LightCycler® SeptiFast Test M ™"

Pro pouziti se zafizenim LightCycler® 2.0
(sériové cCislo 1415001 a vyssi)

Pro diagnostické pouziti in vitro.

PRO POUZTI S:
LightCycler® SeptiFast Kit M 54 Tests [REH: 04 469 046 001
SeptiFast Lys Kit M®** 100 Tests : 04 404 432 001
SeptiFast Prep Kit M®* 10 Tests : 04 404 459 001
SeptiFast Software Set v2.0 [REH: 05 164 443 001
UCEL PoUZTI

Test LightCycler® SeptiFast M*™* je amplifikaéni test in vitro nukleové kyseliny slouzici k detekci a identifikaci bakterialni a houbové DNA
z mikroorganism( uvedenych v hlavnim seznamu SeptiFast Test Master List (SML) v lidské K-EDTA krvi s pouZitim zafizenf LightCycler® 2.0.
Test je pouzivan spolu s klinickym obrazem, zavedenymi mikrobiologickymi testy a/nebo dal$imi laboratornimi ukazateli jako pomucka pfi
Iécbé pacientt s podezienim na sepsi a dalsi bakterialni/houbové infekce krevniho obéhu.

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Sepse zplsobena pritomnosti bakterii a/nebo hub v krevnim obéhu je povaZzovana za jednu z hlavnich pfi¢in mortality a morbidity
u hospitalizovanych pacientli. Cilena antibioticka terapie a okamzité zapoceti s Iécbou jsou kritickymi faktory pfi snizovani morbidity
a mortality spojené se sepsi.

Cast pacientli na jednotkach intenzivni péée léenych na pocatku neadekvatnimi antibiotiky je znaéna a pohybuje se v rozmezi 11% az
46% (1,2,3). Identifikace bakteridlnich/houbovych patogenu a jejich citlivosti k antibiotikim z hemokultury trva v nemocnicich zpravidla
nejméné 48 hodin (1).

Rychla detekce patogent s pouzitim molekularnich diagnostickych metod muaze usnadnit rychlou diagnézu a léébu bakteriémie a fungémie
a CasnéjSi nasazeni cilené antibiotické terapie. Zarover také snizuje nevhodné naduzivani Sirokospektrych antibiotik (4, 5).

Test LightCycler SeptiFast M“** je vyroben k detekci mikroorganismd, které zplsobuji pfiblizné 90% véech systémovych krevnich infekci (1, 6).
Tento test na rozdil od mikrobiologickych metod, které detekuji jen Zivé mikroorganismy, detekuje Zivé a nezivé mikroorganismy a také volnou
mikrobialni DNA. Cilové druhy jsou uvedeny v hlavnim seznamu SeptiFast Test Master List (SML) v tabulce 1. Tyto druhy jsou pozitivné
detekovany pomoci testu LightCycler® SeptiFast M v pribéhu vnitfnich studii a/nebo Klinickych pokust. Mezi témito druhy jsou i ty, které
jsou nejcasteji Iéceny neadekvatné:  Enterococcus spp.; E.coli; Candida spp; Klebsiella spp(6). Navic pro nékteré cilové druhy z SML je ¢asna
Candida spp., Pseudomonas spp. (6). Je mozné detekovat vice nez jeden druh v jednom vzorku.

Vysledek PCR v reélném ¢ase je dopliiujicim prostfedkem k urychleni ¢asného klinického rozhodnuti.

Tabulka 1: Hlavni seznam SeptiFast Test Master List (SML)

Gram negativni Gram pozitivni Houby
Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans
Klebsiella (pneumoniae/oxytoca) Koagulaza negativni stafylokok' Candida tropicalis
Serratia marcescens Streptococcus pneumoniae Candida parapsilosis
Enterobacter (cloacae/aerogenes) Streptococcus spp.? Candida glabrata
Proteus mirabilis Enterococcus faecium Candida krusei
Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus
Acinetobacter baumannii *

Stenotrophomonas maltophilia

' Koaguléza negativni stafylokoky (druhy, které reprezentuiji skupinu koagulaza negativnich stafylokokd, jsou uvedeny v tabulce &islo 8).
2 Druhy reprezentujici skupinu Streptococcus spp. jsou uvedeny v tabulce gislo 8.
3 Druhy gasto nazyvané A. calcoaceticus - A. baumannii (Acb komplex) nejsou detekovany (8).

0Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachézi na konci tohoto dokumentu.
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PRINCIPY POSTUPU

Test LightCycler® SeptiFast M*™ je zaloZen na 3 hlavnich procesech:

« PFiprava vzorku mechanickou lyzou a ¢isténim DNA.

« Amplifikace cilové DNA pomoci PCR v redlném ¢ase 3 soubéznymi reakcemi (gram-pozitivni bakterie, gram-negativni bakterie,
houby) a detekce specifickymi hybridnimi sondami.

« Analyza vrcholll tani a automaticka tvorba vysledkd.

Priprava vzorku

Mechanicka lyza vzorku je provadéna pomoci soupravy SeptiFast Lys Kit M®™* a pfistroje MagNALyser. S pouzitim soupravy SeptiFast Prep
Kit M®™* je lyzat inkubovany za zvysené teploty spolu s protedzou a chaotropnim pufrem, které uvolriuji nukleovou kyselinu a chrani
uvolnénou DNA od DNA&z obsazenych v krvi. Definovany objem vnitfni kontroly (IC) je aplikovan do kazdého vzorku spolu s lytickym inidlem.
Vnitfni kontrola se sklada z dvoufetézcové DNA, kde zakladni vazebna mista jsou identicka s témi na cilové sekvenci. Vnitfni kontrola
obsahuje unikatni sondu HybPrQbe vazici sekvence, ktera umozni rozlisit amplifikovanou vnitini kontrolu od amplikonu specifického pro
cil. Po prfidani vazebného pufru je smés pfenesena do odstfedivky s vioZzenym sklenénym vidknovym filtrem. Lidska genomova
a bakterialni/houbova cilova DNA se navazi na povrch sklenéného vldkna. Nenavazané substance, jako soli, bilkoviny a ostatni buné¢né
Castice, jsou odstranény dvéma vymyvacimi procesy. Po ukonéeni Eisticich pochodll jsou adsorbované nukleové kyseliny vymyvany za
zvySené teploty. Vymyté nukleové kyseliny jsou predmétem PCR analyzy.

Amplifikace a detekce pomoci PCR v redlném ase

Volba cilové sekvence

Vnitini pfepsana oddélovaci sekvence (ITS) byla vybrana jako cilova oblast pro rozlideni bakteriainich a houbovych druht. Nabizi vy$si
analytickou senzitivitu nez jednoduché kopirovani gent, protoZe existuje nékolik operonti v bakterialnich a houbovych genomech. Dale je ITS
druhové specifictéjsi nez ribozomalni RNA a proto je nejvhodnéjsi pro rozliSeni druhti. Je lokalizovana mezi 16S a 23S ribozomalnich DNA
sekvenci u vSech gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii a mezi 18S a 5,8S ribozomalnich DNA sekvenci u vSech hub.

Amplifikace

Pred amplifikaci pomoci PCR je riziko kontaminace amplikonu snizeno pouzitim enzymu AmpErase (uracil-N-glykosylédza). Tento enzym
rozpozna a katalyzuje rozklad fetézcti DNA obsahujicich deoxyuridin, nikoli vSak DNA obsahujici deoxythymidin. Zpracované vzorky jsou
pridany do amplifikaéni smési obsahuijici Taq polymerazu ,s horkym startem” v kapilarach LightCycler® (100 pl) M®™, v nichZ probiha PCR
amplifikace. Kazdy cil specifického druhu je amplifikovan generickymi nebo specifickymi primery. Smés cilt je souasné amplifikovana
v cinidlovych kontrolach (RC).

Detekce produkti PCR v redlném case pomoci sond HybPr§be

Amplikon je detekovan fluorescenci pomoci specifického paru sond HybPr§be. Tyto fluorescenéné znacené sondy HybPr§be
hybridizuji s vnitfni sekvenci amplifikovaného fragmentu béhem anelaéni faze amplifikaéniho cyklu. Emitovana fluorescence je mérena
pomoci zafizeni LightCycler® 2.0 v jednom ze &tyf riznych detekénich kanald.

Po dokonéeni amplifikace je provedena analyza kfivky tani. Teplota tani Ty, je zavisla na délce, sekvenci a stupni shody mezi sondou a cilovou
DNA. Sondy jsou navrzeny k rozli§eni téch druh( podle jejich Ty, které jsou detekovany v jednom kanalu.

Automaticka identifikace druht a kontrol

Teploty tani (T\) vzorki a kontrol jsou analyzovany uréenym identifikacnim softwarem (SeptiFast Identification Software) a je generovana
zprava. Nizké koncentrace koagulaza negativnich stafylokokd (CoNS) a streptokokd, které odrézi kontaminaci v prabéhu prace, nejsou ve
vysledku zobrazeny.

Je-li vysledek pro Staphylococcus aureus pozitivni, mize byt zvazeno nasledné testovani mecA resistence. Pro detailni informace se prosim
podivejte do pribalového letaku soupravy LightCycler® SeptiFast mecA Kit M™ (P/N: 04 488 814 001).

CINIDLA

SeptiFast Lys Kit M™* P/N: 04 404 432 001 | 100 testd

LM (lyticka matrix) 100 x
sklenéné/keramické kulicky

SeptiFast Prep Kit M*™* P/N: 04 404 459 001 |10 testu

[1] LB (lyticky pufr) 20 x 1500 pl
< 50% guanidin thiokyanat

Pufr Tris-HCI Zdravi $kodlivy
20% Triton X-100

[2] PK (proteindza K) 2 x 850 pl
2% proteinaza K
Glycerol Zdravi kodlivy

[3] BB (vazebny pufr) 10 x 1000 pl
< 50% guanidin thiokyanat

Pufr Tris-HCI Zdravi $kodlivy
20% Triton X-100

[4] IRB (inhibici odstrafiujici pufr) 10 x 1800 pl
< 50% guanidin HCI

Pufr Tris-HCI Zdravi Skodlivy
< 40% ethanol

04822609001-06CS 2 Doc Rev. 6.0



04822609001-06CS

SeptiFast Prep Kit M*™" P/N: 04 404 459 001

10 testt

[5] WB (promyvaci pufr)
< 0,2% chlorid sodny

Pufr Tris-HCI Vysoce hoflavé
< 80% ethanol 4 v

10 x 1600 pl

[6] EB (eluéni pufr)
Pufr Tris-HCI

10 x 400 pl

BET (zkumavky na odbér krve)

1x50

FC (filtracni sloupce)

2x5

LightCycler® SeptiFast Kit M™* P/N: 04 469 046 001

54 testu

[1a] RM 1a (reakéni smés 1a)
3 U/l FastStart Taq polymeraza
< 0,1% enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)

3x27

[1b] RM 1b (reakéni smés 1b)
< 1% Brij

< 0,1% roztok horciku

<0,1% dNTP

Pufr Tris-HCI

3x620 pl

[2] DM G+ (detekéni smés gram-pozitivni)
<0,001% primer, sondy pro G+

< 1% Brij

Pufr Tris-HCI

3x126 pl

[3] DM G- (detekéni smés gram-negativni)
< 0,001% primer, sondy pro G-

< 1% Brij

Pufr Tris-HCI

3x126 pl

[4] DM F (detekéni smés pro houby)
< 0,001% primer, sondy pro F

< 1% Brij

Pufr Tris-HCI

3x126 pl

[5] RC G+ (€inidlova kontrola gram-pozitivni)
< 0,001% kontrolni DNA templat pro G+
EDTA

Pufr Tris-HCI

1 x 330 pl

[6] RC G- (Cinidlova kontrola gram-negativni)
< 0,001% kontrolni DNA templat pro G-
DTA

E
Pufr Tris-HCI

1 x 330 pl

[7] RC F (Cinidlova kontrola pro houby)
< 0,001% kontrolni DNA templat pro F
EDTA

Pufr Tris-HCI

1x 330 pl

[8] IC (vnitfni kontrola)

< 0,001% DNA v procesni kontrole templatu pro G+, G-, F
EDTA

Pufr Tris-HCI

5x100 pl

[9] NC (negativni kontrola)
< 35% polyethylen glykol 10000
Pufr Tris-HCI

10 x 1600 pl

SeptiFast Software Set v2.0 P/N: 05 164 443 001

1x

SeptiFast Identifikacni Software v2.0
SeptiFast Macro v2.0

SeptiFast mecA Macro v1.0
SeptiFast MCC Macro v1.0
SeptiFast Proof Files v2.0
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VAROVANI A BEZPEENOSTNI OPATRENI

Obecna varovani a bezpeénostni opatfeni

Pro diagnostické pouziti in vitro.

