LightCycler® SeptiFast mecA Test M

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

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

PRO POUZITI S:
LightCycler® SeptiFast mecA Kit M 2x15Tests [REH: 04 488 814 001
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

LightCycler® SeptiFast mecA Test M*™* Je in vitro test pro amplifikaci nukleové kyseliny uréeny pro detekci a identifikaci mecA DNA v lidské
K-EDTA-krvi pouzmm zafizeni LightCycler® 2.0. Pouziva se jako pomiicka pro detekci meticilin rezistentnich kment Staphylococcus aureus.
Test je pouzivan spolu s klinickym obrazem, mikrobiologickymi testy anebo dal$imi laboratornimi ukazateli jako pomticka pfi IéEbé pacientu
s podezienim na systémovou krevni infekci zpt‘)sobenou MRSA.

Test je pouzivan u pacientd, u nichz byl vysledek testu LightCycler® SeptiFast Test M®™* pozitivni na Staphylococcus aureus.

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Staphylococcus aureus je jednim z nejéastéji izolovanych patogent pfi systémové krevni infekci (1). Incidence meticilin rezistentnich
nozokomialnich kmenu se trvale zvySuje v mnoha regionech (2) a nové komunitni kmeny (3) jsou vznikajicim nebezpecim. Meticilinova
rezistence je spojena s vyznamné vy$§i mortalitou ve srovnani s bakteriémii zpisobenou kmeny citlivymi na meticilin Staphylococcus aureus
(4,5) (MSSA). Bylo zjisténo, Zze meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) neimérné prispiva neadekvatni empirické 1écbé,
napfiklad na jednotkach intenzivni péce (6,7) a zplisobuje dal$i vyznamné zvySeni nakladu (8).

Lepsi rozhodovani ohledné Easné volby antibiotik je rozhodujici (9). LightCycler® SeptiFast mecA Test M*™* poskytuje dalsi nastroj na pomoc pfi
rozhodovani o volbé antibiotika. LightCycler® SeptiFast mecA Test M*™** mUze usnadnit casnou diagndzu a vybér vhodné antibiotické terapie.
Metoda zaloZena na nukleové kyseliné detekuje mecA gen, ktery zprostfedkovava vysoky stuperi rezistence na meticilin.

PRINCIPY POSTUPU

Test je pouzivan pro detekci mecA DNA u pacientti, ktefi byli pozitivni v testu LightCycler® SeptiFast Test M na pFitomnost Staphylococcus
aureus. Pfiprava vzorku je popsana v pfibalovém letaku k LightCycler® SeptiFast Test M*™. Pro test LightCycler® SeptiFast mecA Test M
se pouziva alikvotni mnoZstvi eluatu z LightCycler® SeptiFast Test M,

Pracovni postup testu LightCycler® SeptiFast Test M*™ se sklada z pfipravy vzorku mechanickou lyzou a purifikaci DNA. Nasledné je cilova
DNA amplifikovana pomoci PCR v redlném_¢ase ve 3 paralelnich reakcich (grampozitivni baktérie, gramnegativni baktérie a houby)
a nasledné detekovana specifickymi HybPrs2be sondami. Identifikace vzorki a kontrol je provadéna automaticky pomoci softwaru.

Pro detailni informace se prosim podivejte do pribalového letaku k LightCycler® SeptiFast Test M™ (P/N: 04 469 046 001).

Volba cilové sekvence

Sekvence 314 bp v genu mecA (10) byla vybrana jako cilova oblast pro amplifikaci, detekci a identifikaci. Genovy produkt genu mecA je
protein PBP2a (nebo PBP2'), ktery je dal$im vazebnym proteinem pro penicilin nalezeny u ¢lovéka a nehumannich meticilin rezistentnich
kment Staphylococcus tzn. S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. cohnii nebo S. sciuri. Gen mecA zprostfedkovava vysoky stuperi
rezistence u kmenu exprimujicich mecA.

Geny mecA z rtznych druhl Staphylococcus jsou velmi dobfe konzervovany. Proto neni mozné geny mecA z riznych druh( odlisit
pomoci sekvence.

Amplifikace a detekce pomoci PCR v redlném Case

Amplifikace

Pred amplifikaci pomoci PCR je riziko kontaminace amplikonu snizeno pouzitim enzymu AmpErase (uracil-N-glykosyléza). Tento enzym
rozpozna a katalyzuje rozklad fetézci DNA obsahujicich deoxyuridin, nikoli vSak DNA obsahujici deoxythymidin. Zpracované vzorky jsou
pridany do amplifikacni smési obsahujici Taq polymerazu ,s horkym startem“ v kapilarach LightCycler® (100 pl) M v nichZ probiha PCR
amplifikace. Cil a reagencni kontrola (RC) jsou amplifikovany pomoci specifickych primerd.

Detekce produktd PCR v redlném ¢ase pomoci sond HybPr§be

Amplikon je detekovan fluorescenéné pomoci specifického paru sond HybPr§be Flurescenéné znatené sondy HybPr§be
hybridizuji s vnitfni sekvenci amplifikovaného fragmentu b&hem hybridiza¢ni faze amplifikacniho cyklu. Emitovana fluorescence je méfena
pomoci zafizeni LightCycler® 2.0 v jednom ze &tyr detekénich kanalt.

