provedte detekci vrcholl podle popisu v krocich 4 az 8 vyse (kontroly a vzorky).
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Dokoncete Ty, Calling:

1. Pfresunte okno privodce experimentem zpét do stfedu obrazovky a stisknéte <Finish>.
2. Zprava LightCycIer® je automaticky vygenerovana a musi byt vytisknuta.
3. Zkontrolujte zpravu LightCycIer®, neobsahuje-li pfiznaky a zda je zobrazeno <run state:

complete>. Jestlize jsou zobrazeny priznaky nebo chybova hlaseni, prostudujte si
oddily ,,Kontrola kvality“ a ,,Vyhodnoceni vysledkt*.

4, Cyklus je automaticky ulozen.

Poznamka: Jestlize po glozeni dojde k jakymkoli zménam v polich s nazvy vzorku v softwaru

LightCycler, obsluha musi zvolenim a kliknutim na ikony ,Abs Quant
610“ a,,Ab®s Quant 670“ aktualizovat databdzi. Vytisknéte znovu zprévu
LightCycler-.

5. Soubor *.ixo exportujte kliknutim na <File>\ <Export> do slozky <C:\Export to MAS>.

Automaticka analyza vysledkl pomoci softwaru Micro Analysis (MAS):

1. Poklepejte na ikonu MAS na pracovni ploSe pocitaCe a stisknéte <Start>.
2. Zvolte cyklus k analyze ze slozky <C:\Export to MAS> a nahrajte soubor *.ixo.
3. Korektné odpovézte na otazku ,Does the LightCycIer® report contain the flag <User

Developed or Modified Test Method>?*, tj. podle zpravy LightCycIer®.

4. Nasnimejte nebo manualné viozte CIS|0 Sarze a datum expirace, které najdete na soupravé
Advanced Lysis a na testu nghtCycIer MRSA Advanced.

5. Popf. zadejte osobni informace (napf. jméno obsluhy).

Poznamka: Od tohoto okamZiku se budou pouZivat naposledy zadané informace do MAS.

6. Zvolte pfislusny format zpravy (v tabulce, ve skupinach nebo smiseny).
7. Soubor *.ixo bude automaticky analyzovan a data budou zobrazena ve zvolenéem formatu
zpravy.

8. Vytisknéte zpravu MAS a/nebo ji exportujte ve formatu *.pdf.
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VYHODNOCENI VYSLEDKU

1. Software LightCycIer® vypocita vysledky na zakladé zméfenych fluorescencnich signall
a vnitfnich vypocetnich algoritm(. Poté software Micro Analysis (MAS) vysledky prezentuje.

2. MAS automaticky provadi cyklus, kontroly a validaci vzorka.

Poznamka: Pro stav cyklu, stav kontrol a stav vzorku (RUN STATUS, CONTROLS STATUS
a SAMPLE STATUS) mohou byt vygenerovany priznaky a poznamky. Obsluha
musi zkontrolovat vSechna pole zpravy MAS, zda se v ni nevyskytuji pfiznaky
nebo poznamky.

3. V pfipadé platného cyklu jsou vysledky interpretovany takto:

Vysledek Vysledek Vvsledek
CH 610 CH 670 XIIRSA Poznamka Interpretace
(MRSA) (IC)
POZITIVNI Vzorek je pozitivni na MRSA
POZITIVNI nebo DETECTED - DNA. Predpoklad nazalni
NEGATIVNI kolonizace MRSA.
Neplatny vysledek. Opakujte
NEGATIVNI | NEGATIVNI INVALID IC not PCR  postup s Cerstvé
detected rozmrazenymi zpracovanymi
vzorky nebo s novymi vzorky.
NOT Vzorek je negativni na MRSA
NEGATIVNI POZITIVNI DETECTED - DNA. Nazalni kolonizace
MRSA je nepravdépodobna.