Tento test je ur€en pouze pro pouziti s lidskou krvi odebranou do K-EDTA.

Nepipetovat Usty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejist, nepit a nekoutit. Pfi manipulaci se vzorky a ¢inidly ze soupravy noste ochranné rukavice bez

prasku na jedno pouZiti, laboratorni plast’ a prostfedek pro ochranu o&i. Po praci se vzorky a zkuSebnimi ¢inidly si dikladné umyjte ruce.

Nemichejte dohromady ¢inidla z riznych sérii.

Nemichejte ¢inidla z riznych souprav (neplati pro ¢inidla uréené pro pfipravu Master Mix).

Nespotfebovana ¢inidla, odpad a vzorky likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi pfedpisy.

Po uplynuti doby pouzitelnosti jiz soupravu nepouzivejte.

Pravidla bezpecnosti pii praci (MSDS) zasle na vyzadani va$ mistni zastupce spolecnosti Roche.

Se vzorky je tfeba zachazet jako s infekénimi za pouziti bezpeénych laboratornich postupt, které jsou uvedeny v publikaci Biosafety in

Microbiological and Biomedical Laboratories (8) a dokumentu CLSI M29-A (9). Dukladné vycistéte a dezinfikujte vSechny pracovni

povrchy a rukavice pomoci DNA dekontaminacniho ¢inidla (napf. LTK-008™). Ujistéte se, Ze jsou rukavice odolné vi¢i DNA

dekontaminaénimu Cinidlu.

« Pfipraci s jakymkoliv ¢inidlem pouzivejte rukavice na jedno pouziti, pracovni odév a ochranné bryle. Dbejte na to, aby se tyto ¢inidla
nedostaly do styku s pokozZkou, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamzité postizenou oblast omyjte velkym mnozstvim
vody. Pokud by byla tato opatfeni zanedbana, miZze dojit k popaleninam. Jestlize se néktera ¢inidla rozliji nebo rozsypou, rozfedte je
vodou a dosucha vytrete.

« Zabraiite kontaktu lytického pufru (LB) a vazného pufru (BB) s pokoZkou, o¢ima a sliznicemi. Pokud dojde ke styku, okamzité
postiZzenou oblast omyjte velkym mnozstvim vody nebo mize dojit k popaleninam. Rozlita ¢inidla nejprve roziedte vodou a poté
vytfete do sucha. Zabrarite kontaktu LB a BB s roztokem hypochloridu (bélidlo). Tato smés mlize vytvaret vysoce toxicky plyn.

« Pracovni proces musi v laboratofi probihat jednosmérné, od preamplifikacniho prostoru smérem k prostoru poamplifikacnimu
(amplifikace/detekce). Preamplifikacni ¢innosti zahrnuiji pfipravu ¢inidel a pfipravu vzorku. Materialy a vybaveni se museji pfifadit
jednotlivym preamplifikacnim ¢innostem a nesméji se pouzivat k zadnym jinym ¢innostem, ani se nesmeji pfenaset mezi jednotlivymi
vyhrazenymi prostory. Ve v8ech prostorach je nutné nosit rukavice, které se pred opusténim prostoru vyméni. Vybaveni a materialy
pro pfipravu Cinidla se nesméji pouzivat k manipulaci se vzorky a kontrolami, ani pro pipetovani nebo zpracovani amplifikované DNA
¢i jinych zdroju cilové DNA. Poamplifikacni materialy a vybaveni musi vzdy zUstat v poamplifikaénim prostoru.

« Pfitomnost enzymu AmpErase v hlavni smési sniZuje riziko kontaminace amplikonu. Kontaminaci od pozitivnich kontrol a vzork( Ize
ovSem zabranit pouze dislednym uplatriovanim zasad spravné laboratorni praxe a pe¢livym dodrzovanim postupti uvedenych v tomto
pfibalovém letaku.

Specificka varovani a bezpeénostni upozornéni pro pouZiti testu LightCycler® SeptiFast M**

DNA z cilovych organismé LightCycler® SeptiFast M*™ jsou pfitomné v okolnim prostfedi. Aby se predeslo falegné pozitivnim vysledktim
zpusobenym detekci takové DNA z okolniho prostfedi (DNA kontaminace), je nezbytné stanovit pracovni tok bez kontaminujici DNA. Zvlasté
operator muze byt zdrojem DNA kontaminace, protoze lidsk& pokozka a horni cesty dychaci jsou osidlené rGznymi mikroorganismy, které jsou
také cilem testu LightCycler® SeptiFast M*™ [napf. streptokoky a koaguldza negativni stafylokoky (CoNS)]. Nasledujici zasady jsou
doporucené k prevenci kontaminace DNA.

Cinidla a spotfebni material pro test LightCycler® SeptiFast A “*

« Cinidla a spotfebni material testu LightCycler® SeptiFast M* jsou vyvinuty tak, aby minimalizovaly kontaminaci DNA.

« M produkty jsou navrzeny pro vysoce citlivou detekci nukleoveé kyseliny bakterii a hub. Byly vyvinuty patentované vyrobni procesy
ur¢ené pro eliminaci DNA kontaminace, ktera by mohla interferovat s takovymi testy.

* Vyhybejte se zbyte€nému otvirani a zavirani lahvicek s ¢inidly.

Odév a rukavice

« Pouzivejte rukavice bez prasku béhem celého pracovniho postupu.

« Zabrarite expozici kiize, noste rukavice pres rukavy laboratorniho plaste.

« Vyménte rukavice okamzité v pfipadé kontaminace nebo je oSetfete DNA dekontamina¢nim ¢inidlem (napfiklad LTK-008™; rukavice
musi byt proti tomuto €inidlu odolné).

« Nedotykejte se dlanové a prstové ¢asti rukavic pfi jejich natahovani.

Dodrzuijte laminarni proudéni

« Po pfipravé kazdého vzorku oCistéte povrchy pracovniho prostoru v laminarnim proudéni pomoci DNA dekontaminaéniho &inidla.

POZN.: Ujistéte se, Ze vybaveni je odoIné vaéi DNA dekontaminaénimu éinidlu.

« Cistéte vechny povrchy uvnitf laminarniho proudéni v pravidelnych &asovych intervalech (stény, prostory pod spodni deskou,
podlahovou desku).

« Ujistéte se, Ze je laminarni proudéni bez DNA v pfipadé, Ze je vyuzivano vice uzivateli.

« Zapnéte UV svétlo a proud vzduchu minimalné 30 minut pfed zaatkem prace.

« Béhem prace UV svétlo vypnéte.

Péce o PCR pracovni stanici

« Ocistéte povrchy pracovniho prostoru PCR pracovni stanice pomoci DNA dekontaminaéniho ¢inidla po kazdém nastaveni PCR.

« Cistéte vSechny povrchy uvnitt PCR pracovni stanice v pravidelnych ¢asovych intervalech.

« Zapnéte UV svétlo minimalné 30 minut pfed zacatkem prace. Ujistéte se, Ze je pfi praci UV svétlo vypnuto.

POZN.: Vymeénujte UV lampu laminarniho proudéni a PCR pracovni stanice v souladu s pokyny vyrobce.

OSetreni zarizeni a spotfebniho zboZzi

+ Ponechejte specificky spotfebni material a zafizeni pouzivané pfi testu LightCycler® SeptiFast M* v prostoru s laminarnim
proudénim, je-li to mozné.

« Pred zacatkem prace provedte minimalné 30 minutové ozareni vSech predméti pomoci UV zareni.

« Pouzivejte pouze spotfebni material neobsahujici DNA (viz sekce ,Potfebné materidly, jeZ nejsou soucasti dodavky”). Pouzivejte je
pouze jednou.

« Pro zavieni kapilar pouZivejte uzaviraciho nastroje (pokyny pro manipulaci naleznete v provozni pfirucce pro zafizeni LightCycler® 2.0).

«+ V pripadé prasknuti kapilary se podivejte do provozni pFirucky k zafizeni LightCycler® 2.0 (kapitola ,Udrzba®).

DR

e e e o

04822609001-06CS 4 Doc Rev. 6.0



Bezpecnostni opatfeni béhem pipetovani

« Lahvicky s Cinidly, krabicky s pipetovacimi Spickami a kapilarami otevirejte pouze v boxu s laminarnim proudénim.

* Nepouzivejte tytéz pipetovaci $picky a kapilary mimo laminarni proudéni.

« Nedotykejte se okraje a zavitu oteviené lahvicky. Lahvicky se pfi pipetovani dotykejte pod jejim okrajem.

« Nedotykejte se okraje oteviené kapilary.

« Usporadejte si vSechny pfedméty pouzité béhem postupu pod laminarnim proudénim v logickém poradi (zabrarite pipetovani na preskacku).

« Pokud dojde k uniku, dokoncete stavajici pracovni krok a pak pracovni prostor okamzité oSetfete DNA dekontaminacnim ¢inidlem
(napf. LTK-008™).

POZADAVKY NA SKLADOVANI A MANIPULACI

SeptiFast Lys Kit M“**

« Skladuijte pfi teploté 15 az 25 °C.

« Lahvicky otevirejte pouze jednou. Pufr znovu nepouzivejte.
* Nepouzivejte po uplynuti data expirace.

SeptiFast Prep Kit M“**

« Skladuijte pfi teploté 15 az 25 °C (nezmrazuijte ani neskladuijte v lednici).

« Otevrete PK (lahvicka 2) maximalné 3-krat.

« Otevrete dalsi lahvicky jen jednou a znehodnot'te vSechna nepouzita ¢inidla.
« Nepouzivejte ¢inidla z riznych sérii béhem jednoho extrakéniho procesu.

* Nepouzivejte po uplynuti data expirace.

LightCycler® SeptiFast Kit M**

« Skladuijte pfi teploté -15 az -25 °C.

« Uchovavejte v temnu.

« Skladujte hlavni smési Master Mix (smési z [1a], [1b] a [2] nebo [3] nebo [4]) pfi teploté 2 aZ 8 °C maximalné 3 dny.

« Po pouziti skladujte RC pri teploté 2 az 8 °C po dobu maximainé 10 dnt nebo ihned zmrazte pfi teploté -15 az -25 °C po kazdém
pouziti.

» Oteviete RC maximainé 6-krat.

« Otevrete dalsi lahvicky jen jednou a znehodnot'te véechna nepouzita ¢inidla.

« Nepouzivejte ¢inidla z rGznych sérii béhem jednoho PCR cyklu.

« Nepouzivejte po uplynuti data expirace.

DODAVANE MATERIALY

SeptiFast Lys Kit M " P/N: 04 404 432 001 | 100 testu
SeptiFast Prep Kit M P/N: 04 404 459 001 | 10 testt
LightCycler® SeptiFast Kit M P/N: 04 469 046 001 | 54 testu
SeptiFast Software Set v2.0 (jednou) P/N: 05 164 443 001

POTREBNE MATERIALY, JEZNEJSOU SOUCASTI DODAVKY
je moZné zakoupit u spolecnosti Roche

Zatizeni LightCycler® 2.0 a software 4.1 03 531414 001
Kapilary LightCycler® M*™> (100 pl) 03 612 066 001
LC karuselova centrifuga 2.0 03 709 582 001
Zafizeni MagNALyser (230 V) 03 358 976 001
Kompenzaéni souprava LightCycler® Multicolor 04 484 355 001
Chladici blok SeptiFast 04 555 864 001

Muze byt zakoupen od jinych firem

Centrifuga s vychylujicim rotorem pro 15 ml zkumavky s minimalnim | VWR International

pretizenim 4200 G (napf. Eppendorf) 521-0076

* 1 x centrifuga 5810 521-0061

* 2x adaptér (1 par) s dily pro 15 ml zkumavky s konickym dnem. 521-0044

* 1 x vychylujici rotor min. 4200 G

Centrifuga (napf. Eppendorf) VWR International
+ 1x MiniSpin® 521-0012

2 tepelné mixéry (napt. Eppendorf) VWR International
+ 2xtepelny mixér Comfort véetné 460-1112

» Ixtepelny blok na 24 x 2,0 ml zkumavky a 460-1116

» 1Ixtepelny blok na 8 x 15 ml zkumavky 460-1120

Valcovy mixér pro zkumavky/lahvicky (napf. Stuart Scientific) VWR International
* 1x valcovy mixér 445-5210

* 1xspirdla 444-1372
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Zkumavky a $picky bez DNA (napf. M spotiebni materiél, greiner bio-one) | greiner bio-one

+ 5 mlfiltrové Spicky M™* 940525MG

+ 1 ml filtrové Spicky M™** 750289MG

+ 100 pl filtrové Spicky M*** 772289MG

+ 20 plfiltrové Spicky M™* 774289MG

* 1 ml sériové pipety M“** 700371MG

+ 1,5 ml zkumavky M** 616202MG

Zkumavky se Sroubovacim uzavérem 1,5 ml, sterilni Sarstedt
72.692.105 nebo
ekvivalentni

DNA dekontaminacni ¢inidlo (napf. biodelta GmbH) biodelta GmbH

+ souprava LTK-008™ 200-000

Pipeta 1-5 ml (napf. Thermo Life Sciences) VWR International

* 1x Finnpette 1-5 ml 613-2520

Pipeta 10-1000 pl (napf. Eppendorf) VWR International

« 2x reference 100-1000 pl 613-3650

« 2x reference 10-100 pl 613-3649

» 1xreference 2-20 pl (pro mecA pouze zkusebni) 613-3647

Box s laminarnim proudénim (napf. Cleanair) VWR International

+ Skfifika BioSafety EF 4E 135-0055

PCR pracovni stanice (napf. Safety Cabinet Solutions Ltd.) VWR International

» DNA PCR skfifika Biocap Passive 135-6576

Materialy pozitivni kontroly

» Dodavané jinymi spole¢nostmi nebo pfipravené v laboratofi uzivatele

(viz ,Navrh na pfipravu pozitivnich kontrolnich materialda*).