Po dokonceni amplifikace je provedena analyza kfivky tani. Teplota tani Ty, je zavisla na délce, sekvenci a stupni shody mezi sondou a cilovou DNA.



Automaticka identifikace mecA a kontrol

Teploty tani (T,) vzorkd a kontrol jsou analyzovany uréenym identifikatnim softwarem (SeptiFast Identification Software v2.0) a je
vytvarena zprava.

REAGENCIE

LightCycler® SeptiFast mecA Kit M*™* P/N: 04 488 814 001 2 x 15 testu

[1a] RM 1a (reakéni smés 1a) 2x58 pl
5,5 U/l FastStart Taq polymeraza

[1b] RM 1b (reakéni smés 1b) 2x 164 pl
Pufr Tris-HCI

< 1% Brij

< 0,1% roztok hofciku
<0,001% dNTP

[2] DM (detekéni smés) 2x193 pl
< 0,001% primer, sondy
Pufr Tris-HCI

< 1% Brij

[3] RC (Reagen¢ni kontrola) 2x275pl
< 0,001% templat kontrolni DNA
Pufr Tris-HCI

<0,001% RNA nosice

[4] IC (vnitni kontrola) 2x39pl
< 0,001% DNA v kontrole procesu
<0,001% RNA nosice

Pufr Tris-HCI

[5] DE (dekontaminaéni enzym) 2x20pl
< 0,1% enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza)
Pufr Tris-HCI

[6] BU (pufr) 2 x 1000 pl
< 0,5% roztok hof¢iku
[7] DI (fedidlo) 2x 1000 pl
Voda Cistoty pro PCR

VAROVANI A BEZPEENOSTNI OPATRENI

Obecna varovani a bezpecnostni opatreni

« Pro diagnostické pouZiti in vitro.

« Tento test je uréen pouze pro pouziti s lidskou krvi odebranou do K-EDTA.

« Nepipetovat Usty.

« V pracovnich laboratornich prostorach nejist, nepit a nekoufit. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi ze soupravy noste ochranné

rukavice bez prasku na jedno pouZziti, laboratorni plast’ a prostredek pro ochranu oéi. Po praci se vzorky a zkusebnimi reagenciemi si

dukladné umyjte ruce.

Nesmésujte dohromady reagencie z riznych Sarzi.

Nesmésujte dohromady reagencie z riznych souprav.

Nespotiebované reagencie, odpad a vzorky likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi pfedpisy.

Po vyprSeni data expirace iz soupravu nepouzivejte.

Pravidla bezpecnosti pfi 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 (11) a dokumentu CLSI M29-A (12). Dikladné vygistéte a dezinfikujte vSechny pracovni

povrchy a rukavice pomoci DNA dekontaminaéniho ¢inidla (napi. LTK-008™). Ujistéte se, Ze jsou rukavice rezistentni vaéi DNA

dekontaminaénimu €inidlu.

« P¥i préaci s jakymikoli reagenciemi pouzivejte rukavice na jedno pouziti, pracovni odév a ochranné bryle. Dbejte na to, aby se tyto
reagencie nedostaly do styku s pokozkou, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamzité postizenou oblast omyjte velkym
mnozstvim vody. Jinak muze dojit k vytvoreni popalenin. Jestlize se néktera reagencie rozlije nebo rozsype, rozfedte ji vodou a
dosucha vytfete.

« Pracovni tok musi v laboratofi probihat jednosmérné, od preamplifikaéniho prostoru smérem k prostoru poamplifikacnimu
(amplifikace/detekce). Preamplifikacni aktivity zahrnuji pfipravu reagencii a pfipravu vzorku. Materidly a vybaveni se museji pfifadit
jednotlivym preamplifikaénim ¢innostem a nesméji se pouzivat k zadnym jinym ¢innostem, ani se nesméji prenaset mezi jednotlivymi
vyhrazenymi prostory. Ve vSech prostorech je tfeba nosit rukavice, které se pred opusténim prostoru vymeéni. Vybaveni a materialy pro
pfipravu reagencie se nesméji pouzivat k manipulaci se vzorky a kontrolami, ani pro pipetovani nebo zpracovani amplifikované DNA &i
Jinych zdroju cilové DNA. Poamplifikaéni materialy a vybaveni musi vzdy zGstat v poamplifikaénim prostoru.

« Diky pfitomnosti enzymu AmpErase v Master Mix se sniZuje riziko kontaminace amplikonu. Kontaminaci od pozitivnich kontrol
a vzorku Ize ovSem zabranit pouze duslednym uplatiiovanim zasad spravné laboratorni praxe a peélivym dodrZzovanim postupt
uvedenych v tomto pfibalovém letaku.

o s e e e e



Specificka varovani a bezpeénostni upozornéni pro pouziti LightCycler® SeptiFast mecA Test M*™*

Bakterialni DNA je pfitomna v okolnim prostfedi. Aby se pfedeslo fale$né pozitivnim vysledkim zpusobenym detekci takové DNA z okolniho
prostfedi (DNA kontaminace), je nezbytné stanovit pracovni tok bez kontaminujici DNA. Zejména obsluha mtZe byt zdrojem DNA kontaminace,
protoze lidska kiize a homi cesty dychaci obsahuiji mikroorganismy, které mohou obsahovat cilovy gen testu LightCycler® SeptiFast mecA Test

% [e.g., meticilin rezistentni Staphylococcus aureus nebo meticilin rezistentni koagulaza negativni kmeny Staphylococcus]. Aby se predeslo

DNA kontaminaci, jsou doporu¢eny nasledujici principy.
Reagencie a spotfebni material pro LightCycler® SeptiFast mecA Kit M

.