MAS muze poskytnout daldi poznamky o pozitivni kontrole, negativni kontrole a o vysledku analyzy
vzorku:

Poznamka Interpretace

Amplikony detekovany mimo specifikovany
rozsah MRSA Ty

Amplikony detekovany mimo specifikovany
rozsah IC Ty

Peak(s) outside Target Ty, range

Peak(s) outside IC Ty, range

17



4. MAS m0ze zobrazit nasledujici pfiznaky:

Pf¥iznak Poznamky Interpretace Stav Napravné opatieni
Opakujte experiment.
Invalid File could oo Provedte kontrolu
Bylo aplikovano Run L
macro not be nespravné makro INVALID spravného makra
version loaded P ' v softwaru LightCycIer®
a/nebo MRSA Advanced.
Jestlize se zobrazi dalSi
pfiznaky, podivejte se na
Mozné pficiny jsou napravu pro dany pfiznak.
User uvedeny v provozni Jestlize nejsou zobrazeny
Developed ) prirucce k zafizeni Run Zadné dalSi pfiznaky,
or Modified LightCycIer® 2.0 INVALID opakujte experiment.
Test Method (napf. uprava vychoziho Jestlize se neustale
nastaveni makra). zobrazuje tento pfiznak,
volejte mistni servis
Roche.
i Pouzitelnost soupravy . .
Lysis Kit - LightCycler® Advanced Run Opakujte experiment
expired . . INVALID s neexpirovanymi €inidly.
Lysis vyprsela.
MRSA Test P_ouzﬁelnos(;g testu Run Opakujte experiment
. - LightCycler” MRSA ) e
expired “ INVALID s neexpirovanymi Cinidly.
Advanced vyprsela.
CCoO Soubor kompenzace Prove_dte novy
: . % Run experiment kompenzace
expired on - barvy je starSi nez Sest . .
1 . 7 INVALID barvy a vytvoite novy
YYMMDD meésicu. .
objekt kompenzace barvy.
. Vytvoite novy objekt
INVALID ) S:g\?ktgzzsigﬁ%e Run kompenzace barvy
CCO NAME fvy Je nesp INVALID | a dodrzujte pfitom
pojmenovan. .
konvence tvorby nazvu.
V softwaru LightCycler®
. otevrete plivodni soubor
V modulech analyzy * ix0 @ zvolte Spravny
MULTIPLE ) jsou pouzity rizné Run sbubor kom er?zaceyba
CCO USED soubory kompenzace INVALID Ulost . i N arvy.
barvy. lozte, wlisknéte zpravu
LightCycler™ a jesté jednou
ji exportujte.
V softwaru LightCycler®
, otevrete plivodni soubor
V modulech analyzy * ixo a zvolte Spravny
NO CCO i chybi jeden nebo vice Run sbubor kom egzaceyba
USED souboru kompenzace INVALID . npen arvy.
barvy U]ozte, vytl%kngtg Zpravu
' LightCycler™ a jesté jednou
ji exportujte.
Byla pouzita nespravna Oteviete software
IN\L/é‘gID ) verze softwaru Run LightCycIer® a provedte
LightCycIer® pro danou INVALID kontrolu spravného Cisla
VERSION
proceduru. verze.
Otevrete originalni *.ixo
soubor v softwaru
LightCycler® a opravte
INVALID ) Vychozi hodnoty byly Run vychozi hodnoty dle
BASELINE nedopatfenim zménény. INVALID | tabulky 2. Ulozte,

vytisknéte zpravu
LightCycler™ a jesté
jednou ji exportujte.
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e NC: e Vrozsahu MRSA Ty

Target negativni kontroly
peak(s) detekovan(y)
'N\,/fg"D detected amplikon(y). &‘{;‘Xﬁ'; Viz oddil Kontrola kvality.
e NC: eV negativni kontrole
IC not nebyla detekovana
detected Zadna IC.
PC: PC not Nebyla detekovana Controls . , .
INVALIDPC | yetected cilové sekvence MRSA. | INVALID | Y1z 0ddil Kontrola kvality.
Otevrete originalni *.ixo
Byl zménén vychozi soubor v softwaru
INVALID ) nazev negativni Controls LightCycler™ a zadejte
NC NAME K INVALID | #NCH#. Ulozte, vytisknéte
ontroly. - . ® _ + wyx
zpravu LightCycler™ a jesté
jednou ji exportujte.
Otevrete originalni *.ixo
soubor v softwaru
INVALID PC Byl zménén vychozi Controls LightCycIer® a zadejte
NAME ) nazev pozitivni kontroly. INVALID | #PC#. Ulozte, vytisknéte

zpravu LightCycIer® a jesté
jednou ji exportujte.