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU
POZN.: Zachéazejte se vzorky a kontrolami jako s potencialné infekénim materialem.
Odbér vzorku

Test LightCycler® SeptiFast M*™" je uzivan pouze pro vzorky s K-EDTA krvi. Krev se odebira do sterilnich zkumavek za pouziti K-EDTA jako
antikoagulacia.

Preprava a uchovavani vzorkd

Pfi prepravé piné krve je tfeba dodrzovat celostatni resp. mistni pfedpisy o prepravé etiologickych agens (10). PIna krev musi byt
pfepravovana/uchovavana pfi teploté -15 az -25 °C nebo pfi teploté 2 az 8 °C po dobu maximalné 3 dnd nebo pfi teploté 15 az 25°C po dobu
4 hodin.

Stabilita eluatt

Pripravené vzorky pouzijte ihned po purifikaci DNA. Uchovejte jednu alikvotni ¢ast k pfipravé dodate¢ného mecA testu, bude-li to nutné (vice
detailti je uvedeno v soupravé LightCycler® SeptiFast mecA Kit M®™). Eluaty je mozné uchovavat pfi teploté -15 az -25 °C maximalné 30 dnu
nebo pfi 2 az 8 °C po dobu maximalné 8 dnti nebo pii teploté 15 az 25 °C po dobu 4 hodin.

NAVOD K POUZTI
Nastaveni zafizeni LightCycler® 2.0 a pracovni stanice PCR

Kompenzace barvy
Prehled: Objekty kompenzace barvy (CCO) jsou vytvafeny na zafizeni LightCycler® 2.0 pomoci soupravy pro kompenzaci vice barev
(Multicolor Compensation Set). Pfed pouzitim musi byt kvalifikovany objekty CCO.

Priprava Vicebarevného kompenzaéniho experimentu

« Pouziti soupravy LightCycler® Multicolor Compensation Set (P/N: 04 484 355 001).
« Pouzijte eluéni pufr (EB, lahvicka 6 ze soupravy SeptiFast Prep Kit M“*) (P/N: 04 404 459 001).
POZN.: Celkem je zapotiebi 70 ul eluéniho pufru. Lze pouzit zbyly eluéni pufr (EB, lahviéka 6 ze soupravy SeptiFast Prep Kit M®*).
Zbyly eluéni pufr musi byt skladovan pfi teploté -15 az -25 °C a je pouzitelny po dobu az 6 mésicu.
1. Vezméte jednu lahvicku eluéniho pufru (EB, lahvicka 6 ze soupravy SeptiFast Prep Kit M),
2. Rozmrazte véechny lahvicky kromé lahvigky 1 (CCB) soupravy LightCycler® Multicolor Compensation (MCC) Set, jemné promichejte
a kratce odstredte.
3. Umistéte Sest kapilar LightCycler® (20 ul) do pozic 1 aZ 6 karuselu na vzorky LightCycler®.
4. Pripravte roztok CC530 1:6 (lahvitka 2, souprava LightCycler® MCC) s eluénim pufrem (EB, lahvi¢ka 6 ze soupravy SeptiFast Prep Kit):
* Napipetujte 50 pl eluéniho pufru (lahvicka 6, soupravy SeptiFast Prep Kit M“*) do sterilni zkumavky se Sroubovacim uzavérem
o objemu 1,5 ml a pfidejte 10 pl CC530 (lahvicka 2). Jemné promichejte a kratce odstredte.
5. Napipetujte 20 pl kazdé soucasti do samostatnych kapilar v nasledujicim poradi:
Poloha rotoru 1: eluéni pufr (lahvicka 6, SeptiFast Prep Kit M)
Poloha rotoru 2: CC530 (fedény, lahvicka 2)
Poloha rotoru 3: CC610 (lahvicka 3)
Poloha rotoru 4: CC640 (lahvicka 4)
Poloha rotoru 5: CC670 (lahvicka 5)
Poloha rotoru 6: CC705 (lahvi¢ka 6)
POZN.: Nezmen$ujte objem. Neméite pofadi kapilér v karuselu na vzorky LightCycler®.

DR
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6. Kapilary zazatkujte. Odstfedte pomoci LC karuselové centrifugy 2.0 a premistéte karusel na vzorky LightCycler® do zafizeni
LightCycler® 2.0.

Zapnéte a ulozte cyklus kompenzace barvy (CCR)

Pro instalaci a pouziti makra SeptiFast MCC_Macro_v1.0 nebo vy$i se prosim podivejte do pFirugky pro obsluhu A k zafizeni LightCycler®
2.0, kapitola “Spousténi makra Roche”.
POZN.: NepouZivejte pole <assay lot number> v pravodci makrem. Alternativné mizZete vlozit informace o &islu Sarze (lot number)
do pfisludného pole editoru vzorku.

1. UloZte cyklus (napf. s nasledujicim nazvem: SeptiFast. CCR_RRMMDD-xx, RR = rok, MM = mésic, DD = den, xx = ¢islo cyklu).

2. Po dokonéeni cyklu je automaticky vytvorena zprava.

3. Vytisknéte zpravu a uchovejte jeji vytisk.
Ovéreni cyklu:
« Je-li zprava soupravy LightCycler® Multicolor Compensation Set oznagena zalozkou <User Developed or Modified Test Method>, je

cyklus MCC neplatny. Cyklus opakuijte.

Vytvareni CC objektu (CCO)

1. Aktivujte modul analyzy kompenzace barev a stisknéte tlacitko <save CC object>.
2. Aby software SeptiFast Identification Software (SIS) nemél problémy s identifikaci, je konvence pii tvorbé nazvu objektu kompenzace barvy
(CCO) nasledujici: SeptiFast_ CCO_RRMMDD-xx (RR = rok, MM = mésic, DD = den, xx = &islo cyklu, napr. SeptiFast_CCO_050313-01).
POZN.: Objekt CC musi byt kvalifikovan pfed pouZitim se soupravou LightCycler® SeptiFast Kit M®* nebo LightCycler® SeptiFast
mecA Test M™,

Provedte experiment testu LightCycler® SeptiFast pro kvalifikaci CCO

Kvalifikace nového objektu CCO vyzaduje provedeni cyklu testu LightCycler® SeptiFast s jednou kontrolou RC a jednou NC splfiujici kritéria
pro prijeti uvedena v "Kontrolnim seznamu kvalifikace CCO - &ast 1". Doporucuje se provést samostatny experiment testu LightCycler®
SeptiFast zahmuijici kontroly RC a 5 NC tak, aby jedna NC mohla byt vybrana pro kvalifikaci CCO.

POZN.: Jestlize je jiZ k dispozici platny cyklus testu LightCycler® SeptiFast Test, ktery spliiuje kritéria SIS za zafizeni LightCycler’
2.0, je zde moznost pokraéovat dle &asti "Vyberte platny cyklus testu LightCycler® SeptiFast Test pro kvalifikaci CCO".

« Pouzijte lyzaéni soupravu SeptiFast Lys Kit M*™* (P/N: 04 404 432 001).

« Pouzijte soupravu SeptiFast Prep Kit M (P/N: 04 404 459 001).

+  Pouzijte soupravu LightCycler® SeptiFast Kit M®™* (P/N: 04 469 046 001).

« Pouzijte Sablonu "Kontrolni seznam kvalifikace CCO - ¢ast 1" (poskytnuty v této kapitole).

1. Provedte experiment testu LightCycler® SeptiFast Test s provedenim celého pracovniho postupu (véetn& pripravy vzorkii a PCR).
Experiment zahrnuje kontroly RC a NC pro 3 testy. Doporucuje se pouZit 4 dalSi negativni kontroly (NC) jako vzorky 1 az 4.

POZN.: Pro detailni popis pFipravy vzorka a kontrol, pFipravy éinidel, pfipravy PCR a plnéni a ovladani zafizeni LightCycler® 2.0, se
prosim podivejte do pfislusnych €asti v tomto pFibalovém letaku.

POZN.: UloZte cyklus s ndzvem umoziujicim jednoznaénou identifikaci (nap¥. SeptiFast_ CCR_RRMMDD-xx, RR = rok, MM = mésic,
DD =den, xx = €islo cyklu).

2. Provedte analyzu cyklu dle popisu uvedeného v ¢asti "Detekce vrcholu a automaticka identifikace druhd" zakonéenou vytisknutim zpravy
identifikacniho software SeptiFast (SIS).

3. Vypliite "Kontrolni seznam kvalifikace CCO - ¢ast 1" pro vyhodnoceni vysledkl pro FLAGS a COMMENTS v RUN FLAGS nebo ASSAY
FLAGS a vysledcich v ramecku Specimen pro 4 vzorky-negativni kontroly uvedené ve zpravé SIS. Tento kontrolni seznam musi byt pouzit
pro dokumentaci.

4. Prejdéte zpét k cyklu testu LightCycler® SeptiFast a vyhodnotte parametry Abs Quant modules [G(+) 610 and 640] podle "Kontrolniho
seznamu CCO - ¢asti 1". Tento kontrolni seznam musi byt pouzit pro dokumentaci. Zaénéte s modulem Abs Quant G(+) 610. Postupuijte
dle pokyn(i nize také pro modul Abs Quant G(+) 640.

+ Nalistujte modul analyzy [Abs Quant G(+) 610 Module] a kliknéte na néj.
» Zvétsete okno analyzy kliknutim na listu pro manipulaci.
« Zkontrolujte pocet kopii (CP).

®

Zadejte A (Ano) nebo N (Ne) do sloupce "CP nebo CP in []" v zavislosti na vysledku.
Dokongete svou dokumentaci vytisknutim obrazovky vysledkd analyzy softwaru LightCycler® (vyberte <print window> z nabidky
File). Vytisténou kopii vysledkl si rr\vjsite uschovat. Potvrdte tento krok pomoci zatrzitka v "Kontrolnim seznamu kvalifikace CCO
- ¢ast 1" ve sloupci "Print Window V ".
5. Zkontrolujte, zda jsou splnéna kritéria pro pfijeti dle "Kontrolniho seznamu CCO - ¢ast 1".
6. Zvolte jednu z negativnich kontrol (NC) bez CP a pokracuijte kapitolou "Kvalifikace objektu CC (CCO)".
POZN.: Cyklus testu LightCycler® SeptiFast Test, ktery splfiuje viechna kritéria pro pfijeti, je moZné pouZit jako soubor LightCycler®
SeptiFast.ixo pro v8echny dalsi kvalifikace CCO. Cyklus testu LightCycler® SeptiFast Test, ktery nesplfiuje veSkera kritéria pro
pfijeti, nesmi byt pouZit pro kvalifikaci CCO. V takovém pfipadé zopakujte experiment testu LightCycler® SeptiFast Test s (plné
novymi negativnimi kontrolami (NC).