Cinidla a spotfebni material pro LightCycler® SeptiFast mecA Kit M*™ jsou vyvinuty tak, aby minimalizovaly kontaminaci DNA.

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

Vyhybejte se zbyteEnému otvirani a zavirani lahvi¢ek s reagenciemi.

Odév a rukavice

.

Pouzivejte rukavice bez prasku béhem celého pracovniho postupu.

Zabrarite expozici kiize, noste rukavice pfes rukavy laboratorniho plasté.

Vymeérite rukavice okamzité v pfipadé kontaminace nebo je oSetfete DNA dekontaminacnim ¢inidlem (napfiklad LTK-008™; rukavice
musi byt proti tomuto ¢inidlu odoIné).

Nedotykejte se dlariové a prstové Casti rukavic pfi jejich natahovani.

Péce o PCR pracovni stanici

.
.

.
.
.

Ocistéte povrchy pracovniho prostoru PCR pracovni stanice pomoci DNA dekontaminaéniho ¢inidla po kazdém nastaveni PCR.
POZN.: Ujistéte se, ze vybaveni je odolné vuéi DNA dekontaminaénimu éinidlu.

Cistéte véechny povrchy uvniti PCR pracovni stanice v pravidelnych &asovych intervalech (stény, prostory pod spodni deskou,
podlahovou desku).

Ujistéte se, Ze je PCR pracovni stanice bez DNA v pfipadé, Ze je vyuzivana vice uzivateli.

Zapnéte UV svétlo na minimalné 30 minut pred zacatkem prace.

Béhem prace UV svétlo vypnéte.

POZN.: Vyménujte UV lampu pracovni stanice PCR v souladu s pokyny vyrobce.

OSetreni zarizeni a spotfebniho zbozi.

Ponechejte specifické spotfebni zbozi a zafizeni pouzivané pro LightCycler® SeptiFast mecA Test M v pracovni stanici PCR, je-li to
mozné.

Pred zaCatkem prace provedte minimalné 30 minutové ozareni vSech pfedmétl pomoci UV zafeni. )

PouZivejte pouze jednorazovy material bez DNA (nahlédnéte prosim do pfibalového letaku k LightCycler® SeptiFast Test M),
Pouzivejte je pouze jednou.

Pro zavieni kapilar pouZivejte uzaviraciho nastroje (pokyny pro manipulaci naleznete v provozni pfirucce pro zafizeni LightCycler® 2.0).
V pfipadé prasknuti kapilary se podivejte do provozni pfirucky k zafizeni LightCycler® 2.0 (kapitola “Udrzba”).

Bezpecnostni opatfeni béhem pipetovani

.
.

Lahvicky s reagenciemi, krabicky s pipetovacimi Spi¢kami a kapilarami otevirejte pouze v boxu s laminarnim proudénim.
Nepouzivejte tytéz pipetovaci Spicky 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.

Pokud dojde k uniku, dokonéete stavajici pracovni krok a pak pracovni prostor okamzité oSetfete DNA dekontaminacénim cinidlem
(napf. LTK-008™).

POZADAVKY NA SKLADOVANI A MANIPULACI

.
.

Skladujte pfi teploté -15 az -25°C.

Uchovavejte v temnu.

Master Mix (pro pfipravu Master Mix, viz ¢ast Pfiprava reagencii) uchovaveijte pfi teploté 2 az 8°C po dobu maximalné 72 hodin.
Uchovaveijte oteviené lahvicky po dobu maximalné 6 mésict po prvnim otevieni. Nepouzivejte po uplynuti data expirace.
Zmrazujte a rozmrazujte otevrené lahvicky maximainé 4-krat po prvnim otevieni.

Nepouzivejte po uplynuti data expirace.

DODAVANE MATERIALY

SeptiFast Lys Kit M“™* P/N: 04 404 432 001 100 testd
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 nebo vyssi P/N: 05 164 443 001

(dodano jedenkrat)

LightCycler® SeptiFast mecA Kit M*™* P/N: 04 488 814 001 2 x 15 testt




POTREBNE MATERIALY, JEZNEJSOU SOUCASTi DODAVKY
Viz pribalovy letak k LightCycler® SeptiFast Test M*™*.

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

Odbér vzorkt
Odbér vzorku je popsan v pFibalovém letaku k LightCycler® SeptiFast Test M™*,

Preprava a uchovavani vzorku
PFeprava a uchovavani vzorku je popsana v pfibalovém letaku k LightCycler® SeptiFast Test M*™*.

Uchovavani eluatu
Eluat je mozné uchovavat maximalné 4 hodiny pfi teploté 15 az 25°C, 8 dnl pfi teploté 2 az 8°C nebo pfi teploté -15 az -25°C po dobu
maximainé 30 dnd.