"MAS vypise varovani 30 dni pfed expiraci Cinidla.

KONTROLA KVALITY

1. Kazda reakce LightCycIer® MRSA Advanced obsahuje interni kontrolu (IC). IC kontroluje
inhibici vzorku a monitoruje integritu Cinidla.

a.

Vnitfni kontrola (IC)

Vnitfni kontrola musi byt detekovana jako pozitivni u vS8ech MRSA negativnich vzorkd
a také u negativni kontroly (NC). JestliZze je IC negativni u negativniho vzorku, analyza
vzorku neni platna a PCR postup s Cerstvé rozmrazenym zpracovanym vzorkem se
musi opakovat. Jestlize je IC negativni u NC, je neplatny cely cyklus a musi se
opakovat se zmrazenymi nebo novymi vzorky. Jestlize je opakovany cyklus se
zmrazenymi vzorky stale neplatny, kontaktujte mistni zastoupeni spole¢nosti Roche.
Vysledek IC se u MRSA pozitivnich vzorki a u platné pozitivni kontroly ignoruje,
protoze amplifikace MRSA muze s touto kontrolou konkurovat.

S kazdym cyklem se musi analyzovat alespori 1 pozitivni kontrola a 1 negativni kontrola.

Ukolem pozitivni kontroly je monitorovat selhani ¢inidla. Negativni kontrola se pouziva
k detekci Cinidla nebo k detekci kontaminace prostfedi MRSA DNA. Amplifikacni éinidI%
obsahuji enzym, ktery zabrafiuje kontaminaci amplikony MRSA. Software LightCycler
automaticky pfifazuje pozice obou kontrol v zafizeni.

a.

Negativni kontrola (NC)

NC musi byt negativni a jeji vnitfni kontrola musi byt pozitivni. Jestlize NC nespliiuje
tato kritéria, je neplatny cely cyklus a musi se opakovat se zmrazenymi nebo novymi
vzorky. Jestlize je opakovany cyklus stale neplatny, kontaktujte mistni zastoupeni
spole¢nosti Roche.

Pozitivni kontrola (PC)

PC musi byt pozitivni (s vnitfni kontrolou pozitivni, nebo negativni). Jestlize PC
nespliiuje toto kritérium, je neplatny cely cyklus a musi se opakovat se zmrazenymi
nebo novymi vzorky. Jestlize je opakovany cyklus stale neplatny, kontaktujte mistni
zastoupeni spole€nosti Roche.
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3. Software Micro Analysis (MAS) muize vytvaret pfiznaky a poznamky. Obsluha musi
zkontrolovat, zda vytisky neobsahuiji pfiznaky a poznamky a zda byl cyklus platny.

Vysledek Vysledek
Kontrola CH 610 CH 670 Interpretace
(MRSA) (IC)

Cyklus platny, neni

NEGATIVNI POZITIVNI MV
zapotfebi zadna Cinnost
POZITIVNI Cyklus je neplatny,
POZITIVNI nebo analyzuijte nové vzorky
NEGATIVNI
o Cyklus je neplatny, opakujte
Negativni kontrola cyklus se zmrazenymi nebo
novymi vzorky. Jestlize je
NEGATIVNI | NEGaTivi | OPakovany cyklusse
zmrazenymi vzorky stale
neplatny, kontaktujte mistni
zastoupeni spole¢nosti
Roche.
POZITIVNI Cyklus je platny, neni
POZITIVNI nebo zapotrebi zadna Cinnost
NEGATIVNI

Cyklus je neplatny, opakujte
o cyklus se zmraZenymi nebo
Pozitivni kontrola novymi vzorky. Jestlize je

POZITIVNI /
NESATWNI | nebo | o ok aidle
NEGATIVNI y ’

neplatny, kontaktujte mistni
zastoupeni spole¢nosti
Roche.