04822609001-06CS 7 Doc Rev. 6.0



Kontrolni seznam kvalifikace CCO - &ast 1 (Kontrola cyklu testu LightCycler® SeptiFast Test a vybér jedné NC)
Pro Ucely dokumentace se doporucuje zkopirovat tento kontrolni seznam.

Operator’s Name / Date:

LightCycler® SeptiFast Test run (*.ixo-file):

Viz ¢ast "Provedte experiment testu Ll%lt(.‘,ycler® SeptiFast Test pro kvalifikaci CCO" krok 2 a 3:
+ Analyzuijte cyklus testu LightCycler® SeptiFast Test.

+ Exportujte cyklus testu LightCycler® SeptiFast Test do SIS.

* Vyhodnotte vysledky pro FLAGS nebo COMMENTS ve sloupcich Run Flags a Assay Flags zpravy SIS.

Run Flags Assay Flags
(AIN) (AIN)

Kritéria pro piijeti 1: "Ne (N)" ve sloupci Run Flags a Assay Flags.
POZN.: V prlpade Ze se ve sloupci Run Flags nebo Assay Flags vyskytuje "ANO (A)", zopakujte pracovni postup testu
LightCycler® SeptiFast Test s iplné novymi NC.

+ Vyhodnotte vysledky v ramegku Specimen zpravy SIS pro 4 vzorky-NC (plati pouze pro vyhrazeny cyklus testu LightCycler®
SeptiFast Test se 4 vzorky-NC).

Kritéria pro piijeti 2: "@: no analyte detected" ve sloupci s vysledky pro vzorky-NC.
POZN.: Vzorky-NC s detekovanym analytem nesmi byt pouzity pro dal$i analyzu.

Print SIS
Report
\/

» Vytisknéte si zpravu SIS pro Gcely dokumentace.

Viz ¢ast "Provedte experiment testu nghtCycIer® SeptiFast Test pro kvalifikaci CCO" krok 4 az 6:
+  Prejdéte zpét k cyklu testu LightCycler® SeptiFast Test pro analyzu obou moduld Abs Quant [G(+) 610 a 640].

CPnebo CPin[]
(AIN)
Vzorek
Abs Quant Abs Quant
G(+) 610 G(+) 640
#NC#
Plati pouze pro vyhrazeny cyklus testu LightCycler® SeptiFast
s 4 vzorky-NC:
Vzorek 1-NC
Vzorek 2-NC
Vzorek 3-NC
Vzorek 4-NC
Print Window Print Window
640

Kritéria Qro prijeti 3: "Ne (N)" ve sloupci "CP nebo CP in []" pro oba moduly Abs Quant G(+) 610 a Abs Quant G(+) 640 u alespori
jedné N

POZN.: Pokud 7adna NC nesplfuje tato kritéria pro pfijeti, zopakujte pracovni postup testu LightCycler® SeptiFast Test s Uplné
novymi negativnimi kontrolami (NC).

Kritéria pro pfijeti 1, 2 a 3 spInéna:

ANO NE

Cyklus muze byt pouZzit pro Cyklus nemuze byt pouZit pro
kvalifikaci CCO kvalifikaci CCO

NC zvolena pro kvalifikaci (ndzev vzorku):
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Vyberte platny cyklus testu LightCycler® SeptiFast pro kvalifikaci CCO

Nebo viz &ast "Provedte experiment testu LightCycler® SeptiFast pro kvalifikaci CCO". Plati pouze pokud je jiz k dispozici platny cyklus testu

LightCycler® SeptiFast, ktery splfiuje kritéria platnosti popsana v &asti "Provedte experiment testu LightCycler® SeptiFast pro kvalifikaci CCO"

na zatizeni LightCycler® 2.0.

« Pouzijte $ablonu "Kontrolni seznam kvalifikace CCO - &ast 1" (poskytnuty v &asti "Provedte experiment testu LightCycler® SeptiFast
Test pro kvalifikaci CCO").

1. Vyberte dfive provedeny platny cyklus testu LightCycler® SeptiFast. Tento cyklus by mé&l byt potvrzen jako platny v pfislu$né zpravé SIS.
2. Pouzijte novy CCO u platného cyklu testu LightCycler® SeptiFast:

« Otevrete vybrany platny soubor testu LightCycler® SeptiFast Test. Oteviete modul cyklu.

* Vyberte novy objekt CCO z nabidky <Color Compensation (On)> nasledujicim postupem (viz obrazek 1):

« Kiliknéte na <Color Compensation (On)>.

« Kliknéte na <Select Color Compensation...>.

Obr. 1: Pouziti CCO

Charrel 515 = Color Compernaton (0l |+ Progam 1) = -1

ek A P4 ccupn o, il o1 0,610 60,6081 |
| [

1

| Bl 1
« Otevie se dialogové okno (<Select Object>). Najdéte a vyberte novy objekt CCO. Kliknéte na <OK>. Otevie se dalsi dialogové
okno (<Color Compensation Channels>). Neaktivujte Zadny z kanall. Kliknéte na <OK>.
» Pokracuijte stejnym zpsobem pro vSech 12 Tm vyvolavacich (Calling) modulti (3 testy, 4 kanaly) a 2 moduly absolutni
kvantifikace (Absolute Quantification).
3. Provedte analyzu cyklu LightCycler® SeptiFast podle popisu uvedeného v &asti "Provedte experiment testu LightCycler® SeptiFast pro
kvalifikaci CCO", v krocich 2 a 3.
4. Vyhodnotte oba moduly Abs Quant [G(+) 610 a 640] dle popisu v &asti "Provedte experiment testu LightCycler® SeptiFast pro kvalifikaci
CCO", kroky 4 az 6.
5. Ulozte cyklus s nové pouzitym objektem CCO. Otevie se dialogové okno (<Change Log>). Zadejte divod pro zmény (napf. nové
pouzity CCO).

Kvalifikace objektu CC (CCO)

1. Oteviete vyhrazeny soubor testu LightCycler® SeptiFast.

2. Kuvalifikujte CCO pouzitim vybrané NC (viz "Kontrolni seznam kvalifikace CCO - ¢ast 1").

3. Vyhodnotte vSechny Ty, vyvolavaci (Calling) moduly podle "Kontrolniho seznamu kvalifikace CCO - ¢ast 2". Tento kontrolni seznam musi
byt pouzit pro dokumentaci. Postupuijte dle pokynu nize pro vSechny vyvolavaci moduly Ty, (Calling modules) a cilové rozsahy T, (Target
Ranges). Za¢néte vyvolavacim modulem T\, G(+) 640:

« Kliknéte na modul analyzy [napf. TM Calling G(+) 640].
« Aktivujte zvolenou NC spolu s #RC# pro ziskani pfehledu. (Automatické nastaveni stupnice se upravi dle nejvy$$iho vrcholu.)
« Upravte zakladni linii pomoci prislusnych hodnot "CCO kvalifikacni zakladni linie" uvedenych v "Kontrolnim seznamu kvalifikace
CCO - ¢ast 2" ve sloupci "CCO kvalifikacni zakladni linie" (viz obr. 2).
POZN.: Kazdy cilovy rozsah Ty vyZaduje nové a rozdilné nastaveni zakladni linie pro kontrolu NC.
+ Aktivujte pouze vybrané NC (viz obr. 3). Automatické nastaveni stupnice se upravi dle fluorescence pozadi NC. Zakladni linie
nemusi byt nadale viditelna.

Obrazek 2: Kfivky tani pro RC a NC (Pfehled)
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Obrézek 3: Obrazovka vysledka analyzy softwaru LightCycler® pro NC

\ CCO kvalifikaéni zakladn{

linie

Cilovy rozsah Ty,

*  Vyberte dva sloupce Ty pro oznaceni dolnich a hornich hodnot pro cilovy rozsah Ty,. Viz "Kontrolni seznam kvalifikace CCO -
¢ast 2", sloupec "Cilovy rozsah T\," pro upravu hodnot v oknech sloupce Tm.
. Zkontroluﬁe maximalni vysku fluorescence vybrané NC v ramci "Cilového rozsahu T\,".
*  Zadejte A (Ano) nebo N (Ne) do sloupce "Maximalni vyska fluorescence pod CCO-kvalifikaéni zakladni linii" v zavislosti na
vysledku.
. Dyokoncete svou dokumentaci vytisknutim obrazovky vysledku analyzy softwaru nghtCycIer® (vyberte <print window> z nabidky
File). Vytisténou kopu vysledku si \/usne uschovat. Potvrdte tento krok pomoci zatrzitka v "Kontrolnim seznamu kvalifikace CCO
- ¢ast 2" ve sloupci "Print Window
4. Opakuijte krok 3 dokud v8echny cilové rozsahy Ty, u vSech vyvolavacich modult Ty, uvedenych v "Kontrolnim seznamu kvalifikace CCO -
¢ast 2" nejsou analyzovany a zdokumentovany vypInénim kontrolnich seznamu a vyti§ténim zpravy.
5. Zkontrolujte, zda jsou spinéna kritéria pro pfijeti dle "Kontrolniho seznamu CCO - ¢ast 2".
CCO, ktery spliiuje kritéria pro pfijeti, je platny a muaze byt pouZit po dobu Sesti mésica.
Novy cyklus kompenzace barvy a kvalifikace musi byt proveden kazdych 6 mésicu.
Reseni potizi.
Pokud kritéria pro pfijeti uvedena v "Kontrolnim seznamu kvalifikace CCO - ¢ast 2" nejsou splnéna, CCO neni platny a nelze jej pouzit.
Experiment MCC musi byt zopakovan a musi byt provedena nova kvalifikace CCO pro novy objekt CCO. Jestlize se kvalifikace CCO nezdafi
u tfetiho CCO, kontaktujte své mistni zastoupeni firmy Roche.
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Kontrolni seznam kvalifikace CCO - ¢ast 2
Pro ucely dokumentace se doporucuje zkopirovat tento kontrolni seznam.

Operator’s Name / Date:

Cyklus testu LightCycler® SeptiFast Test (soubor *.ixo) pouZity pro kvalifikaci CCO:

NC zvolena pro kvalifikaci (ndzev vzorku):

CCO (soubor *.ix0):

Viz ¢ast "Kvalifikace objektu CC (CCO)", kroky 1 az 4:
+ Kvalifikujte CCO s pouzitim vybrané NC.

Maximalni vyska
S e o o fluorescence pod : .
Viyvolavaci modul CCO kvalifika€ni - [Ptdicote Print Window

T,/ (Calling Module) Vzorek zakladni linie Cllovyrozsah Ty | CCOKvalifikacni N

| NC 0,029 49,03 - 56,04
Tw Calling G(+) 640 NC 0,037 59,07 — 63,07
T, Calling G(+) 670 | NC | 0,061 | 49,32 - 53,42 | |
Ty Calling G(+) 705 | NC | 0,031 | 60,33 — 64,33 | |

i NC 0,039 55,48 — 62,37
Ty, Calling G(-) 640

NC 0,004 63,81 — 68,06

i NC 0,256 48,88 — 53,38
T Calling G) 670 NC 0,223 55,50 — 60,00
Ty Calling F 670 | NC 0,107 49,51 - 53,51

Kritéria pro pfijeti: "ANO (A)" ve sloupci "Maximalni vyska fluorescence pod CCO-kvalifikaéni zakladni linii* u vSech vyvolavacich
moduld Ty, (Calling Modules) a CCO-kvalifikaénich zakladnich linii u vybrané NC.

ANO NE
CCO je platny alze jej pouZzit CCO nesmi byt pouzit.
po dobu Sesti mésicu. Viz €ast ReSeni potizi.
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Instalace softwaru SeptiFast Identification Software v2.0 (SIS):
Pro instalaci aktualizaci ovéfte, jsou-li dodate¢né informace dodavany s produktem.

1. Prihlaste se do systému LightCycler® jako administrator.
2. Vlozte CD se softwarem soupravy SeptiFast do mechaniky CD v datové stanici LightCycler®.

POZN.: JestliZze se nastaveni programu nespusti automaticky, spustte instalaci SIS ruéné kliknutim na soubor setup.exe, ktery se
nachazi na CD SeptiFast Software Set.

3. P¥i prvni instalaci: Nemate-li nainstalovan Microsoft NET 1.1, budete vyzvani provést instalaci na zagatku nastaveni SIS. Microsoft
NET 1.1 musi byt instalovan, jinak SIS nebude pracovat spravné.