NAVOD K POUZTI
Pred zacatkem pfipravy reagencie

Kompenzace barvy
Pouziti soupravy LightCycler® Multicolor Compensation Set (P/N: 04 484 355 001) je podminkou. Podrobnosti najdete v pibalovém letaku
k LightCycler® SeptiFast Kit (P/N: 04 469 046 001).

Instalace SeptiFast Identification Software (SIS) a makra SeptiFast mecA

SeptiFast Identification Software (SIS) a makro SeptiFast mecA (jméno souboru: SeptiFast mecA_1.0_04488814001 nebo vyssi verze) musi

byt nainstalovan pred zatatkem testu. Pro detaily prosim nahlédnéte do pFibalového letaku k LightCycler® SeptiFast Test M,

Priprava kontroly

* Material pozmvnl kontroly je mozné zakoupit u jinych spolecnostl

+ ProLightCycler® SeptiFast mecA Test M™" a LightCycler” SeptiFast Test M™" je mozné pouZit jako materlal pozitivni kontroly
material ATCC 33592, meticilin rezistetni S. aureus. Prlprava je popséna v prlbalovem letaku k LightCycler® SeptiFast Test M

« Pozitivni kontrola by méla byt zpracovana v celém pracovnim postupu jako kazdy jiny vzorek.

Priprava reagencie pomoci LightCycler® SeptiFast mecA Kit M*™*

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

. Zapnéte UV zafeni a proud vzduchu v boxu s laminarnim proudénim a UV zafi¢ pracovni stanice PCR na dobu minimalné 30 minut.

. Béhem prace UV svétlo vypnéte.

. Rozmrazujte komponenty LightCycler® SeptiFast mecA Kit M®™ pfi pokojové teploté po dobu pFiblizng 20 minut a chrarite je pred
svétlem. Kratce promichejte a podrobte rychlé pulzni rotaci.

. V zavislosti na celkovém poctu vzorkl k analyze a dvou dalSich reakci pro negativni kontrolu a reagencéni kontrolu umistéte kapilary
LightCycler® do pfedem vychlazenych adaptért centnfugy

. Pripravte Master Mix vynasobenim mnozZstvi ve sloupci “Volume” poétem reakci, které se maiji provést (eluaty vzorku, eluat negativni
kontroly a eluat reagenéni kontroly) plus jedna dalsi reakce, aby byl dostate¢ny objem pro pipetovani. Postupuite jak je dale uvedeno
pro standardni reakci s objemem 100 pl.

Krok Akce

1 | Pfiprava Master Mix:
Do reakéni zkumavky o objemu 1,5 ml o teploté 2 az 8°C pridejte nasledujici slozky v pofadi uvedeném nize:

o o BWN =

Slozka Objem (ul)
DI 135
BU 12
DM 10
IC 2
RM 1b 8,5
DE 1
RM 1a 3
Celkovy objem 50

2 |+ Pipetovanim jemné promichejte. Nemichejte vifenim!

+ Odpipetujte 50 pl Master Mix do kazdé predchlazené kapilary LightCycler®.
3 |+ Pidejte 50 pl eluatu kazdeho vzorku do zvlastni kapilary a uzavfete ji pomoci uzaviraciho nastroje.

Pridejte 50 pl eluatu negativni kontroly (NC) do kapilary. NC neni soucasti LightCycler® SeptiFast
mecA Kit M*™ a pfipravuje se zpracovanim NC z LightCycler® SeptiFast Test M*™* V/zorky z kazdé
pfipravy vzork(i a série PCR musi byt analyzovany spolu s NC pfipravené ve stejné sérii.
Nekombinujte vzorky pfipravené v rGznych sériich v jednom cyklu. Uzaviete kapilaru pomoci
uzaviraciho nastroje.

» Do kapilary pridejte 50 pl reagencni kontroly (RC). Uzavfete kapilaru pomoci uzaviraciho nastroje.
4 | Premistéte vSechny kapilary dle seznamu umisténi vzorkt v makru SeptiFast mecA (RC, NC, vzorek 1,
vzorek 2 ...) do karuselu na vzorky LightCycler®.

5 | Centrifugujte karusel na vzorky LightCycler® pomoci LC karuselové centrifugy 2.0 (provedte kontrolu
hladiny tekutiny v kapilarach).

6 | Umistéte karusel na vzorky LightCycler” do zafizeni LightCycler® 2.0.