4. Externi pozitivni kontrola (EPC)

Pozitivni kontrolu MlcroBloLoglcs KWIK-STIK™ MRSA (P/N: 0158MRSA) Ize pouzivat pr% vycvik,
test dovednosti pfi provadéni analyzy a pro externi kontrolu kvality testu LightCycler MRSA
Advanced. V této pozitivni kontrole se pouziva kmen MRSA, typy RE2. Kmeny MRSA, typy RE3
a RE7, je mozné, kdyz jsou Kk dispozici, pouzivat jako pfidavné externi pozitivnl' kontroly
a monitorovat tak primery testu a sondy, které nejsou vtomto testu pfimo kontrolovany. Externi
kontroly se musi pouzivat v souladu s celostatnimi a mistnimi predpisy akreditaCnich organizaci,
podle potfeby. PFi pfipravé tamponu postupujte podle krok( uvedenych v pfibalovém letaku
KWIK-STIK™ ale nevkladejte tampon do kultivaéniho média. Po saturaci tamponu hydratovanym
materialem postupujte podle pokynl uvedenych v pfibalovém letaku pro test LightCycler MRSA
Advanced pro pfipravu vzork( a testovani vytéru.

Poznamka: Do dnesniho dne bylo rozllseno pét typu SCCné ¢ (-V) a bylo pops&ano nékolik
variant téchto typu SCCmec’. Test LightCycler MRSA Advanced je zaloZzen na
vlastnim detekénim systému, ktery dokdzZze detekovat kmeny MRSA s rdznymi
molekularnimi sekvencemi v blizkosti pravé krajni (RE) junkce kazety SCCmec
s genem orfX. Ruzné typy RE, které test nghtCycIer MRSA Advanced detekuje,
se oznacuji jako RE2, RE3 a RE7 (vlastni pojmenovani).

BEZPECNOSTNi OPATRENI PRI PRACI

1. Jak je tomu pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu zasadnim
pozadavkem dodrzovat principy spravné laboratorni praxe.
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PROCEDURALNiI OMEZENI

1.

| kdyZz vzacné, mutace v oblastech bakteridlniho genomu pokryté primery testu LightCycIer®
MRSA Advanced a/nebo sondou testu, mohou vést k selhani detekce bakterie. Vzacné formy
kmen( MS%A, které nesou genetickou variantu kazety SCCmec, mohou pfi analyze testem
LightCycler MRSA Advanced vést k pozitivnim vysledkam.

2. Diky samotnym rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pfed zménou
technologie na jinou provedli korelacni metodické studie ve vlastni laboratofi a stanovili rozdily
mezi technologiemi.

3. Tento test je validovan pouze pro vySetfovani lidskych nazalnich vzorkd.

4. K ziskani spolehlivych vysledku je tfeba dodrzovat pfislusné postupy odbéru, transportu,
skladovani a zpracovani vzorkd.

5. Pfitomnost enzymu AmpErase v reakéni smési LightCycIer® MRSA Advanced snizuje riziko
kontaminace amplikonu. Kontaminaci od MRSA (+) C a klinickych vzorkd Ize ovSem zabranit
pouze dislednym uplathovanim zasad spravné laboratorni praxe a peclivym dodrzovanim
postupu uvedenych v tomto pfibalovém letaku.

6. S timto vyrobkem mohou pracovat pouze proskoleni pracovnici.

7. Tento produkt se smi pouzivat pouze se zafizenim LightCycIer® 2.0.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

Interferujci latky

Latky, které mohou interferovat s detekci MRSA pfi analyze pomoci testu LightCycIer® MRSA
Advanced a potencialné vytvaret neplatné vysledky, zahrnuji krev, nadmérné mnozstvi gelu
s aktivnim uhlim, které se mlze pfenést z transportni zkumavky do zkumavky uréené pro lyzu.

