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Pro specifickou detekci rodu Mycobacterivm a nékolika
klinicky relevantnich druha mykobakterii, které byly
vyrobeny pomoci VisionArray MYCO PreCise Master Mix
2.0

C

In vitro diagnosticky zdravotnicky prostt edek
podle smérnice EU 98/79 / EC

1. Doporuéené poufZiti

VisionArray MYCO Chip 2.0 je uréen k pouziti s baliCkem VisionArray
Software pro kvalitativni detekci a identifikaci PCR amplifikatl rodl
Mycobacterium, Mycobacteroides, Mycolicibacillus, Mpycolicibacter a
Mycolicibacterivm a také nékolika klinicky relevantnich  druht
mykobakterii, které v nich byly vyrobeny pomoci VisionArray MYCO
PreCise Master Mix 2.0.

Rod Mycobacterium byl nedévno rozdélen do 5 odlidnych roda
Mycobacterium, Mycobacteroides, Mycolicibacillus, Mpycolicibacter a
Mycolicibacterium, jak navrhli Gupta et al. (2018) a platné zvef ejnéna v
seznamu ovéf ovani & 181 (Oren and Garrity 2018). Kvili jasnosti a
konzistenci se viak v &astech této pf irueky bude i naddle pouZivat byvaly
jediny rod mycobacterium.

Tento produkt je uréen pro diagnostické pouZiti in vifro (podle smérnice EU
98/79 / ES). Interpretace vysledkd musi byt provedena v kontextu klinické
anamnézy pacienta s ohledem na daldi klinické a patologické Udaje o
pacientovi kvalifikovanym patologem.

2.  Klinicky vyznam

Vydané rody mykobakterii zahrnuji vice nez 140 druhi, kieré byly za
G¢elem diagnostiky a 1é¢by rozdéleny do tfi kategorii: komplex M.
tuberculosis (MTC), M. leprae a netuberkulézni mykobakterie (NTM).
Vzhledem k jejich rozdilim v patogenit&, virulenci a reakci na léky mé
detekce a diferenciace t&chto patogent v klinickych vzorcich pacientd s
klinicky suspekini tuberkulézou zdsadni vyznam.

VisionArray MYCO Chip 2.0 je navrien tak, aby detekoval druhy
mykobakterii uvedené v kapitole 4 ,Poskytované &inidla”.
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3.  Princip testu

Fragmenty DNA se specifickou sekvenci jsou detekovdny ze skupiny
fragmentd DNA na sklen&ném ¢ipu pomoci imobilizovanych sekvenci pro
zachyceni DNA pomoci hybridizace DNA / DNA. Pro tento detekéni systém
byly vzorky DNA extrahovdny napf . jako surovina Ize pouZit klinické
vzorky, plicni nétéry nebo kultivované vzorky. Jako prvni krok musi byt
cilové sekvence v téchto vzorcich amplifikovény a biotinylovany pomoci
PCR. Hybridizace mezi amplifikovanymi sekvencemi a komplementdrnimi
sekvencemi pro zachyceni DNA se provadi ndsledné. Po hybridizaci je
nespecificky védzand DNA odplavena krétkymi pf isnymi promyvacimi
kroky. Specificky vazané biotinylované sekvence jsou sekunddarné znaéeny
konjugdtem streptavidin-peroxidéza poté a vizualizovény barvenim
tetramethylbenzidinem (TMB).

4. Dodand ¢&inidla

Zahrnuty jsou nésledujici komponenty:
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€pl| Guide Dot 9 M. gordonae
+ PCR pozitivni kontrola 10 | M. haemophilum
M. tuberculosis complex .
1 (ITS Region) 11 | M. kansasii
M. tuberculosis complex
2 (1S6110 Region) 12 | M. malmoense
3 M. abscessus 13 M. marinum /
M. ulcerans
M. avium / M. intracellulare M. scrofulaceum /
4 14
complex M. parascrofulaceum
5 M. chelonae 15 | M. simiae
6 M. chimaera 16 | M. smegmatis
7 M. fortuitum 17 | M. szulgai
8 M. genavense 18 | M. xenopi

Bod pro komplex M. tuberculosis zahrnuje: M. fuberculosis, M. bovis,
M. africanum, M. caprae, M. microti a M. pinnjpedii.

Bod pro komplex M. avium / M. intracellulare zahrnuje:

M. avivm, M. chimaera, M. arosiense, M. timonense, M. yongonense, M.
lepraemurium, M. intracellulare, M. colombiense, M. bouchedurhonense,
M. marseillense a M. paraintracellulare.
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5.  Pofti ebny material, ktery ale neni sou&asti

. VisionArray SingleScan Software (E-4301) nebo
VisionArray MultiScan Software (E-4302)

. VisionArray MYCO PreCise Master Mix 2.0 (ES-0008)

. VisionArray Detection Kit (VK-0003)

VisionArray Softwares musi pro Uspéiné skenovéni obsahovat VisionArray
MYCO Chip File 2.0 (E-4205).