PInéni a provoz zafizeni LightCycler® 2.0

POZN.: Doporuéuje se pouzivat zafizeni LightCycler® 2.0 v mistnosti oddélené od oblasti &isténi DNA a pFipravy pracovnich roztoki.
1. Zapnéte makro SeptiFast mecA (nazev souboru: SeptiFast mecA_1.0_04488814001). Podivejte se prosim do provozni pfiru¢ky k
zafizeni LightCycler® 2.0, kapitola “Spousténi makra Roche”.
POZN.: NepouZzivejte pole <assay lot number>. Pokud chcete pfidat ¢islo SarZe testu k cyklu, vloZte informaci do odpovidajiciho
pole v editoru vzorku.
POZN.: Je-li uzivatel odhlaen, nepokraéujte v cyklu. Novy cyklus zaénéte s novym jménem.
2. Ulozte cyklus s novym jménem, které umoziiuje jednoznaénou identifikaci (napf. jméno uZivatele a datum).
3. Redukujte vzorky z nastaveného seznamu pInéni, je-li potreba méné nez 5 vzorkl. Je-li nedopatfenim vymazano pfili§ mnoho
kapilar, nepfidavejte je, ale zacnéte postup od zacatku.
4. Zadejte specificka data pacienta do <zavorky> (napf. mecA <Jméno-01>).
5. Po pfidani v8ech informaci specifickych pro vzorek pokradujte v priivodci a spust'te cyklus zafizeni LightCycler® 2.0.
6. Po dokonéeni cyklu zkontrolujte hladinu tekutiny v kapilarach (vysledky pro kapilaru jsou neplatné, pokud je objem v kapilare
variabilni).
POZN.: Nemérite piedpony nazva vzorku. Zavorky nemazte. Kazdy vzorek musi obsahovat predponu specifickou pro test (mecA),
aby byla umoznéna identifikace SIS. Nemérite jméno reagenéni kontroly a negativni kontroly.
POZN.: Nékteré zvlastni znaky jako 'a <>""a € mohou poruSovat zadsady zadavani jmen v poli jméno.

Detekce piku a automaticka identifikace piku
Obecné vysvétleni moduld analyzy
* Manualni volani T, vyzaduje manualni ovladani ve dvou automaticky aplikovanych volacich modulech Ty,. Absolutni kvantifikacni
modul, ktery je take aplikovan automaticky, nevyzaduje zadné manualni ovladani.
Panel T\, kazdého rezimu analyzy je preddefinovan v makru SeptiFast mecA.
V okné vrcholu tani jsou vyobrazeny vSechny kfivky vybranych grafu.
Je mozné oznadit vybér nebo zrusit vybér panelt T,
Zakladni uroven kazdého rezimu analyzy je preddefinovana v makru SeptiFast mecA.
Neprovadéjte zménu ani neruste vybér zakladnich urovni. Pokud je nedopatfenim provedena zména, zapiste spravné hodnoty
z tabulky 2. Zakladni hodnoty4
« Je-li aktivovana vice nez jedna kapilara, objevi se nastaveni prvni kapilary v zaskrtavacim ramecku.
Posun panelu ovlivni vsechny aktivované kapilary.
POZN Neprovéadéjte zménu nastaveni <Channel>, <Color Compensation>, <Program>, <Method>, <Show Shoulders>, <Peak Area>
a <Peak Width>.
« Piky jsou definovany jako maxima nad zakladni linii. Ramena nejsou piky.
» Posuvniky musi byt zvoleny v ramci platného rozmezi Ty, (viz tabulka 1).

DR

Tabulka 1: T\, Rozmezi pro platné piky

CH 640 CH 705
Nizka Ty, (°C) | Vysoka T, (°C) | Nizka T, (°C) | Vysoka Ty, (°C)
mecA 62,00 69,00 51,50 58,50

« Hodnoty pro zakladni uroven jsou pfeddefinovany dle nasledujici tabulky a nesmi byt ménény. (Jsou-li nechténé zménény, zadejte
hodnoty znovu dle seznamu, jinak bude cyklus oznacen pfiznakem.)

Tabulka 2: Zakladni hodnoty
CH 640 CH 705
mecA 0,021 0,022

Uprava paneld Ty,
Po dokonéeni cyklu zobrazi privodce experimentem okno <Analyses have been created>.
Posurite okno dolt (nestiskavejte <Finish>).
Ujistéte se, Ze jsou viditelné hodnoty T\, a vychozi urovné.
Kliknéte na modul analyzy (napf., T\, volani mecA 640).
. Aktivujte vSechny pozice testu, abyste ziskali prehled.
. Kliknéte pouze na pozici mecA #RC#
. Upravte panel T\, na maximum piku nad zakladni linii, zaméfte se pouze na platné rozmezi Ty,.
Neni-li nad zakladni linii zadny pik, panel T,, musi byt smazan (deaktivujte zaskrtnuti v odpovidajicim ramecku). Na konci volani Ty, pro
specifickou kapilaru musi byt pouze vrcholy pikii s panely Ty,.
Aktivujte dal$i pozici (napf. mecA #NC#) spolu s mecA #RC# pro ziskani pfehledu. (Automatické nastaveni stupnice se upravi na
nejvyssi pik).
9. Aktivujte pouze vybranou pozici (napf. mecA #NC#). (Automatické nastaveni stupnice se upravi na zakladni piky pro NC. Zakladni linie
nemusi byt nadale viditelna.)
10. Pokracujte s detekci piku vzorkd, jak je uvedeno v krocich 5-7.
11. Po dokonéeni analyzy prvniho detekéniho kanalu (T, volani mecA 640), pokradujte s T, volani mecA 705, jak je popsano v krocich 4-10.
Dokoncete T, volani
1. Presurite pruvodce expenmentem do stfedu monitoru a stisknéte <Finish>.
2. Automaticky je vytvofena zprava LightCycler® a musi byt vytisknuta.
3. Cyklus je automaticky ulozen.
4. Exportujte soubor *.ixo do <C:\Export to SIS>.
5
6
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. Zkontrolujte zpravu u pfiznaku a zda je zobrazeno <run state: complete>.
. Pokud se pfiznaky objevi nebo jsou zobrazeny jiné zpravy pro stav cyklu, cyklus je neplatny a vSechny vzorky musi byt testovany
Znovu.



