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PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO.

AMPLICOR® Internal Control Detection Kit 96 Tests  P/N: 20763306 122
ART: 07 6330 6
US: 83324

POUZITI

Souprava pro detekci vnitini kontroly AMPLICOR Internal Control Detection Kit se pouZivd ve spojeni s testem
na mikrodestickich AMPLICOR Microwell Plate (MWP) Tests, ktery mozZnost vnitini kontroly obsahuje.
Pfi téchto diagnostickych testech in vitro se vyuziva amplifikace nukleové kyseliny polymeridzovou fetézovou
reakci (Polymerase Chain Reaction, PCR) a hybridizace nukleové kyseliny k detekci ter¢ové nukleové kyseliny
ve vzorcich. Do kazdé amplifika¢ni reakce se pfi nich pridava vnitini kontrola, kterd je v klinickém vzorku
amplifikovdna spole¢né s ter¢ovou nukleovou kyselinou a slouzi ke sledovéni i¢innosti testu. K detekei signélu
specifického pro vnitini kontrolu slouzi souprava AMPLICOR Internal Control Detection Kit. Detekce
amplifikované DNA vnitini kontroly se provadi podle uZzivatelovy volby.

POSTUP
PCR amplifikace

Pfi testech AMPLICOR MWP s mozZnosti vnitini kontroly Ize provadét sou¢asné amplifikaci ter¢ové nukleové
kyseliny a nukleové kyseliny vnitini kontroly. Cinidlo Master Mix, které je v testu pouZito, obsahuje dvojici
biotinylovanych primera specifickych pro ter¢ i pro vnitini kontrolu, takZe se vnitini kontrola amplifikuje
spole¢né s ter¢ovou nukleovou kyselinou z klinického vzorku.

Amplifikace vnitfni kontroly

Pfi enzymatickych amplifika¢nich postupech, jakym PCR je, se miZe ucinnost snizovat v disledku pfitomnosti
inhibitort v klinickém vzorku. K vybranym testim AMPLICOR je vnitini kontrola pfiddvéna proto, aby se daly
zjistit zpracované vzorky, jeZ obsahuji latky, které by mohly PCR amplifikaci rusit. Vnitfni kontrolou pro dany
test AMPLICOR]G plazmid neinfekéni DNA nebo transkript RNA s oblastmi vazby primeru identickymi s témi,
jez se nachdzeji v terCové sekvenci pro test specifické, s randomizovanou interni sekvenci podobné délky
a sloZeni bazi jako u terové sekvence a s jedine¢nou oblasti vazby sondy, kterou se amplikon vnitini kontroly
od ter¢ového amplikonu odliduje. Tyto vlastnosti byly zvoleny tak, aby se zajistila stejna a¢innost amplifikace
vnitini kontroly a terové nukleové kyseliny specifické pro dany test.

Hybridizace

Po PCR amplifikaci se testovany amplikon a amplikon vnitini kontroly ptidavkem denaturaéniho roztoku
chemicky denaturuje na jednofetézcovou DNA. Na mikrodesti¢ce se do jednotlivych jamek potaZenych
oligonukleotidovou sondou specifickou bud pro ter¢ nebo pro vnitini kontrolu pfiddvaji alikvotni podily
denaturovaného amplikonu. Biotinem znaceny testovany amplikon a amplikon vnitini kontroly se hybridizuje
na tercové specifické oligonukleotidové sondy navdzané na jamky pfisluSnych mikrodesticek (MWPs). Touto
hybridizaci amplikonu na ter¢ové specifickou sondu se zvySuje celkova specifi¢nost testu.

Detekce

Po hybridizaci se desticka oplachne, aby se odstranil nenavazany materidl, a do vSech jamek na desti¢ce se pfidd
kojugat avidinu s kfenovou peroxidazou. Ten se vdZe na biotinem znaceny amplikon hybridizovany na ter¢ové
specificky oligonukleotid (testovaci nebo vnitini kontroly) navdzany na desticku. Desticky se znovu vyplachnou,
aby se odstranil nenavdzany konjugat, a do jamek se pfida substritovy roztok obsahujici peroxid vodiku
a 3,3",5,5'-tetrametylbenzidin (TMB). Za pfitomnosti peroxidu vodiku katalyzuje navazana kienova peroxidaza
oxidaci TMB na barevny komplex. Reakce se zastavi pfidavkem slabé kyseliny a na automatickém &tecim
zafizeni pro vyhodnocovéni mikrodesti¢ek se odeéte absorbance u 450 nm.