4. Stisknéte <OK> k zapoceti instalace SIS, poté pokracuijte dle privodce instalaci.

5. Zvolte <just me>, bude-li s datovou stanici LightCycler® pracovat pouze jeden uZivatel, zvolte <everyone>, bude-li s datovou stanici
LightCycler® pracovat vice nez jeden uZivatel.

6. Potvrdte okno <Setup succeeded> tlacitkem <OK> (SIS muze byt poté spustén na pocitaci pfes jeho ikonu).

7. Datova slozka pro soubory *.ixo: <C:\Export to SIS> je proveden automaticky.

Test spravnosti instalace SIS (test s LightCycler® SeptiFast M*™~a LightCycler® SeptiFast mecA Kit M*J:

1. V8echny dukazni soubory jsou automaticky kopirovany z SeptiFast Software Set CD do slozky <C:\Export to SIS>.

2. Kliknéte dvakrat na ikonu SIS na plo$e a stisknéte <Start>.

. Zvolte dikazni soubor z <C:\Export to SIS> (SeptiFast Proof v2.0.ixo nebo z SeptiFast mecA Proof v2.0).

. Zvolte ,NO* pro rozhodnuti, zda zprava LightCycler® obsahuje pFiznak <User Developed or Modified Test Method>.

Soubor bude analyzovan automaticky a data budou zobrazena.

Zpravu vytisknéte.

Otevrete a vytisknéte souvisejici pdf soubory (SeptiFast Proof v2.0.pdf nebo SeptiFast mecA Proof v2.0.pdf).

Tisténa zprava a tiStény proof.pdf si musi navzajem odpovidat. Pokud ne, kontaktujte prosim svého mistniho zastupce spole¢nosti Roche.
. Postup 3-8 opakujte s druhym dikaznim souborem.

©CENO O AW

Odinstalovani SIS:

1. Prihlaste se do systému LightCycler® jako administrator.

2. Kiiknéte na <Start> na ukolové li§té datové stanice LightCycler®.

3. Zvolte <Settings - Control Panel - Add/Remove Programs>.

4. Zobrazi se seznam aktualné instalovanych program, kliknéte na <SIS>.
5. Zvolte <Remove> a potvrdte tento pfikaz pomoci <Yes>.

Instalace maker pro SeptiFast:

1. Instalace maker z CD SeptiFast Software Set v2.0.
2. Pro instalaci makra pouzijte prosim provozni priru¢ku pro zafizeni LightCycler® 2.0 (,pro in vitro diagnostické pouziti“).

Pripravte box s laminarnim proudénim a PCR pracovni stanici

. Dukladné vycistéte a dekontaminujte box s laminarnim proudénim a PCR pracovni stanici (napf. pomoci LTK-008™).

. Zapnéte na dobu nejméné 30 minut: UV svétlo a proud vzduchu v boxu s laminarnim proudénim, UV svétlo v PCR pracovni stanici.

. Béhem prace UV svétlo vypnéte.

. Otevfete soupravu LightCycler® SeptiFast Kit M a vyjméte:

« 1 lahvicku s vnitfni kontrolou a 1 lahvi¢ku s negativni kontrolou a nechte je roztat pfi teploté 2 az 8 °C ve stojanu na pfipravu vzorki (neni
soucasti dodavky).

« 1 lahvicku RM 1a, RM 1b, DM G+, DM G-, DM F, RC G+, RC G-, RC F a nechte je roztat v SeptiFast chladici skfini pfi teploté 2 az 8 °C

béhem pripravy vzorku.

Zapnéte: Tepelny mixér 1 (pro 15 ml zkumavky) a nastavte na teplotu 56 °C, tepelny mixér 2 (pro 2,0 ml zkumavky) a nastavte na

teplotu 70 °C.

Umistéte dostatecné mnozstvi lahvicek s EB (1 lahvicka na jeden vzorek/NC) do tepelného mixéru 2 (70°C).

Umistéte zkumavky s krvi nebo lahvi¢ky se vzorky do lahvového valce a michejte po dobu 30 minut. Zpracujte okamzité.

1
2
3
4

N o

|

Ptiprava vzorku a kontrol
POZN.: Provedte vSechny pracovni postupy v boxu s laminarnim proudénim.
Navrh na pfipravu materialu pozitivni kontroly

Jakmile je zapo¢at postup pfipravy vzorku, je tfeba vSechny kroky dokonéit.

Material pozitivni kontroly je mozné zakoupit u jinych spolecnosti.

Je-li pfiprava provadéna v laboratofi uzivatele, je tfeba vybrat dobre charakterizované klinické izolaty podle misti prevalence a klinického
vyznamu. Tyto izolované kolonie maji byt resuspendovany a jehlou aplikovany do negativni krve az do koncentrace cca 300 CFU/m.

Pro pozitivni kontrolu ATCC materialu 33592 muZe byt pouzit methicilin resistentni S. aureus, ktery umozZriuje uZiti eluatu jako pozitivni
kontroly pro LightCycler® SeptiFast Test M™ a také LightCycler® SeptiFast mecA Kit M™* (P/N: 04 488 814 001).

Kmen byl kultivovan po dobu 18-24 hodin pfi teploté 28 az 37 °C na krevnim agaru (5% ov¢i krev) a resuspendovana v pufru do

0,5 McFarland (~1,5 x 108 CFU/ml). Tato suspenze je jehlou pfenesena do negativni krve s konecénou koncentraci 300 CFU/m.
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Protokol pred lyzou s pomoci soupravy SeptiFast Lys Kit
POZN.: Pozorné si prectéte provozni pfiruéku k pfistroji MagNALyser.
1. Pouzijte 1 vhodné oznacené lahvicky s LM pro kazdy vzorek nebo negativni kontrolu.
2. Otevrete lahvicku a pfeneste 1500 pl vzorku krve nebo negativni kontroly.
3. Zkumavku pevné uzavrete.
POZN.: Neoznaéujte zkumavky na povrch uzaveéru.
4. Predlyzujte vzorky v pfistroji MagNALyser po dobu 70 sekund pfi 7000 ot./min.
5. Ponechte lahvicky stat mimo zafizeni po dobu 10 minut. Necentrifugujte!

Priprava vzorku pomoci soupravy SeptiFast Prep Kit A4 “
POZN.: VSechny éinidla by mély byt €iré roztoky. DoSlo-li k vytvorfeni sedliny, zahfejte roztok (maximéalné do 37 °C). Jemné tfepejte,
dokud se sedlina nerozpusti.
1. Pridejte 150 pl PK do BET 1.
. Pridejte 1 ml pfedlyzovaného vzorku nebo NC do BET 1. Vyvarujte se pipetovani pevné lytické matrix nebo pény.
. Uzavfete a kratce rozvirte.
. Pridejte 10 pl vnitfni kontroly (IC). Pouzivejte novou $picku pipety pro kazdy vzorek nebo negativni kontrolu (NC).
. Pridejte obsah 2 lahvi¢ek LB, uzaviete a ihned dokonale rozvifte.
. Inkubujte po dobu 15 minut pfi teploté 56 °C za jemného michani (napf. 500 ot./min. pomoci tepelného mixéru Eppendorf).
POZN.: VeSkera tekutina v BET 1 musi byt pfekryta inkubaénim prostiedkem.
7. Pridejte obsah 1 lahvicky BB, uzavfete a rozvirte.
8. Umistéte FC na BET 2. Nedotykejte se vnitfni strany nebo vystupu FC.
9. Pipetujte polovinu vzorku pfipravené smési z BET 1 na filtr FC (pfiblizné 2,7 ml).
10. Uzavrete a umistéte do odstfedivky sestavy BET 2-FC na 1 minutu pfi 1900 G.
11. Pipetujte zbytek vzorku pfipravené smési z BET 1 na filtr FC (pfiblizné 2,7 ml). Pouzivejte novou $picku pipety pro kazdy vzorek nebo
negativni kontrolu (NC).
12. Uzavfete a umistéte do odstfedivky sestavy BET 2-FC na 3 minuty pfi 1900 G.
13. Umistéte FC na BET 3. Znehodnot'te BET 2 promytim.
14. Pridejte obsah jedné lahvicky IRB na filtr FC v BET 3.
15. Uzavrete a umistéte do odstfedivky sestavy BET 3-FC na 2 minuty pfi 4200 G.
16. Pridejte obsah jedné lahvicky WB na filtr FC v BET 3.
17. Uzavfete a umistéte do odstredivky sestavy BET 3-FC na 10 minut pfi 4200 G.
18. Umistéte FC na BET 4. Znehodnot'te BET 3 promytim.
19. Umistéte BET 4 do odstredivky na 1 minutu pfi 4200 G.
20. Umistéte FC na BET 5. Znehodnot'te BET 4.
21. Pipetujte 300 pl pfedehiaté EB (70 °C) na stfed FC.
22. Uzavrete a inkubuijte po dobu 5 minut pfi pokojové teploté.
23. Centrifugujte zkumavky 2 minuty pfi 4200 G.
24. Znehodnot'te FC. Pfeneste eluat do 1,5 ml lahviek (napf. sérovou pipetou od greiner bio-one). Zabrarite styku se sténami zkumavky.

OB WN

Pfiprava &inidla pomoci soupravy LightCycler® SeptiFast Kit M**
POZN.: Doporuéujeme provadét vSechny manipulaéni postupy v PCR pracovni stanici oddélené od mista pfipravy vzorku.
1. Odstrarite SeptiFast chladici blok s lahvickami s cinidlem z lednice, dekontaminujte DNA dekontaminaénim cinidlem (napf.
LTK-008™) a pfeneste do PCR pracovni stanice.
2. Kratce rozvifte rozpusténa cinidla (mimo RM 1a) a odstfedte vSechna ¢inidla (doslo-li k vytvoreni sedliny, zahfejte roztok na 37 °C po
dobu 5 minut a jemné promichejte do té doby, nez se sedlina rozpusti).
3. Umistéte lahvicky s rozpusténymi €inidly a vymyijte lahviéky na ozna¢enych mistech v SeptiFast chladicim bloku.
4. Otevrete lahvicky RM 1b, RM 1a, DM G+, DM G-a DM F.
5. Pipetujte 600 pyl RM 1b do RM 1a, jemné promichejte pipetovanim nahoru a dolG.
6. Pipetujte 200 pl reakéni smési z 1a do kazdé lahvicky DM G+, DM G- a DM F, aby se vytvofil Master Mix MM G(+), MM G(-) a MM F;
jemné promichejte pipetovanim nahoru a dold.

Ptiprava PCR reakci
1. Umistéte pozadovany pocet kapilar do SeptiFast chladiciho bloku, 3 kapilary pro RC (na pozici 1, 2, 3), 3 kapilary pro eluat NC (na
pozici 4, 5, 6), 3 kapilary pro kazdy eluat vzorku (na pozici 7 a vy$si).

. Pipetujte 50 pyl MM G(+) do kazdé kapilary horni Fady.

. Pipetujte 50 pl MM G(-) do kazdé kapilary prostredni fady.

. Pipetujte 50 pl MM F do kazdé kapilary dolni fady.

. Oteviete prvni lahvicku s eludtem. Zacnéte s lahvickou na pravé strané chladiciho bloku SeptiFast.

. Pipetujte 50 pl vymytého vzorku do kazdé z vyS$e uvedenych tfi kapilar obsahujicich MM G(+), MM G(-) a MM F.

POZN.: Vyménite Spicku po kazdém pipetovani.
7. Uzavrete tfi kapilary zaviracim nastrojem (sougast zafizeni LightCycler® 2.0; pro zplsob pouZiti odkazujeme na provozni prirugku

k zafizeni LightCycler® 2.0).

8. PokraCuijte se zbyvajicimi vymytymi vzorky, jak bylo popsano v krocich 5-7. Pipetujte eluat NC jako posledni do kapilér na pozicich 4, 5 a 6.
9. Oteviete RC G+.

10. Pipetujte 50 pl do kapilary na pozici 1.

11. Uzavrete kapilaru a poté uzaviete RC G+.

12. Pipetujte RC G- a RC F do kapilary na pozici 2 a 3, jak bylo popsano v krocich 9-11.

13. Presufite vechny kapilary podle jejich ¢isel do LightCycler® karusel na vzorky.

14. Centrifuguite LightCycler® karusel na vzorky pomoci LC karuselové centrifugy 2.0.

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

OB WN
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Uchovavani zbylych ¢inidel a eluatt

1. Oznacdte v8echny nepouzité hlavni smési Master Mix MM G(+), MM G(-) a MM F &islem zbyvajici reakce a datem. Umistéte lahvicky
do pfislusné pozice v chladicim bloku SeptiFast.