6.  Skladovéni a manipulace

Cipy musi byt skladovény v neporugeném piivodnim obalu pii -16 az -
22 ° C. Pfi dodrzeni téchto podminek skladovani jsou ¢&ipy stabilni, bez
ztréty vykonu, alespoi do data expirace vytidté ného na §titku.

Po otevf eni plvodniho obalu skladujte pfi-16 az -22 ° C a &ipy pouzijte
do dvou mésici.

7. Varovéni a bezpe&nosini opatf enf

. Pt ed pouzitim si pf e¢téte ndvod k pouzitil

. Nepouziveijte &ipy po uplynuti doby pouzitelnosti!

. Cipy by se mély pougivat v bezprainém prosti edi. Zabrarite
kontaminaci povrchu t¥ isky prachem nebo jinymi &asticemi!

. Vyvaruijte se pf imého kontaktu s polem pole na povrchu ¢ipu!

. K hybridizaci Ize pouzit pouze oznaéenou stranu sklicka.

O Vyvarujte se ki izové kontaminace vzorku, protoze by to mohlo vést

k chybnym vysledkdm.

8. Omezeni

. Pro diagnostické poufZiti in vitro.
. Pouze pro profesiondlni pouziti.
. Interpretace vysledkl musi byt provedena v kontextu klinické

anamnézy pacienta s ohledem na dal$i klinické a patologické Gdaje
kvalifikovanym patologem.

. Cip by mél byt pouzivén pouze pro detekci mykobakterialnich druhi
popsanych v bodé 2. ,Klinicky vyznam”.

Ddle mohou na detekéni systém ovlivnit nasleduijici faktory:

. Odchylka od navrhovaného detekéniho protokolu (napf. Teplota
nebo objemy reagencii).

. Degradovany nebo mdlo koncentrovany material DNA.

. Nevhodné surovina.

. Pouziti nekalibrovaného nebo poskozeného zafizeni.

. U silnych mykobakteridlnich infekei nebo v pfipadé vice infekci mize

byt sniZena intenzita pozitivni kontroly PCR.

. Béhem postupu nepracujte pod lamindrnim tokem, protoze by to
mohlo vést ke zhorgeni vysledki.results.

9. Interferujici latky

. Nizkd G&innost PCR diky inhibitordm PCR ve vstupni DNA (napf . v
krvi).

. PouZiti pf isad PCR, které by mohly ovlivnit hybridizaci (napf .
DMSO, betain, mo¢ovina).

10. PF¥iprava zachdzeni se vzorky

Vychozim materidlem pro tento detekéni systém jsou produkty amplifikace
PCR, které byly vyrobeny s VisionArray MYCO PreCise Master Mix 2.0.

Hybridizaci a detekci &ipl je tF eba provést pomoci sady VisionArray
Detection Kit podle pokynt k pouZiti.

11. P¥iprava &ipu pf ed pouZitim

Pf ed pouzitim necheijte chipy vytemperovat na pokojovou teplotu (18-
25°C).

12. Postup analyzy

Provedte skenovdni podle pokynt pro pouziti pf isludného bali¢ku pro
VisionArray Software.
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13. Interpretace vysledki

S pomoci VisionArray MYCO Chip 2.0 je mozné udélat kvalitativni
prohléeni o pf itomnosti nebo nepf itomnosti jednoho nebo vice druhii
mykobakterii ve zkoumaném vzorku.

Intenzitu signdld ovliviiuje prevalence cilovych sekvenci ve vzorku i rizné
faktory detekéniho systému. Absolutni &isla intenzity signdlu nelze pouzit ke
kvantifikaci koncentrace DNA.

Software hodnoceni

Automatizované vyhodnoceni vysledkd se provédi pomoci pf isludného
VisionArray Software. K softwaru je pfilozen komplexni manuél pro
analyzu ¢&iph.Softwarem.

14. Doporu&ené postupy kontroly kvality

Interni kontrola

e Vodici te¢ky / kontrola hybridizace (GD): Tyto te¢ky pouzivd pf islusny
VisionArray Software pro umisténi mf izky. Barveni vodicich te¢ek je
navic dikazem Uspésné hybridizaéni, zna¢kovaci a barvici reakce a
pouzivé se k vypoltu relativni intenzity signdla.

e Pozitivni kontrola / kontrola PCR (+): Tyto kontroly se pouzivaji k
vyhodnoceni reakce PCR a kvality templétu PCR.

e V3echny sekvence zachyceni a pozitivni kontrola jsou nastaveny na ¢&ipu
jako duplikaty a vodici body jako triplikaty. Signdly jsou na &ipu
viditelné jako signély kruhové hybridizace.

Externi kontrola:

Za G&elem sledovani spravného vykonu zpracovanych vzorkd a testovacich
reagencii by ke kazdému testu mély byt pfiloZzeny externi validované
pozitivni a negativni kontrolni vzorky. Pokud nékterd z internich a / nebo
externich kontrol nedokdze prokézat vhodné zbarveni, musi byt vysledky se
vzorky pacientl povazovdany za neplatné.