CINIDLA

AMPLICOR Internal Control Detection Kit TCMWP DK

Souprava pro detekci vnitini kontroly AMPLICOR 96 testu
(P/N: 20763306 122; ART: 07 6330 6; US: 83324)
IC MWP 1 x 96 testa

(Mikrodesti¢ka pro vnitini kontrolu)
Mikrodesti¢ka potazend DNA sondou specifickou pro vnitini kontrolu
Dvandéct 8-jamkovych stripti v jednom opakované tésné uzaviratelném
sdcku s vysouSedlem

[3] AV-HRP 1x12ml
(Konjugit avidinu s kfenovou peroxiddzou)

Pufr Tris-HCI

< 0,001% konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou

Bovinni gamaglobulin (sav¢i)

Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyakui Co., Ltd.)

0,1% fenol

1% ProClin® 150

[4A] SUB A 1x12ml
(Substrat A)

Citratovy roztok
0,01% peroxid vodiku
0,1% ProClin 150

[4B] SUB B I x3ml
(Substrat B)

0,1% 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB)

40% dimethylformamid (DMF)

T % 40% hm. dimethylformamid (DMF)

Toxicky

R: 61-20/21-36 Muze poskodit plod. Pfi vdechovani a styku
s pokozkou je zdravi $kodlivy. Drdzdi oci.

S:53-45 Nevystavujte se expozici — pfed pouZitim si
vyzadejte specialni pokyny. V pfipadé nehody
nebo necitite-1i se dobfe, vyhledejte okamzité
1ékafskou pomoc (pokud moZno ukaZte Stitek).
[5] STOP 1x12ml
(Stop ¢inidlo)
4,9% kyselina sirova
10X WB 2 x 90 ml
(Promyvaci koncentrat 10X)
< 2% fosfatovy pufr
< 9% chlorid sodny
EDTA

< 2% detergent
0,5% ProClin 300



UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

A.
B.
C.

fEomm

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.
Nepipetujte usty.
V pracovnich laboratornich prostorich nejezte, nepijte a nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a s Cinidly

noste ochranné rukavice na jedno pouZziti, laboratorni plast a prostiedek ochrany oci. Po prici se vzorky
a zkuSebnimi ¢inidly si dikladné umyjte ruce.

Pfi odebirani alikvotnich podila z lahvi¢ek s ¢inidly dbejte, aby nedoslo k mikrobidlni kontaminaci.
Doporucuje se pouzivat sterilni pipety a $picky na jedno pouZiti.

Nesmé&Sujte dohromady &inidlo z riznych SarZi, ani z riznych lahvicek téZe SarZe.
Nespotiebovand ¢inidla a odpad likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi predpisy.
Po datu expirace jiZ soupravu nepouZivejte.

Materialovy bezpe¢nostni list si miZete vyzadat od mistniho zastoupeni firmy Roche.

Pracovni tok v laboratofi musi postupovat jednosmérné, od pfedamplifika¢niho prostoru (Pfiprava
¢inidel/Pfiprava vzorki a kontrol) k poamplifika¢nimu prostoru (Amplifikace/Detekce). Pfedamplifikacni
¢innosti zacinaji pfipravou ¢inidel a pokracuji pfipravou vzorki. Latky a vybaveni se musi pfifadit
jednotlivym pfedamplifika¢nim ¢innostem a nesméji se pouzivat k Zidnym jinym c¢innostem, ani se
nesmé&ji pfenaset mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve viech prostorech je tfeba nosit rukavice,
které se pred opusténim prostoru vyméni. Vybaveni a materidly pro pfipravu ¢inidla se nesméji pouzivat
k pfipravé vzorki, ani pro pipetovani nebo zpracovani amplifikované DNA ¢i jinych zdroji teréové DNA.
Poamplifika¢ni materidly a vybaveni musi vzdy zastat v poamplifika¢nim prostoru.

Se vzorky je tfeba zachazet jako s infekénimi a pouZivat odpovidajici laboratorni postupy, napfiklad ty, jez
jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories! nebo v dokumentu
NCCLS M29-A2, Viechny plochy dikladné vycistéte a vydezinfikujte Eerstvé pfipravenym 0,5 % roztokem
chlornanu sodného v deionizované vodé.