Automaticka identifikace piki pomoci SeptiFast Identification Software v2.0 (SIS)

1. Kliknéte dvakrat na ikonu SIS na ploSe a stisknéte <Start>.

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

3. Zvolte “Yes” nebo “No” pro rozhodnuti, zda zprava LightCycler® obsahuje pfiznak <User Developed or Modified Test Method>.
4. Soubor *.ixo bude automaticky analyzovan a data budou zobrazena ve zpravé.

5. Zpravu SIS vytisknéte.

VYSLEDKY
Interpretace vysledku

PRIiZNAKY a KOMENTARE mohou byt generovany softwarem SeptiFast Identification Software v2.0 (SIS) jako RUN FLAGS, ASSAY FLAGS a FLAGS
v ramecku SPECIMEN (viz nize). Obsluha musi provést kontrolu vytisku(t) cyklu ohledné FLAGS nebo COMMENTS v rame&ku SPECIMEN.

Obr. 1: Rdmecek Specimen

Specimen Assay Data Result Flags Comment
SeptiFast mecA mecA <CH..,TM .., PH .., CP.> <mecA>

sample 1
SeptiFast mecA mecA [S]

sample 2

Dal3i informace je mozné ziskat v polich COMMENT v RUN FLAGSs a ASSAY FLAGs. VSechny pfiznaky jsou uvedeny v tabulce 3.

Vysledky vzorku

Nazev <mecA> v policku RESULT znamena, Ze byl vzorek pozitivni na mecA.

Pozn.: Zkontrolujte prosim poliéko komentaFe testu LightCycler® SeptiFast Test M®™* pokud se zobrazi pfiznak <for mecA
resistance testing: Peak for CoNS from SML detected>*. Pro dal3i informace se prosim podivejte do &asti Omezeni metody.
Nezpracovana data relevantnich pikd jsou zobrazena v policku DATA v&etné kanalu (CH), bodu tani (T,,), vysky piku (PH) a bodu kfizeni (CP 2).
Symbol © v policku RESULT znamena, Ze nebyl detekovan zadny analyt v ramci definovanych kritérii pro mecA.

" SML v hlavni seznam SeptiFast Test Master List. Pro detaily prosim nahlédnéte do pfibalového letaku k LightCycler® SeptiFast Test M
2 CP je uvedeno pro kanal 640

Validace cyklu
Validace cyklu je provedena pomoci SeptiFast Identification Software v2.0. Neplatné vysledky jsou automaticky zobrazeny a jsou oznageny <.
Komentare k pfiznakim a odpovidajici interpretace jsou uvedeny nize.

Tabulka 3: Pfiznaky pro validaci cyklu

Kommentare® Interpretace
ASsAY FLAG NC: IC not detected V NC nebyly detekovany mecA ani IC.
AssAY FLAG NC:<CH..,TM...,,PH .., CP ...>,<mecA> V NC byla detekovana mecA.
AssAY FLAG RC: No amplicon: <mecA> RC selhala.
SPECIMEN FLAG IC not detected Ve vzorku nebyla detekovana mecA ani IC.

3 Systémové chyby jsou uvedeny v &asti ReSeni potizi

KONTROLA KVALITY

Jeden replikat kazdé NC a RC musi byt zahrnut ke kazdému cyklu testu. NC a RC musi byt umistény do definovanych pozic, jak je popsano
v Casti Priprava reagencii.

Doporucuje se provadét cyklus vlastniho pozitivniho materialu jako pozitivni kontrolu pres cely pracovni postup, jak je uvedeno v ¢asti Pfiprava
kontroly.

SIS stanovuje vysledek IC, NC a RC. Pokud kontroly nevyhovuji definovanym specifikacim, v8echny vysledky vzorku jsou oznaceny
pfiznakem. Zkontrolujte ramecek SPECIMEN vytisku cyklu ohledné pfiznakl a komentaru, abyste se uijistili, ze je cyklus platny.

Negativni kontrola (NC)

NC musi byt negativni a jeji vnitini kontrola musi byt pozitivni. Pokud NC nevyhovuje témto kritériim, vSechny vysledky vzorku budou
oznaceny priznakem. Cely cyklus musi byt zopakovan.

Reagencni kontrola (RC)

RC musi byt pozitivni pro amplikon mecA. Pokud RC nevyhovuje tomuto kritérii, vSechny vysledky vzorku budou oznaceny pfiznakem. Cely
cyklus musi byt zopakovan.

Pozitivni kontrola (PC)

Pozitivni kontrola musi byt pozitivni. Pokud PC nevyhovuje tomuto kritérii, cyklus je neplatny. SIS nezobrazi Zadny pfiznak. Cely cyklus musi
byt zopakovan.

Vnitini kontrola (IC)

Vnitini kontrola musi byt detekovana jako pozitivni u vSech negativnich vzorka a také u negativni kontroly. Pokud IC nevyhovuje tomuto kritérii,
vysledek vzorku bude oznacen pfiznakem.