U nasledujicich exogennich latek (viz tabulka 4), coz jsou slozky Iéka proti ucpani nosu a latky
pouzivané k dosazeni uUlevy pfi suché nosni sliznici a/nebo jejimu podrazdéni, se pomoci testu
LightCycIer® MRSA Advanced prokazalo, Ze neinterferuji s detekci MRSA.

Tabulka 4

Exogenni latky testované na interferenci testem LightCycIer® MRSA Advanced
Obchodni nazev Uginna latka
InfectoPyoderm® Mupirocin 20 mg/g (antibiotikum)
Turixin® Mupirocin calcium 21,5 mg/g (antibiotikum)
Nosni mast Bepanthen® Dexpanthenol 50 mg/g (pro vitamin B5)
12h nosni sprej Accumed Oxymetazolin hydrochlorid 0,05% (nazalni dekongestivum)
Otriven® Xylometazoline 0,1 % (nazalni dekongestivum)
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HODNOCENI NEKLINICKYCH FUNKCNICH PARAMETRU
A. Analyticka senzitivita

Analyticka citlivost testu LightCycIer® MRSA Advanced byla stanovena pomoci 3 kment MRSA, které
predstavuiji tfi typy RE, na které je tento test zacilen (prava krajni junkce SCCmec s orfX (RE), typy 2,
3 a 7). Kultury téchto kmenu byly kvantifikovany, nafedény na hodnoty pokryvajici rozsah od 100 do
400 kolonie tvoficich jednotek (CFU) na jeden vytér a absorbované do tamponu, které byly nejdfive
ponofeny do ruznych transportnich médii. VSechna fedéni pobliz hodnoty LOD byla testovana
v replikatech o alespor 60 vzorcich. Detekéni limit ziskany pro kazdy testovany typ kmene a typ

95% intervalem spolehlivosti.

Tabulka 5
Mez detekce (LOD) pro kazdy typ MRSA RE testovany na ruznych typech vytéra
Typy MRSA
Typy vytérd' RE2 RE3 RE7

Transportni medium Liquid Stuart 240 CFU/vytér 140 CFU/vytér 240 CFU/vytér
Cel Amies bez transportnihio 180 CFU/vytér 224 CFUNYt&r 240 CFUNyter
media s aktivnim uhlim

G2 MRS IS TEEiEm 240 CFU/Vtér 224 CFUIVtér 240 CFUIVtér
s aktivnim uhlim

"Viz ,Dal$i potfebny materidl, ktery neni soucéasti dodavky“, kde najdete seznam doporucenych
tamponu a jejich Cisla ¢asti.
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B. Analyticka specificita

Inkluzivita

Pomoci programu podporovaného NIAID/NIH Contract No. HHSN272200700055C bylo ziskano
10 izolatd epidemiologickych klond MRSA (uvedenych v tabulce 6) diky Network on Antimicrobial

Resistance in Staphylococcus aureus (NARSA).

VSechny izolaty byly testem LightCycIer® MRSA Advanced vyhodnoceny pozitivné.

Tabulka 6

Izolaty MRSA predstavujici epidemiologické klony ziskané diky programu
Network on Antimicrobial Resistance in Staphylococcus aureus (NARSA)