POZNAMKA: Béziné proddvané tekuté bélici prostiedky pro domdcnost obsahuji chlornan sodny
obvykle v koncentraci 5,25 %. Roztok chlornanu sodného o koncentraci 0,5 %
tedy ziskdme ziedénim béliciho prostiedku pro domdcnost v poméru 1 : 10.

Pfi manipulaci s [3] AV-HRP, [4A] SUB A, [4B] SUB B, pracovnim substriatem (smés [4A] SUB A
a [4B] SUB B) a [5] STOP noste prostiedky ochrany o¢i, laboratorni plast a rukavice na jedno pouZiti.
Dbejte, aby se tyto materidly nedostaly do styku s pokoZkou, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud ke styku
dojde, okamzité postizenou oblast omyjte velkym mnozstvim vody. Pokud byste tuto péc¢i zanedbali,
mohly by se vyvinout popaleniny. Jestlize se nékteré ¢inidlo rozlije nebo rozsype, pied vytienim dosucha
je zfedte vodou.

Zamezte styku pokozky a sliznic s [4B] SUB B nebo s pracovnimi substraty. Pokud se néktera z téchto
latek do styku s pokozkou dostane, okamzité ji omyjte velkym mnoZstvim vody.

[4B] SUB B a pracovni substrat obsahuje dimethylformamid, o némz existuji idaje, Ze je ve vysokych
ordlnich davkach toxicky a mize poskodit plod. Je tieba se vyvarovat potfisnéni pokozky, vdechnuti par
a poziti. Pokud k potiisnéni pokozky dojde, omyjte ji dikladné vodou a mydlem a vyhledejte okamzité
Iékatskou pomoc.



POZADAVKY NA SKLADOVANI A MANIPULACI
A. Cinidla nezmrazujte.
B. [5] STOP uchovivejte pri teploté 2-25°C. Cinidlo je stdlé do vyznaceného data expirace.

C. IC MWP uchoviavejte v dodaném plastovém vaku pfi teploté 2—-8°C. V neotevieném vaku je ldtka stala.
Po otevieni je stald 3 mésice (resp. do data expirace, je-li tato doba krat$i), musi byt ov§em ponechédna

ve vaku, ktery je opét tésné uzavien a obsahuje vysousedlo.

D. [3] AV-HRP, [4A] SUB A a [4B] SUB B uchovavejte pii teploté¢ 2-8°C. V neotevieném stavu jsou tato
¢inidla stald do vyznaceného data expirace. Po otevieni jsou Cinidla stdld 3 mésice (resp. do data expirace,

je-li tato doba kratsi).

E. Pracovni substrit se pfipravuje smisenim [4A] SUB A s [4B] SUB B a musi se pfipravovat denné Cerstvy.

Je-li chrdnén pied s
substrat nesmi pfijit do styku s kovy, s oxidaénimi ¢inidly ani pfimym svétlem.

étlem, je pfi pokojové teploté staly 3 hodiny. [4A] SUB A, [4B] SUB B ani pracovni

F. 10X WB uchovivejte pfi teplotach 2-25°C. Cinidlo 10X WB je stdlé do vyznaceného data expirace.
Pracovni promyvaci roztok (1X) se pfipravuje pfidanim 1 objemu 10X WB do 9 objema destilované nebo
deionizované vody a uchovava se v Cisté uzaviené plastové nadobé pfi teplotich 2—-25°C. Je staly 2 tydny

ode dne pfipravy.
MATERIALY, JEZ JSOU SOUCASTI DODAVKY

AMPLICOR Internal Control Detection Kit

Souprava pro detekci vnitini kontroly AMPLICOR
(P/N: 20763306 122; ART: 07 6330 6; US: 83324)

I1C MWP
(Mikrodesti¢ka s jamkami pro vnitfni kontrolu)
[3] AV-HRP
(Konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou)
[4A] SUB A
(Substrat A)
[4B] SUB B
(Substrat B)
[5] STOP
(Stop ¢inidlo)
10X WB
(Promyvaci koncentrat 10X)
POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY
Poamplifikace — prostor pro amplifikaci/detekci
¢ Detekéni souprava AMPLICOR specifickd pro dany terc.
«  Multikanalovy pipetor (objem 25 pl a 100 pl) nebo elektronicky pipetor (Impact® nebo AMPLICOR®)
* Pipetové §picky s aerosolovou bariérou (25 ul a 100 pl) a $picky bezbariérové (100 ul)*
¢ Omyvac¢ mikrodesti¢ek**
e Cteci zafizeni na mikrodesticky ***
e Zasobniky na ¢inidla na jedno pouZiti
¢ Vicko k mikrodesti¢kdm
e 96-well strip ejector, Costar® #2578
¢ Inkubétor 37°C = 2°C
¢ Destilovand nebo deionizovand voda
* Rukavice na jedno pouziti, bez pudru