V pfipadé neplatnych kontrol zopakujte znovu cely proces (pfiprava vzorku a kontroly, amplifikace a detekce vech 3 testi pomoci LightCycler®
SeptiFast Test M a nasledné testovani rezistence pomoci LightCycler® SeptiFast mecA Test M®™). Jsou-li kontroly trvale neplatné,
kontaktujte vasi mistni kancelar spole¢nosti Roche pro technickou pomoc.
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RESENi POTiZI

Tabulka 4: Systémové chyby uvedené v poliéku KOMENTARE (COMMENTS) pro RUN FLAGS a ve vytisku SIS

Systémova zprava

(vyobrazena v ¢asti priznaku

vytisku SIS)

MoZzné pfi€ina

Napravné opatieni

User Developed or Modified
Test Method

Cyklus je neplatny. Mozné pficiny jsou pogsény
v provozni pfirucce k zafizeni LightCycler® 2.0.
Prednastaveni makra (napf. zakladni Groven,
protokol cyklu, atd.) mohly byt zménény.

Oteviete originalni *.ixo soubor v softwaru LightCycler®
a zkontrolujte zakladni hodnoty dle tabulky 2. Ulozte
a znovu exportujte.

CCC File Name: Multiple
CCC used!

Dva nebo vice riznych souboril kompenzace
barvy jsou aktivni 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 novy objekt kompenzace barvy.

Invalid Macro

Bylo aplikovano nespravné makro

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

Invalid Baseline

Zakladni hodnoty byly nedopatfenim zménény

Oteviete originalni *.ixo soubor v softwaru LightCycler®
a zkontrolujte zékladni hodnoty dle tabulky 2. Ulozte
a znovu exportuijte.

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 na vzorek 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

Otevfete software LightCycler® a provedte kontrolu
spravného Cisla verze.

No Manual T, Calling

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

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

+ additional run flags

Bylo detekovano vice nez 5 pfiznaku cyklu

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

Invalid CCC File Name

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

Vyberte spravny soubor kompenzace barvy a provedte
vypocet znovu.

Pokud ve zpravé SIS chybi jeden nebo vice vzork(, provedte kontrolu zda jedna nebo vice kapilar na vzorky nejsou nespravné pojmenovany
nebo zda néjaka kapilara nechybi. Pro napravu oteviete originalni *.ixo soubor v softwaru LightCycler® a zkontrolujte zadani jména vzorku
v editoru vzorku. Zmérite prednastavena jména, uloZte a znovu exportujte.

OMEZEN{ METODY
Je-li S. aureus detekovan v testu LightCycler® SeptiFast Test M** a policko komentaF v ramecku vzorku je <for mecA resistance
testing: Peak for CoNS from SML detected>, byla detekovana smés S. aureus a CoNS. Detekce mecA muiize byt zplisobena mecA
obsahujici kmen CoNS a nikoliv MRSA.
| kdyZ mecA obsahujici CoNS nejsou detekovany testem LightCycler® SeptiFast Test M*™, detekce mecA mize byt zplisobena
pfitomnosti CoNS pod detekéni hranici a nikoliv MRSA.
Pod specifickou hranici detekce (viz ¢ast Analyticka citlivost) se mohou vyskytnout falesSné negativni vysledky, protoZe detekce DNA
S. aureus pomoci testu LightCycler® SeptiFast Test M™* mUize mit vétsi citlivost, neZ detekce mecA DNA pomoci LightCycler®

SeptiFast mecA Kit M.

LightCycler® SeptiFast mecA Kit M™ detekuje gen mecA a neumozfiuje prikaznou fenotypickou identifikaci.

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

Pouziti tohoto produktu by mélo byt omezeno na personal specialné vyskoleny pro pracovni postup LightCycler® SeptiFast mecA Kit M**,
Vykonnost LightCycler® SeptiFast mecA Kit M* je stanovena pro krev obsahujici 1 000 az 30 000 bilych krvinek/pl.




HODNOCENI NEKLINICKYCH FUNKENICH PARAMETRU

Analyticka senzitivita

Minimaini senzitivita je 30 CFU/ml K-EDTA krve. Studie popsana niZe ukazuje, Ze detekéni mez pro MRSA byla stanovena pro S. aureus
pomoci LightCycler® SeptiFast Test M*™* a pro mecA pomoci LightCycler® SeptiFast mecA Kit M®. Sériova fed&ni znamé koncentrace
MRSA (ATCC 33592) byly nastfiknuté do plné krve od zdravych darcti a byly zpracovany zptsobem popsanym v piibalovych letacich
odpovidajicich testl. Kazda hladina byla analyzovana v osmi replikatech za pouziti dvou $arzi. Tabulka 5 ukazuje kombinovana data pro obé
Sarze. Detekéni mez pro S. aureus je 7,7 CFU/mI (95%) CI=[4,9-19,0] a pro mecA 24,2 CFU/mlI (95%) CI=[15,9-48,9].