ID kmene . .
NARSA Aliasy kmene Druhy Popis
Staphviococcus V USA dominujici nozokomialni
NRS382 USA100; 626 Py infekce PFT znama také jako klon
aureus
New York/Japonsko.
. Staphylococcus Druha nejCastéjsi nozokomialni
NRS383 | USA200; 96758 aureus infekce PFT v USA; klon EMRSA16
NRS482 USA300; Staphylococcus | USA 300, sekvence celého genomu
FPR 3757 aureus
Vicenasobné citliva komunitni MRSA
USA400; MW2; Staphviococcus infekce znama tim, Ze nese geny
NRS123 C1999000459; phy leukocidinu Panton-Valentine a dalSi
aureus i . v
99065 virulentni geny odlisné od
nozokomialnich kmenld MRSA.
NRS385 USA500: 95938 Staphylococcus Nozokomialni MRSA
aureus
USAB00; Staphviococcus Nozokomialni MRSA
NRS22 HIP07930; pagreus u
99758
NRS386 USA700: 1078 Staphylococcus Kme.r? je’ .spojO\’/én s komunitni i nozo-
aureus komialni infekci.
NRS387 USAS800: 1045 Staphylococcus Znam taktéz jako pediatricky klon.
aureus
USA1000; Staphylococcus USA 1000
NRS483 AIS 2006061 aureus
USA1100; Staphylococcus | USA 1100
NRS484 HIP 12899 aureus
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Exkluzivita

Specificita testu LightCycIer® MRSA Advanced byla vyhodnocena testem zkfizené reaktivity na
patogenni mikroorganizmy a na kontaminanty potencialné pfitomné v normalni nazalni mikroflofe.
Testované druhy se skladaly z 6 viralnich, 45 bakterialnich a 2 plisfiovych druh(l. Mikroorganizmy
byly testovany jako kultury v koncentracich 1 000 CFU/reakci nebo jako genomické DNA preparaty
v koncentracich 1000 az 10 000 kopii/reakci. Dale byla testovana lidska DNA v koncentraci
5 ng/reakci. VSechny testované druhy a lidska DNA byly v testu LightCycIer® MRSA Advanced na
MRSA negativni.

Tabulka 7
Druhy testované na zkriZzenou reaktivitu testem LightCycIer® MRSA Advanced

Druhy

Staphylococcus aureus

Haemophilus parainfluenza

Staphylococcus haemolyticus

Chfipka typu A

Staphylococcus epidermidis

Chripka typu B

Staphylococcus lugdunensis

Klebsiella pneumoniae ozeanae

Staphylococcus hominis

Legionella pneumophila

Staphylococcus saprophyticus

Microbacterium testaceum

Staphylococcus sciuri

Micrococcus lutae

Adenovirus

Moraxella catarrhalis

Acinetobacter baumannii

Morganella morganii

Actinobacillus actinomycetemcomitans

Mycobacterium avium

Actinomycetes odontolyticus

Mycoplasma pneumoniae

Aspergillus fumigatus

Mycoplasma salivarium

Bacteroides vulgatus

Neiserria meningitides

Bacteroides uniformis

Parainfluenza 1

Bacteroides fragilis

Parainfluenza 3

Bordetella parapertussis

Peptostreptococcus

Bordetella pertussis

Proteus mirabilis

Bordetella bronchioseptica

Proteus vulgaris

Burkholderia cepacia

Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Pseudomonas putida

Citrobacter freundii

Rhodococcus equi’

Corynebacterium glutamicum

Respiracni syncycialni virus

Eikonella corrodens

Streptococcus pneumoniae

Enterococcus faecium

Streptococcus pyogenes

Escherichia coli

Streptococcus viridans

Haemophilus aphrophilus

Veillonella atypica

Haemophilus influenzae

Lidska DNA

Dale bylo z riznych evropskych klinickych center ziskano 117 izolatu stafylokokd negativnich na
koagulazu rezistentni vici methicilinu, 104 izolatd stafylokok( negativnich na koagulazu senzitivni na
methicilin a 100 izolatd Staphylococcus aureus senzitivnich na methicilin a ty byly testovany
v koncentracich 10e4 az 10e5 CFU/reakci. U zadného z téchto izolatl nebyla testem zjisténa
pozitivita: specificita byla 100%.
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Souprava LightCycIer® Advanced Lysis a

test LightCycIer® MRSA Advanced vyrobila spole€nost:
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jsou obchodni znamky Roche.

ROCHE RESPONSE CENTER je servisni znamka spole€nosti Roche.
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InfectoPyoderm®je obchodni znamka spole¢nosti Infectopharm GmbH.
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