¢ Odmérné vilce

* Pipetory museji byt pfesné na 3 % jmenovitého objemu. Kde je tak uvedeno, je tfeba pouZivat $picky s aerosolovou
bariérou nebo $picky ,,positive displacement”, aby se pfedeslo vzdjemné kontaminaci vzorku a amplikonu.

ok K promyvini desti¢ek o formatu 12 x 8 mikrojamek s objemem 250-300 ul promyvaciho roztoku na jednu

jamku v 30-sekundovych intervalech.

##%  Specifikace ¢te¢ky mikrodesticek: Site pasma 10 nm * 3 nm, rozsah absorbanci u 450 nm 0 az > 3,00,

opakovatelnost < 1 %, spravnost <3 % od 0 do 2,00 A5, drift absorbance u 450 nm < 0,01 za hodinu.



NAVOD K POUZITI

A.

ZkuSebni vzorky

Detekéni souprava AMPLICOR na vnitni kontrolu se pouziva spolec¢né s témi testy AMPLICOR MWP,
které moznost vnitini kontroly obsahuji. Amplifikované vzorky pro detekci vnitini kontroly se pfipravuji,
jak je popsano v &asti , Ndvod k pouZiti“ ptisluného piibalového letiku pro dany test.

Detekce vnitini kontroly

Provadi se v prostoru: Poamplifikace — prostor amplifikace/detekce

POZNAMKA: Hybridizaéni pufr ([2] HYB) NENI soucdsti detekéni soupravy pro vnitini kontrolu.
K detekci vnitini kontroly pouZijte hybridizacni pufr dodany v ramci prislu$né souprav
AMPLICOR MWP Test. Mnozstvi tohoto pufru v soupravé je pro dany iicel postacujici.

Vsechna ¢inidla zahfejte na pokojovou teplotu.

Pfipravte promyvaci roztok nasledujicim postupem. Prohlédnéte 10X WB a zpozorujete-li sraZeninu,

rozpustte ji zahfatim kapaliny na teplotu 30-37°C. Pfidejte jeden objem 10X WB k 9 objemim

destilované nebo deionizované vody. Dobfe promichat. Pro ru¢ni promyvani pfipravte 40 ml pracovniho

promyvaciho roztoku na kazdy 8-jamkovy strip MWP. Pro automatické promyvéni pfipravte potiebné

mnozstvi s ohledem na pouzivané promyvaci zafizeni na mikrodesticky. Pracovni promyvaci roztok se

uchovivi v Cisté uzaviené nadobé za teplot 2-25°C; je pak staly 2 tydny ode dne piipravy.

Nez IC MWP vyjmete z plastového vaku, nechte je vytemperovat na pokojovou teplotu. Vyjméte z baleni
potiebny pocet 8-jamkovych stripi a uloZte je do rimu MWP. NepouZité stripy vrafte do vaku a vak opé&t
t&sné uzavfete; pfitom nezapomeiite, Ze ve vaku musi byt také vysousedlo. POZNAMKA: Se stripy MWP
je tfeba zachazet opatrné, aby se nerozbily. K vyjmuti stripi z rdmu vystfedte MWP na ejektoru
(Costar 96-well strip ejector) a rovnomérné tisknéte rohy ramu. K zajisténi stripti na misté poloZte ejektor
na né a rovnomérné na né tisknéte.

Do kazdé jamky na testované desce IC MWP odméite 100 ul ¢inidla [2] HYB specifického pro dany test.
Pokud byl denaturovany amplikon uchovavan pfi teploté 2-8°C, inkubujte jej po dobu 2—4 minut pii 37°C,
aby se snizila jeho viskozita.

Do jamky (jamek) MWP odméite pomoci Spicek s aerosolovou bariérou po 25 pl denaturovaného
amplikonu. Na desti¢ku asi 10—15 krat jemné& poklepejte, dokud barva nepiejde z modré na svétle Zlutou
(barevny piechod indikuje, Ze je smés dostate¢né promisena).