2. Master Mix MM muze byt skladovana pfi teploté 2 az 8 °C po dobu maximainé 3 dnl. Pro dalsi pracovni cyklus mizeme uskladnény
Master Mix (MM) doplnit ¢erstvyym MM, abychom ziskali potfebny objem pracovniho roztoku. Tento roztok musi byt zpracovan okamzité.

3. Oznacte vymyté vzorky a NC Cislem série a datem a uchovaveite dle doporuceni.

4. Znehodnot'te vSechny prazdné lahvicky s ¢inidlem.

Plnéni a provoz zafizeni LightCycler® 2.0
POZN.: Doporuéuje se pouZivat zafizeni LightCycler® 2.0 v mistnosti oddélené od purifikaéni oblasti DNA a p¥ipravy pracovnich
roztokd.

1. Spust'te makro SeptiFast ,SeptiFast_2.0_04469046001" (viz Provozni pfiru¢ka k zafizeni LightCycler® 2.0, kapitola ,Spusténi makra
Roche").

POZN.: Je-li uZivatel odhlaSen, nepokracujte v cyklu. Novy cyklus za€néte s novym jménem.
POZN.: NepouZivejte pole <assay lot number>. Pokud chcete pfidat €islo Sarze testu k cyklu, vlozte informaci do odpovidajiciho
pole v editoru vzorku.

2. Ulozte cyklus s novym jménem, které umozriuje jednoznacnou identifikaci (napf. jméno uZivatele a datum).

3. Redukuijte pocet vzorkli z nastaveného seznamu pInéni, je-li potfeba méné nez 7 vzorkd. Vymazte ze seznamu viechny 3 kapilary pro
jeden vzorek, ne jenom 1 nebo 2 ze 3 paralelnich rozboru. Je-li nedopatienim vymazano piili§ mnoho kapilar, nepfidaveite je, ale
zacnéte postup od zacatku.

4. Je mozné zadavat specifickd data pacientll v <zavorkach> misto jejich uloZeni s pouzitim pfedvoleného nastaveni [napf. G(+)
<Jméno_01> misto G(+) <vzorek 1>]. Text musi byt identicky v 3 paralelnich rozborech seznamu vzork(, aby bylo zaji§téno spravné
rozliseni pomoci SIS. Alternativné Ize pouzit pfedvolené nastaveni a pouzit <Run Note>, je-li vyzadovan pfistup k datim.

5. Po pridani véech informaci specifickych pro vzorek pokraéujte v priivodci a spust'te cyklus zatizeni LightCycler® 2.0.

POZN.: Nékteré zvlastni znaky jako 'a <>""a € mohou poruSovat zasady zadavani jmen v poli jméno.
POZN.: Neméiite pfedpony G(+), G(-), F.
Neméiite jména kontrol €inidel [nap¥. G(+) #RC#] a negativnich kontrol [nap¥. G(+) #NC#].
6. Po dokonceni cyklu zkontrolujte hladinu tekutiny v kapilarach (vysledky pro kapilaru jsou neplatné, pokud je objem v kapilafe variabilni).

Detekce vrcholu a automaticka identifikace druht
Obecné vysvétleni moduld analyzy
POZN.: Nezaéinejte analyzovat data béhem é&innosti zafizeni LightCycler® 2.0.

« Manualni vyvolani Ty, vyzaduje 12 T\, vyvolavacich modulli (3 rozbory, 4 programy). Absolutni kvantifikace moduli nevyZzaduje Zadné
manualni operace kromé vizualni kontroly.

« Manualni vyvolani Ty, miZe byt provedeno az pro 6 vrcholli s pouzitim kolmic Ty, (u kteréhokoli vzorku nebo kontrolni kfivky mize byt

oznaceno az 6 vrcholl).

Nastaveni kolmic Ty, kazdého rezimu analyzy je pfeddefinovano v makru SeptiFast.

V okné vrcholll tani jsou zobrazeny viechny krivky vybranych grafa.

Je mozné oznacit volbu nebo zrusit vybér panell T\, bez vytvoreni pfiznaku.

Zakladni Urovné kazdého rezimu analyzy jsou pfedem definovany v makru SeptiFast.

Neprovadéjte zménu ani neruste vybér zakladnich trovni. Pokud je nedopatfenim provedena zména, zapiSte spravné hodnoty

z tabulky 3: Zakladni hodnoty.

« Je-li aktivovana vice nez jedna kapilara, objevi se nastaveni prvni kapilary v zaskrtavacim ramecku.
Presunuti kolmic ma vliv na vSechny aktivované kapilary.

POZN Neméiite nésledujici nastaveni: <Channel>, <Color Compensation>, <Program>, <Method>, <Show Shoulders>, <Peak

Area> nebo <Peak Width>.

« Je mozné zvolit nastaveni <Display - Peak Height>.

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

* Vyjimkou jsou RC G-, Channel 610 (napf. obrazek 4, graf 2) a 670 a RC F, Channel 705.
« V grafu 1 jsou maximem dva levé vrcholy a musi byt oznaceny kolmicemi.
« V grafu 2 je zndzormnén jeden z vrchold (napf. druhy vrchol) jako rameno, ale musi byt také oznacen.
« V grafech 3 a 4 chybi jeden z vrcholli. Pouze dvé misto tfi kolmic musi byt aktivovany.

o e e e e

Obrazek 4: RC G-, CH 610
Graf 1 Graf 2 Graf 3 Graf 4

» Upravte kazdou kolmici Ty, tak, aby byly umisténé na vrcholech (nad vychozimi hodnotami), a zaméfte se na specifikované rozsahy Ty,
v tabulce 2
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Oznacené vrcholy mimo specifikovany rozsah Ty, se objevi ve zpravé SIS.

Tabulka 2: T\, rozmezi pro platné vrcholy

CH 610 CH 640 CH 670 CH 705
Nizké Ty, | Vysoké Ty, | Nizké T, | Vysoké Ty, | Nizké Ty, | Vysoké T, | Nizké T, | Vysoké T,
[°C] [°Cl [°C] [C] [°Cl [°C] [C] [°C]
G(+) 48 53 49 64 49 59 45 65
G(-) 52 66 55 69 48 65 57 62
F 56 61 44 58 49 62 51 62

Hodnoty pro zakladni troveri jsou predem definovany dle nasledujici tabulky a nesmi byt ménény. (Jsou-li nechténé zménény,
zadejte hodnoty znovu dle seznamu, jinak bude cyklus oznacen priznakem.)

Tabulka 3: Zakladni hodnoty

CH®610 CH 640 CH®670 CH 705
G(+) 0,159 0,027 0,061 0,027
G(-) 0,234 0,001 0,236 0,065
F 0,196 0,033 0,111 0,059

Nastaveni kolmic T,

1. Po dokon¢eni cyklu zobrazi privodce experimentem <Analyses have been created>.

2. Posurite okno dolli (nestisknéte <Finish>).

3. Ujistéte se, Ze jsou viditené hodnoty T\, a vychozi irovné.

4. Kliknéte na modul analyzy [napf. T, vyvolani G(+) 610].

5. Aktivujte vSechny pozice testu, abyste ziskali prehled [napf., G(+)].

6. Kliknéte pouze na pozici G(+) #RC#.

7. Upravte kolmice Ty, na vrcholy nad zakladni linii, zaméfte se pouze na platné rozmezi T\, (viz tabulka 2: T\, rozmezi pro platné vrcholy).
Neni-li nad zakladni linii Zadny vrchol, kolmice Ty, musi byt smazana (zruste zaskrtnuti v odpovidajicim ramecku). Na konci vyvolani Ty,
pro specifickou kapildru pouze maxima vrcholt musi byt oznac¢ena kolmicemi Ty, (ploché linie, sklony nebo ramena nesmi byt oznacena
kromé zde oznacenych organizmu). V nékterych pfipadech u nizkych koncentraci E. faecium (G+, CH 705, T, 51,8 - 55,9) a C. albicans
(F, CH 640, T, 53,4 - 57,5) se mohou vyskytnout ramena odpovidajicich IC vrcholt (G+, CH 705, T, 45,5 - 49,6; F, CH 640, T,, 44,8 -
48,0). Oznacte tato ramena pomoci Ty, kolmic v Ty, 53,9 (G+, CH 705) a T, 55,5 (F, CH 640).

8. Aktivujte dalsi pozici [napf. G(+) #NC#] spolu s G(+) #RC# pro ziskani pfehledu. (Automatické nastaveni stupnice se upravi na
nejvyssi vrchol).

9. Aktivujte pouze vybranou pozici [napf. G(+) #NC#]. (Automatické nastaveni stupnice se upravi na zakladni vrcholy pro NC. Zakladni
linie nemusi byt nadale viditelna.)

10. Pokracujte s detekci vrcholl jak uvedeno v krocich 5-7.
11. Po ukonceni analyzy jednoho testu [napf. Ty, vyvolani G(+) 610] pokracujte s naslednym testem, jak je popsano v krocich 4-10.

Dokoncete T,, vyvolani

1
2
3

. Presuiite priivodce experimentem do stfedu monitoru a stisknéte <Finish>.
. Zprava je automaticky vygenerovana a musi byt vytisknuta.
. Cyklus je automaticky ulozen.

POZN.: Jestlize dojte k jakékoli zméné specifickych dat pacienta v oblasti v <zavorkach> softwaru LightCycIer®, uzivatel musi

4
5
6

Aul
1

2
3
4
5

zvolenim a klepnutim na ikony ,Abs Quant G(+) 610“ a,, Abs Quant G(+) 640 aktualizovat databazi.
. Exportujte soubor *.ixo do <C:\Export to SIS>.
. Zkontrolujte zpravu, neobsahuje-li pfiznaky a zda je zobrazeno <run state: complete>.
. Jestlize ve zpravé softwaru LightCycler® (LCS) jsou uvedeny pfiznaky nebo jina hlaenti, je cyklus neplatny a vSechny vzorky se musi
znovu testovat.

tomatickd identifikace vrchold pomoci identifika¢niho softwaru SeptiFast (SIS)

. Kliknéte dvakrat na ikonu SIS na ploe a stisknéte <Start>.

. Zvolte cyklus ze slozky <C:\Export to SIS> a nahrajte soubor *.ixo.

. Zvolte ,Yes", nebo ,No“ podle toho, zda zprava LightCycler® obsahuije pfiznak <User Developed or Modified Test Method>.
. Soubor *.ixo bude automaticky analyzovan a data budou zobrazena ve zpraveé.

. Zpravu SIS vytisknéte.
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VYSLEDKY

Validace cyklu

Ovéreni cyklu je provedeno automaticky pomoci identifikacniho softwaru SeptiFast v2.0 (SIS). Neplatné cykly jsou zobrazeny a jsou
oznaceny .

V pfipadé neplatnosti je nutné opakovat cely cyklus (vSechny 3 testy). Systémové chyby, které mohou zplsobit neplatnost cyklu, jsou uvedeny
v ¢asti ReSeni potizi v tomto dokumentu.

Validace testu
Priznaky, které mohou vzniknout ve spojitosti s platnosti tfi riznych testd, a jejich vysvétleni, jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Pfiznaky testu a validace vzorku

Poznamky Interpretace

ASsAY FLAG NC: IC not detected V negativni kontrole nebyly detekovany cil ani vnitfni kontrola

AsSAY FLAG NC:<CH...,TM...,PH...,CP" ..>< druhy > V negativni kontrole byl detekovan druh

AssAY FLAG NC: more amplicons detected Dalsi pfiznak, jestlize byly detekovany vice nez 3 amplikony
Vv negativni kontrole

AssAY FLAG RC: No amplicon: <druhy> Nebyly detekovany zadny, ani vice amplikond v RC

AssAY FLAG RC: more amplicons not detected DaRI(é.‘,i pfiznak, jestlize nebyly detekovany vice nez 3 amplikony
v

SPECIMEN FLAG IC not detected Nebyl detekovan ani cil ani IC.

" CP je zobrazen pouze pro G(+) Channel 610, 640.

Interpretace vysledku

PRIiZNAKY a POZNAMKY mohou byt generovany identifikaénim softwarem SeptiFast v2.0 (SIS) jako RUN FLAGS, ASSAY FLAGS a FLAGS
v rdmec¢ku SPECIMEN (viz nize). Obsluha musi provést kontrolu vytisku((1) cyklu ohledné FLAGS nebo COMMENTS ve vS§ech rameccich.