Tabulka 5: Mez detekce

Koncentrace MRSA [CFU/ml] Pocet mecA pozitivnich Pocet S. aureus pozitivnich

100 16/16 16/16

50 16/16 16/16

25 14/16 16/16
12,5 14/16 16/16
6,25 10/16 14/16
3,13 5/16 13/16
1,56 116 7116
0,78 0/16 4/16

0 0/16 0/16

Analyticka specifika
Inkluzivita

Inkluzivita byla testovana pomoci genomické DNA 167 MRSA kmenu. Testované kmeny zahrnovaly jeden referenéni kmen (ATCC 33592)
a 166 klinickych izolati odebranych v Evropé a USA. Izolaty obsahovaly SCCmec typy |-V charakterizované pomoci pulzni gelové
elektroforézy (PFGE). SCCmec je stafylokokova chromozomalni kazeta (Staphylococcal Chromosomal Cassette), coz je mobilni geneticky
element, ktery obsahuje gen mecA. Dal$i 588 klinické izolaty MRSA bez dal$i molekularni charakteristiky byly analyzovany. U 580 izolatt byl
detekovan mecA, zbyvajicich 8 izolatu bylo klasifikovano jako hrani¢né rezistentni na oxacilin (Borderline Oxacillin Resistant) S. aureus
(BORSA) nebo modifikovany S. aureus (MODSA)*, vykazujicich MIC pod 8 g oxacilinu na ml.

Exkluzivita

Byla testovana genomicka DNA nasledujiciho panelu nejcastéjSich patogent zpusobujicich systémové krevni infekce (13), kmenu, které
s témito patogeny Uzce souviseji a kmend, které fylogeneticky Uzce souviseji se S. aureus. VSechny tyto druhy byly negativni na mecA.

Actinobacillus actinomycetemcomitans Cryptococcus neoformans Pantoea agglomerans

Acinetobacter baumannii Enterobacter aerogenes Peptostreptococcus magnus

Aeromonas hydrophila Enterobacter cloacae Porphyromonas gingivalis

Aspergillus fumigatus Enterobacter taylore Prevotella denticola

Bacillus cereus Enterococcus faecalis Propionibacterium acnes

Bacteroides fragilis Enterococcus faecium Proteus mirabilis

Bartonella henselae
Bordetella pertussis
Borrelia burgdorferi
Burkholderia cepaci a
Campylobacter jejuni
Candida albicans

Escherichia coli
Gemella haemolysans
Histoplasma capsulatum
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Legionella pneumophila

Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella enterica
Serratia marcescens
Shigella sonnei
Staphylococcus aureus

Candida glabrata Listeria monocytogenes Staphylococcus epidermidis

Candida krusei Moraxella (Branhamella) catarrhalis Staphylococcus haemolyticus

Candida parapsilosis Morganella morganii Stenotrophomonas maltophilia

Candida tropicalis Mycobacterium fortuitum Streptococcus agalactiae

Cardiobacterium hominis Mycobacterium tuberculosis Streptococcus mitis

Citrobacter freundii Mycobacterium xenopi Streptococcus pneumoniae

Clostridium perfringens Mycoplasma pneumoniae Streptococcus pyogenes

Corynebacterium jeikeium Neisseria meningitidis Yersinia enterocolitica

4 BORSA ma nizkou rezistenci na zékladé zvySené produkce R-laktamazy, MODSA m& zmeénénou PBP strukturu s niz8i vazebnou
afinitou nebo hyperprodukci PBP (vzacné). Zadna ze skupin neni nositelem genu mecA.
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Interferujici latky

Nasledujici latky neinterferuji s detekci mecA DNA pomoci tohoto testu.

Tabulka 6: Interferujici latky

-3 Obchodni nazev Uginna latka Vyrobce IX Cpax | 3% Croax jednotka
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 ug/ml
6 Vancomycin® Vancomycin Lilly 83,0 250,0 pg/ml
7 Refobacin® Gentamicin Merck 80 240 pg/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 pg/ml
1 Diflucan® Fluconazole Pfizer 0,13 0,39 mg/ml
12 Cancidas® Caspofungin MSD Sharp & Dohme 8,3 25,0 ug/ml
13 Amphotericin B® Amphotericin B Bristol-Myers Squibb 20 60 pg/ml
14 Novalgin® Metamizol Aventis Pharma 0,83 25 mg/ml
15 Dexahexal® Dexamethasone Hexal 1,3 4,0 Hg/ml
16 ARA-cell” Cytarabine cell pharm 63,3 190,0 pg/ml
17 Arterenol® Norepinephrin (Noradrenalin) Aventis Pharma 4.8 14,4 pg/ml
18 Aquo-Trinitrosan® Glycerolnitrat Merck 1,3 4,0 ug/ml
19 Heparin-Natrium-5000- Heparin ratiopharm 0,83 25 L.U./ml
ratiopharm®




POZNAMKA PRO KUPUJICIHO
Koupi tohoto produktu ziskava kupuijici pravo produkt pouzivat k amplifikaci a detekci sekvenci nukleové kyseliny za G€elem humanni
diagnostiky in vitro. Zadny obecny patent ani jina licence jakéhokoliv typu mimo toto konkrétni pravo pouziti se timto neudili.
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Vancomycin® je registrovana obchodni znamka spole&nosti Lilly Pharma Holding GmbH.
Zienam® je registrovana obchodni znamka spoleénosti MSD Sharp & Dohme GmbH.
Zyvoxid® je registrovana obchodni znamka spole¢nosti 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 vyZzaduje sublicence od GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, New Jersey, USA
a Carnegie Mellon University, Pittsburgh, Pennsylvanie, USA.
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