Desticku MWP prikryjte vikem a po dobu uvedenou na pfibalovém letdku k pfislu§nému testu
AMPLICOR MWP Test inkubujte pfi teploté 37°C + 2°C.

Desticku MWP promyjte pracovnim promyvacim roztokem, a to bud ru¢né, nebo na automatickém
promyvacim zafizeni.

Ruéni promyvani:
a.  Vyprazdnéte desticky a na papirovych ubrouscich vysuste.

b. Do kazdé jamky napipetujte tolik promyvaciho roztoku, aby se jamka zcela zaplnila (250-300 pl).
Nechte 30 sekund prosakdvat. Obsah vylijte a vysuste.

c.  Krok (b) jesté Ctyfikrat zopakujte.
Pfi automatickém vymyvéni nastavte promyvaci zafizeni takto:
a.  Vysajte obsah jamek.

b.  Napliite kazdou jamku aZ po okraj promyvacim roztokem (pfiblizné 250-300 pl podle typu
mycky desti¢ek), nechte odmocit 30 sekund a odsajte viechnu tekutinu.

c.  Opakujte krok (b) 4 krat.

d.  Po skonceni automatického myti osuste desticky.



9. Pridejte 100 pl [3] AV-HRP do kazdé jamky (AMPLICOR Electronic Pipettor, Program 2). Desticku
MWP pfikryjte a inkubujte 15 minut pfi teploté 37°C + 2°C.

10. Potom ji promyjte podle kroku 8.

11. Pfipravte pracovni substrat smichanim 2,0 ml [4A] SUB A a 0,5 ml [4B] SUB B pro kazdy nasobek
dvou prouzki mikrodesti¢ek s 8 jamkami (16 testil). Pfipraveny pracovni substrat je tfeba do 3 hodin
spotiebovat. Uchovévejte jej pii pokojové teploté a chraiite pred piimym svétlem.

12. Do vsech testovanych jamek odmé&ite po 100 ul pfipraveného pracovniho substratu.
13. Ponechte stat ve tmé pii pokojové teploté (20-25°C), aby se béhem 10 minut objevilo zbarveni.
14. Do vech jamek odméite po 100 pl ¢inidla [5] STOP.

15. V dobé do jedné hodiny od pfidani ¢inidla [5] STOP zmé&fte absorbanci u 450 nm Zjisténé hodnoty
vSech vzorki a kontrol zaznamenejte.

VYSLEDKY

Mezni hodnoty pro vnitini kontrolu jsou speci
k interpretaci vysledku testu, 1ze nalézt v ¢
letaku k danému testu AMPLICOR MWP Test.

ké pro jednotlivé testy. Tyto hodnoty, véetné podrobnych pokynit
. Interpretace vysledkit s detekci vnitini kontroly* ptibalového

BEZPECNOSTNI OPATRENI

1. Pracovni tok v laboratofi musi postupovat jednosmérné, od pfedamplifikaéniho prostoru (Pfiprava
¢inidel/Ptiprava vzorku a kontrol) k poamplifika¢nimu prostoru (Amplifikace/Detekce). Pfedamplifika¢ni
¢innosti zacinaji piipravou ¢inidel a pokracuji pfipravou vzorku. Latky a vybaveni se musi pfifadit
jednotlivym pfedamplifika¢nim ¢innostem a nesméji se pouZivat k Zidnym jinym c¢innostem, ani se
nesméji pfendset mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve vSech prostorech je tfeba nosit rukavice,
které se pfed opusténim prostoru vymeéni. Vybaveni a materidly pro pfipravu ¢inidla se nesmé&ji pouZzivat
k pfipravé vzorkd, ani pro pipetovani nebo zpracovani amplifikované DNA ¢i jinych zdroju teréové DNA.
Poamplifika¢ni materidly a vybaveni musi vzdy zustat v poamplifika¢nim prostoru.

2. Jak je tomu pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovini tohoto testu véci zdsadnim
pozadavkem dodrzovat principy spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké analytické citlivosti testu
je tieba vénovat mimofadnou péci tomu, aby se zachovala Cistota reagencii soupravy a amplifikacnich
smési. U viech ¢inidel je tieba Cistotu bedlivé sledovat. Jakmile je na kontaminaci podezieni, je tieba
¢inidlo zlikvidovat.

FUNKCNI CHARAKTERISTIKY
Viz &ast ,, Funkcni charakteristiky “ ptibalového letdku piislu§ného testu AMPLICOR MWP Test.
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