Obréazek 5: Ramecek Specimen

Specimen Assay Data Result Flags Comment
G(+) <CH..,TM..,PH .., CP.> <druhy>
Vzorek
SeptiFast' G() ©
F [S]

"Hodnoty CP jsou zobrazeny pouze pro G(+) Channel 610, 640.

Dal$i informace je mozné ziskat v polich COMMENT v RUN FLAGS a ASSAY FLAGS.

Vysledky vzorku

Nazvy <druhG> v poli RESULT znamenaji, Ze vzorek byl testovan jako pozitivni na pfislusné mikroorganizmy. Vypocitana data relevantnich
vrchold jsou zobrazena v policku DATA véetné kandlu (CH), bodu tani (Ty,), vysky vrcholu (Py,) a bodu kfizeni (CP").

Symbol © v policku RESULT znamena, Ze nebyl detekovan zadny analyt v ramci definovanych kritérii pro dané druhy.

Interpretace hodnot Cp pro G(+) Channels 610 nebo 640
Vysledky zobrazené v modulech analyzy pro absolutni kvantifikaci softwaru LightCycler® je nutné verifikovat vigi vysledkam zobrazenym ve
zpravé SIS.
1. Kliknéte na ikonu Abs Quant 610.
2. Ujistéte se, Ze sloupec s vysledky CP je viditelny, popf. posurite okna s grafy na pravou stranu obrazovky.
3. Zvolte pozici individudlni kapilary, pro kterou je zobrazena hodnota CP. Vizualné zkontrolujte amplifikacni ristovou kfivku a ujistéte se, Ze
si rist a hodnota CP odpovidaji.
4. Pomoci nize vysvétleného ,pravidla hraniéni hodnoty CP* porovnejte zobrazeny vysledek vzorku s danym vysledkem vzorku ve zpravé
SIS. Ujistéte se, Ze oba vysledky souhlasi. V opaéném piipadé kontaktujte mistni zastoupeni Roche.
5. Opakujte vySe uvedené kroky 2 az 4 pro vechny pozice kapilar se zobrazenou hodnotou CP.
6. Kliknéte na ikonu Abs Quant 640.
7. Opakujte vySe uvedené kroky 2 az 5 pro vSechny pozice kapilar se zobrazenou hodnotou Cp.

Pravidlo hrani¢ni hodnoty Cp

Neékolik organizmli ze seznamu SeptiFast Master List (SML) se nachazi na téle jako bézna fléra a Ize je pfenést do testu SeptiFast pomoci
krevniho nabéru. Hrani¢ni hodnota CP je funkce softwaru, ktera snizuje miru pozitivni detekce urcitych komenzalnich organizmud na zakladé
predpokladu, Ze to jsou kontaminanty a ne agens zpusobujici skute¢né infekce. Pravidlo hrani¢ni hodnoty CP plati pouze pro CoNS
a Streptococcus spp. a bylo nastaveno na 20 cyklu. Hodnota CP < 20 oznacuje pozitivni vysledek, zatimco hodnota CP > 20 se poklada za
kontaminaci a je ve zpravé SIS zobrazena jako negativni vysledek.

Testovani mecA

Je-li vysledek pro Staphylococcus aureus pozitivni, mize byt zvazeno nasledné testovani mecA rezistence. Pro detailni informace se prosim
podivejte do pribalového letaku k LightCycler® SeptiFast mecA Kit M (P/N: 04 488 814 001).
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KONTROLA KVALITY

Jedna negativni kontrola (NC) a kazda ze 3 Cinidlovych kontrol (RC) musi byt zahrnuty v kazdém ze 3 paralelnich analyz [G(+), G(-), F] pro
kazdy cyklus testu. NC a RC musi byt umistény do definovanych pozic, jak je popséno v ¢asti Priprava PCR reakce.

Doporucuje se provadét cyklus vlastniho pozitivniho materidlu jako pozitivni kontrolu celého pracovniho postupu (jak je uvedeno v Casti
o nedodavanych materialech). SIS stanovuje vysledek IC, NC a RC. Jestlize kontroly nesplfiuji definované specifikace, vSechny vysledky
vzork(l jsou oznaceny pfiznakem do prisluSného politka SPECIMEN. Ve vytisku cyklu zkontrolujte pole SPECIMEN, zda obsahuje pfiznaky
a poznamky, abyste se ujistili, Ze vysledky jsou platné.

Negativni kontrola (NC)

V kazdém testu platného cyklu musi byt NC negativni a interni kontrola musi byt pozitivni. Pokud NC nevyhovuje témto kritériim, vSechny
vysledky testl vzorku v daném testu budou oznaceny pfiznakem. Vysledky v takovém testu jsou neplatné a nesmi se vykazat. Vysledky jinych
platnych testu ve stejném platném cyklu jsou platné a mohou se vykazat. Nicméné je nutné opakovat cely cyklus, protoZze pokud se bude
opakovat jen jeden nebo dva testy ze tfi, software LightCycler® nebude spravné fungovat.

Cinidlové kontroly (RC)

V kazdém testu platného cyklu kazdd RC musi byt pozitivni na cile amplikont dané RC. Pokud RC nevyhovuje témto kritériim, vSechny
vysledky testl vzorku v daném testu budou oznaceny pfiznakem. Vysledky v takovém testu jsou neplatné a nesmi se vykazat. Vysledky jinych
platnych testu ve stejném platném cyklu jsou platné a mohou se vykazat. Nicméné je nutné opakovat cely cyklus, protoZze pokud se bude
opakovat jen jeden nebo dva testy ze tfi, software LightCycler® nebude spravné fungovat.

Pozitivni kontrola

Externi pozitivni kontrola musi byt pozitivni. Nesplfiuji-li viastni pozitivni materialy nebo externi pozitivni kontroly toto kritérium, je cely cyklus
neplatny a musi se opakovat. SIS nezobrazi zadny pfiznak.

Vnit/ni kontrola (IC)

Vnitini kontrola musi byt detekovana jako pozitivni u vdech negativnich vzorkt a také u negativni kontroly. Pokud IC nevyhovuje tomuto
kritériu, vysledek vzorku je neplatny a bude oznacéen pfiznakem.

V pfipadé neplatnych kontrol opakuijte cely proces (pfiprava vzorku a kontroly, amplifikace a detekce u vSech 3 testu). Jsou-li kontroly trvale
neplatné, kontaktujte mistni zastoupeni spole¢nosti Roche pro technickou pomoc.
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RESENi POTiZI

Tabulka 5: Systémova hlaSeni zobrazovana v éastech uréenych pro pfiznaky na vytisku SIS

Systémova hlaseni

(zobrazené v ¢asti indikatort

vytisku SIS)

MoZzné pfi€ina

Napravné opatieni

User Developed or Modified
Test Method

Cyklus je neplatny; mozné pficiny jsou popsany
v provozni pfirucce k zafizeni LightCycler® 2.0.
Prednastaveni makra (napf. zakladni Grovné,
protokol cyklu, atd.) mohly byt zménény.

Otevrete originalni *.ixo soubor v softwaru LightCycler®
a zkontrolujte zakladni hodnoty dle tabulky 3. Ulozte
a znovu exportujte.

CCC File Name: Multiple
CCC used!

Dva nebo vice rliznych soubort kompenzace
barvy jsou aktivnich v jenom nebo vice modulech
analyzy.

Vyberte spravnou kompenzaci barvy a provedte vypocet
Znovu.

Color Compensation has
expired on DD-Month-YY

Objekt barevné kompenzace je starsi nez Sest
mésicu.

Vytvoite a kvalifikujte novy objekt kompenzace barvy
(CCO).

Invalid Macro

Bylo aplikovano nespravné makro.

Provedte kontrolu spravného makra v softwaru
LightCycler® anebo SeptiFast v2.0.

Invalid Baseline

Zakladni hodnoty byly nedopatfenim zménény.

Otevfete originalni *.ixo soubor v softwaru LightCycler®
a zkontrolujte zakladni hodnoty dle tabulky 3. Ulozte
a znovu exportujte.

Invalid Control Tube

Jedna nebo vice kontrol byly nespravné
pojmenovany.

Otevrete originalni *.ixo soubor v softwaru LightCycler®
a zkontrolujte zadani jména kontroly v editoru vzorku.
Zmérnite prednastavena jména, uloZte a znovu exportujte.

Missing Sample Tube

Jedna nebo vice kapilar se vzorkem byly
nespravné pojmenovany nebo chybi.

Otevrete originalni *.ixo soubor v softwaru LightCycler®
a zkontrolujte zadani jména vzorku v editoru vzorku.
Zménte prednastavena jména, uloZte a znovu exportujte.

Invalid LightCycler® SW
Version

Byla aplikovana nespravna verze softwaru
LightCycler® pro danou proceduru.

Oteviete software LightCycler® a provedte kontrolu
spravného Gisla verze.

No Manual T, Calling

Nebylo provedeno zadné manualini vyvolani Ty,
(u Zadného vzorku ani u Zzadného modulu
analyzy). Makro bylo ukonéeno bez analyzy.

Otevrete originalni *.ixo soubor v softwaru LightCycler®
a provedte manualni vyvolani T,. UloZte a znovu
exportujte.

+ additional run flags

Bylo detekovano vice nez 5 pfiznakl cyklu.

Pokuste se vyresit specificky popsané pfiznaky, provedte
novou analyzu cyklu pomoci SIS.

Invalid CCC File Name

Dva nebo vice riznych soubortl kompenzace
barvy jsou aktivni v jenom nebo vice modulech
analyzy.

Vyberte spravny soubor kompenzace barvy a provedte
vypocet znovu.

Chybi-li jeden nebo vice vzorkl v SIS zpravé, zjistéte zda: 1) Nékteré ze tii testovych kapildr se vzorkem jsou pojmenovany nespravné, napr.
testové specifické prfedpony (G+, G-, F) byly omylem smazany nebo 2) jedna nebo vice kapilar se vzorkem byly nespravné pojmenovany nebo
chybi. Pro opravu otevfete originalni *.ixo soubor v softwaru LightCycler® a zkontrolujte zadani jména vzorku v editoru vzorku. Zméite
pfednastavena jména, uloZte a znovu exportujte.

OMEZENI METODY

Tento test je validovan pouze pro pouzivani s lidskou krvi odebranou do K-EDTA jako antikoagulancia. Pokud by byly testovany jiné
typl vzork(, mohly by byt vysledky nespravné, fale$né negativni nebo fale$né pozitivni.

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

Pouziti tohoto produktu by mélo byt omezeno na personal specialné vyskoleny pro pracovni postup LightCycler® SeptiFast Test M“™.
Vykonnost testu LightCycler® SeptiFast M*™ je stanovena pro krev obsahujici 1000 — 30 000 bilych krvinek/yl.

Soucasna taxonomie mikroorganismud spoléha hlavné na fenotypovou klasifikaci (biochemické a fyziologické vlastnosti) a nemusi byt

stejna jako geneticky nalez.

| kdyZ jsou primery a sondy navrzeny proti vysoce konzervovanym oblastem vnitfni pfepsané oddélovaci (ITS) oblasti, cilové
specificka teplota tani (Ty) sond HybPrilbe muze byt ovlivnéna nahodnou variabilitou sekvence nachazejici se v mikrobialnich druzich.
V nékterych pripadech, kdy bude ve vzorku vice organismli ze SML, nebudou vyhodnoceny viechny druhy.
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KLINICKE HODNOCENI

Vysledky klinickych studii

Diagnosticka senzitivita a specificita nebyly zhodnoceny, protoZe nebyly nalezeny vhodné hodnotici metody.

Celkem 358 vzorkt od 177 pacientli se sepsi bylo analyzovano pomoci BC nebo PCR. Vzorky s druhy, které nejsou soucasti SML, byly
vyfazeny.

Tabulka 6: Poéet druhti nalezenych v EDTA krevnim vzorku béhem klinické studie

Pouze BC Pouze PCR Obé metody
Staphylococcus aureus 1 17 7
CoNS 14 — 4
Streptococcus pneumoniae 1
Streptococcus spp. 3 1
Enterococcus faecalis - 1" 2
Enterococcus faecium 1 23 4
Acinetobacter baumannii 1 — 1
Enterobacter aerogenes/cloacae - 8 —
Escherichia coli — 8 6
Klebsiella pneumoniae/oxytoca - 15 3
Proteus mirabilis — — —
Pseudomonas aeruginosa — 8 —
Serratia marcescens —
Stenotrophomonas maltophilia - 2 —
Aspergillus fumigatus — — —
Candida albicans — 8 6
Candida glabrata - — 1
Candida krusei — — —
Candida parapsilosis — — —
Candida tropicalis — — —
VSechny mikroorganismy 17 104 35
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HODNOCENI NEKLINICKYCH FUNKENICH PARAMETRU

Interferujici latky

Nasledujici latky neinterferuji s detekci bakterialni a houbové DNA pomoci tohoto testu.

Tabulka 7: Interferujici latky

. Obchodni nazev Uginna latka Vyrobce 1XCha | 3%XCrax jednotky
1 Piperacillin® Piperacillin Hexal 4,0 12,0 mg/ml
2 Fortum® Ceftazidim GlaxoSmithKline 0,50 1,5 mg/ml
3 Zienam® Imipenem/Cilastatin MSD Sharp & Dohme 0,27 0,67 mg/ml
4 Tazobac® Piperacillin/Tazobactam Wyeth Pharma 0,75 2,3 mg/ml
5 Ciprobay® Ciprofloxacin Bayer 33,3 100,0 pg/ml
6 Vancomycin® Vancomycin Lilly 83,0 250,0 ug/ml
7 Refobacin® Gentamicin Merck 80,0 240,0 ug/ml
8 Zyvoxid® Linezolid Pfizer 0,10 0,30 mg/ml
9 Sobelin® Clindamycin Pfizer 0,30 0,90 mg/ml
10 InfectoClont® Metronidazol Infectopharm 83,3 250,0 ug/ml
1 Diflucan® Fluconazole Pfizer 0,13 0,39 mg/ml
12 Cancidas® Caspofungin MSD Sharp & Dohme 8,3 25,0 pg/ml
13 Amphotericin B® Amphotericin B Bristol-Myers Squibb 20,0 60,0 ug/ml
14 Novalgin® Metamizol Aventis Pharma 0,83 2,5 mg/ml
15 Dexahexal® Dexamethason Hexal 1,3 4,0 pg/ml
16 ARA-cell® Cytarabin cellpharm 63,3 190,0 ug/ml
17 Arterenol® Norepinephrin (Noradrenalin) Aventis Pharma 4.8 14,4 ug/ml
18 Aquo-Trinitrosan® Glycerolnitrat Merck 1,3 4,0 pg/ml
19 | Heparin-Natrium-5000- Heparin ratiopharm 0,83 25 LU./ml
ratiopharm®

Analyticka senzitivita

Analyticka senzitivita testu LightCycler® SeptiFast M™> byla zkoumana pomoci analyzy pomérého vyskytu u kazdého analytu v sérii
fedéni 100, 30 a 3 CFU/ml v EDTA krvi od zdravych darcu (viz tabulka 8). Minimalni senzitivita 30 CFU/ml byla ziskana pro v§echny druhy
mimo Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae a Streptococcus mitis (100 CFU/ml).

Tabulka 8: Druhy testované analyzou pomérného vyskytu

Cil Pocet pozitivnich/pocet testovanych Cil Pocet pozitivnich/pocet testovanych
Koncentrace [CFU/mI] Koncentrace [CFU/mI]
100 30 3 100 30 3

Acinetobacter baumannii 8/8 1212 11/20 Klebsiella pneumoniae 8/8 12112 17120
Aspergillus fumigatus 8/8 12/12 20/20 Proteus mirabilis 8/8 12112 16/20
Candida albicans 8/8 12/12 12/20 Pseudomonas aeruginosa 8/8 12112 5/20
Candida glabrata 8/8 12/12 10/20 Serratia marcescens 8/8 12112 19/20
Candida krusei 8/8 12/12 8/20 Staphylococcus aureus 8/8 12112 8/20
Candida parapsilosis 8/8 12/12 7/20 Staphylococcus epidermidis’ 8/8 112 0/20
Candida tropicalis 8/8 12/12 9/20 Staphylococcus haemolyticus' 8/8 0/12 0/20
Enterobacter aerogenes 8/8 12/12 16/20 Stenotrophomonas maltophilia 8/8 12112 18/20
Enterobacter cloacae 8/8 12/12 12/20 Streptococcus pneumoniae 8/8 7712 1/20
Enterococcus faecalis 8/8 12/12 15/20 Streptococcus agalactiae? 8/8 712 0/20
Enterococcus faecium 8/8 12/12 17120 Streptococcus pyogenes? 8/8 9/12 4/20
Escherichia coli 8/8 12/12 20/20 Streptococcus mitis? 8/8 9/12 0/20
Klebsiella oxytoca 8/8 12/12 14/20

" Druhy reprezentujici skupinu CoNS z SML v tabulce 1.

2 Druhy reprezentujici skupinu Streptococcus spp. z SML v tabulce 1.
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Analyticka specificita

Inkluzivita

K priikazu uniformity a homogenity cilové ITS oblasti byly shromazdény klinické izolaty pochazejici z nékolika geografickych regiont Evropy
(jizni, stfedni, severni), Japonska a USA. Celkem 1709 izolatli bylo charakterizovano mikrobiologickymi metodami a testovano pomoci
LightCycler® SeptiFast Test M*** [viz tabulka 1 hlavni seznam SeptiFast Test Master List (SML)]. Soubor z USA a Japonska neobsahuje
Aspergillus fumigatus, Candida krusei a Staphylococcus haemolyticus. Ve skupinach Streptococcus spp. a koagulaza negativni stafylokoky
(CoNS), druhy s pozitivnim vysledkem LightCycler® SeptiFast Test M®™ jsou zobrazeny v tabulce 9. Soubor z Japonska nezahrnuje
Aspergillus fumigatus a Candida krusei.

Tabulka 9: Druhy reprezentujici skupiny Streptococcus spp. a koagulaza negativni stafylokoky
(CoNS), byly pozitivné testovany pomoci testu LightCycler® SeptiFast M**

Streptococcus spp. Koagulaza negativni stafylokoky (CoNS)
S. agalactiae S. hominis subsp. novobiosepticus

S. anginosus S. pasteuri

S. bovis S. warneri

S. constellatus S. cohnii subsp. urealyticum

S. cristatus S. hominis subsp. hominis

S. gordonii S. lugdunensis

S. intermedius S. cohnii subsp. cohnii

S. milleri S. capitis subsp. urealyticus

S. mitis S. capitis subsp. capitis

S. mutans S. caprae

S. oralis S. saprophyticus

S. parasanguinis S. saprophyticus subsp. saprophyticus
S. pneumoniae S. xylosus

S. pyogenes S. epidermidis

S. salivarius S. haemolyticus

S. sanguinis

S. thermophilus

S. vestibularis

S. viridans

Rozdilné vysledky byly nalezeny u méné nez 1,2% vsech vysledkd.

* 6z 143 druhl Enterobacter (aerogenes/cloacae) byly identické s Klebsiella (pneumoniae/oxytoca) v jejich ITS oblastech a byly
oznaceny jako Klebsiella (pneumoniae/oxytoca).

« Citrobacter freundii a Salmonella enterica mohou byt identické s Klebsiella (pneumoniae/oxytoca) a E. coli v jejich ITS oblastech
a budou oznaceny jako Klebsiella (pneumoniae/oxytoca) a E. coli.

* 14 ze 160 druhl Streptococcus viridans byly oznageny jako identické s Streptococcus pneumoniae v jejich ITS oblastech a byly
oznaceny jako S. pneumoniae.

* Ve vzacnych pfipadech nemusela byt Klebsiella (pneumoniae/oxytoca) oznacena, jestlize mutace jeji cilové sekvence zpUsobila
posun bodu tani.
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Exkluzivita

Tabulka 10: VSechny druhy byly negativni v kazdém testu

Actinobacillus actinomycetemcomitans

Aeromonas hydrophila
Bacillus cereus
Bacteroides fragilis
Bartonella henselae
Bordetella pertussis
Borrelia burgdorferi
Burkholderia cepacia
Campylobacter jejuni
Cardiobacterium hominis
Clostridium perfringens

04822609001-06CS

Corynebacterium jeikeium
Cryptococcus neoformans
Gemella haemolysans
Haemophilus influenzae
Histoplasma capsulatum
Legionella pneumophila
Listeria monocytogenes

Moraxella (Branhamella) catarrhalis

Morganella morganii
Mycobacterium fortuitum
Mycobacterium tuberculosis

22

Mycoplasma pneumoniae
Neisseria meningitidis
Pantoea agglomerans
Peptostreptococcus magnus
Porphyromonas gingivalis
Prevotella denticola
Propionibacterium acnes
Proteus vulgaris

Yersinia enterocolitica
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POZNAMKA PRO KUPUJICIHO

Koupi tohoto produktu ziskava kupujici pravo produkt pouzivat k amplifikaci a detekci sekvenci nukleové kyseliny za uc¢elem diagnostiky
in vitro u ¢lovéka. Zadny obecny patent ani jina licence jakéhokoliv typu mimo toto konkrétni pravo pouziti se timto neudili.
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Informace o revizi dokumentu

Doc Rev. 6.0 |Pokyny pro interpretaci vysledkii CoNS a organizml Streptococci spp. byly pfidany do casti
04/2011 VYSLEDKY a jeji obsah byl preorganizovan.

V ¢asti KONTROLA KVALITY bylo vyjasnéno vykazovani vysledkl platnych testt spolu s neplatnymi
testy ve stejném cyklu.

Byla vyjasnéna ¢ast PRINCIPY POSTUPU.
Byla vyjasnéna &ast DETEKCE VRCHOLU A AUTOMATICKA IDENTIFIKACE DRUHU.

Mate-li jakékoli otazky, kontaktujte svého mistniho zastupce spolecnosti Roche.
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20052 Monza, Milano, Italy
Roche Diagnostics GmbH Distribuidor em Portugal:
Sandhofer Stralle 116 Roche Sistemas de Diagndsticos Lda.
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2720-413 Amadora, Portugal
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ROCHE, LIGHTCYCLER, MGRADE, MAGNALYSER, FASTSTART, HYBPROBE, SEPTIFAST a AMPERASE jsou obchodni znamky
spole¢nosti Roche.
ROCHE RESPONSE CENTER je servisni znamka spole¢nosti Roche.

Amphotericin B® je registrovana obchodni znamka spole&nosti Bristol-Myers Squibb.
Aquo-Trinitrosan® je registrovana obchodni znamka spole¢nosti Merck & Co., Inc.
ARA-cell® je registrovana obchodni znamka spoleénosti Cell pharma GmbH.
Arterenol® je registrovana obchodni znamka spolegnosti Aventis Pharma Ltd.
Cancidas® je registrovana obchodni znamka spole¢nosti MSD Sharp & Dohme GmbH.
Ciprobay® je registrovana obchodni znamka spoleénosti Bayer AG.

Dexahexal® je registrovana obchodni znamka spolegnosti Hexal AG.

Diflucan® je registrovana obchodni znamka spoleénosti Pfizer Inc.

Fortum® je registrovana obchodni znamka spolegnosti GlaxoSmithKline.
Heparin-Natrium-5000-ratiopharm® je registrovana obchodni znamka spole¢nosti ratiopharm International.
InfectoClont® je registrovana obchodni znamka spole&nosti Infectopharm GmbH.
LTK-008™ je registrovana obchodni znamka spole¢nosti biodelta, ZTB GmbH.
MiniSpin® je registrovana obchodni znamka spole¢nosti Eppendorf.

Novalgin® je registrovana obchodni znamka spole&nosti Aventis Pharma Ltd.
Piperacillin® je registrovana obchodni znamka spole¢nosti Hexal AG.

Refobacin® je registrovana obchodni znamka spolegnosti Merck & Co., Inc.

Sobelin® je registrovana obchodni znamka spole&nosti Pfizer Inc.

Tazobac® je registrovana obchodni znamka spolegnosti Wyeth Pharmaceuticals AG.
Vancomycin® je registrovana obchodni znamka spole¢nosti Lilly Pharma Holding GmbH.
Zienam® je registrovana obchodni znamka spole¢nosti MSD Sharp & Dohme GmbH.
Zyvoxid® je registrovana obchodni znamka spolegnosti Pfizer Inc.

Kyaninova barviva v tomto produktu podiéhaji patentovym pravim GE Healthcare Bio-Sciences Corp. a Carnegie Mellon University a jsou
licencovany spole¢nosti Roche pouze za U€elem vyzkumu a jako souéast diagnostickych sad in-vitro. Jakékoli uZiti jiné nez za ucelem
vyzkumu a jako soucast diagnostickych sad in-vitro vyZaduje sublicence od GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, New Jersey, USA
a Carnegie Mellon University, Pittsburgh, Pennsylvanie, USA.
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