15. Vykonostni chrakteristika
15.1  Analyticky vykon

Analytickéd specificita a citlivost &ipu VisionArray MYCO 1.0 byla testovéna
pro kazdy mykobakteridIni druh na &ipu samostatné. Za timto G&elem byly
testovdny sekven&né ovéfené plazmidy s koncentraci 5-500 000
ekvivalenttd genomu (GEQ).

Specifiénost a limit detekce pro druhy mykobakterii.

Mycobadterium Specifita [%]  |Limit detekce (GEQ)
M. tuberculosis complex (ITS) 100 50
M. tuberculosis complex (IS6110) 100 5

M. abscessus 100 500
M. avium / M. intracellulare complex 100 50
M. chelonae 100 1000
M. chimaera 100 50
M. fortuitum 100 50
M. genavense 100 50
M. gordonae 100 50
M. haemophilum 100 50
M. kansasii 100 50
M. malmoense 100 50
M. marinum / M. ulcerans 100 50
M. scrofulaceum / M. parascrofulaceum 100 50
M. simiae 100 50
M. smegmatis 100 50
M. szulgai 100 50
M. xenopi 100 50

Citlivost z4visi na mnozstvi a G&¢innosti cykld PCR, a ofinité sekvenci pro
zachyceni DNA.

Zjigté nd citlivost se tykd detekce jediné cilové sekvence. Detekce
mnohonédsobné infekce maZe vést ke zhorseni citlivosti nékterych
mykobakteridlnich druht v dasledku kompetice b&éhem reakce PCR,
zejména ve smésnych vzorcich se silnym rozdilem v koncentraci.

Vykon byl ovéf en pomoci postupli popsanych v tomto névodu k pouziti.
Upravy téchto postupli mohou zménit vykon a musi byt ovéf eny
uZivatelem.
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15.2  Zk¥ izend hybridizace

Pt i testovdni s koncentraci az 500 000 GEQ nebyly pozorovany z&4dné
k¥ izové hybridizace.

15.3  Odpojeni

Pro vyhodnoceni vysledku je velikost bodu nastavena na 50.

Prahovd hodnota (mezni hodnota) byla nastavena na 25 pro obrdazek ve
stupnich 3edi této velikosti te¢ky. Signdl pod touto hodnotou je povaZzovén
za pozadi pF islunym VisionArray Software.

16. Likvidace

Likvidace ¢&inidel musi byt provadéna v souladu s mistnimi pf edpisy.

17. ReSeni probléma

Jakékoli odchylka od névodu k pouziti mize vést ke zhor$eni detekéni
reakce cilové sekvence.sequence.

Hybridizaéni teplota je pfili§ | Zkontroluijte teplotu
nizkd hybridizace

Nékolik &ipt inkubovanych Rychlé provedeni mycich
pf ili§ dlouho ve stejném krokad
promyvacim pufru

Vyhnéte se pf imému
kontaktu s polem analyzy

Jeden signdl misto | Mechanickd eliminace
duplikata druhého signdlu, napf . kvali
kontaktu se $pickou pipety

Nepravidelné zakryti pole pole | Aplikujte roztoky bez
v dusledku vzduchovych vzduchovych bublin
bublin

Opakujte PCR a detekei s
ohledem na podminky
pozadované v pf iruéce

Slabé signély kolem prahu (1
nahot e a 1 dole)

Problém

Moiné pr f&ina

Regenf

Zadny signal

Spatna teplota

Zkontrolujte teplotu
hybridizace

Expirovand ¢inidla

Zkontrolujte reagencie

Pouze vodici te¢ky
a 24dné dalsi
signdly

Problemy s PCR-produktem
(PCR neni dostate¢né G&innd
nebo je degradovan templét
DNA)

Zkontrolujte G&innost PCR s
pozitivni kontrolou;
Zkontrolujte PCR-chemikdélie a
program termocykleru;
Zkontrolujte PCR-produkt v
agarosovém gelu

Spatny ptivodni materdl

Zkontrolujte ptivodni materidl

Spatna kombinace ¢&ip a
vzorek

Zkontrolujte vzorek /&ip
kombinaci

Pouze vodici te¢ky
a PCR-kontrola,
ale zadny jiny
signdl

Neni k dispozici 24dnd cilova
sekvence

Pouzijte pozitivni kontrolu

Pouze vodici te¢ky
a signaly MYCO,
ale 24dné pozitivni
kontrola

Silng infekce mykobakteriemi
nebo mnohodetné infekce
mykobakteriemi

NaF edte vzorek DNA

Materidl pro bunéé&nou kulturu
mykobakterii, ve vzorku 24dnd
lidskd genomova DNA

Degradovany vzorek

Nova extrakce DNA; skladuijte
pFi -16...-22°C

P¥ ili§ mnoho
pozadi

Inkubaéni doba detekéniho
roztoku nebo roztoku Blue
Spot pf ili§ dlouhd; teplota
bé&hem inkubace pf ili§ vysoka

Zkontrolujte inkubaéni &as a
teplotu detekéniho roztoku a
roztoku Blue Spot

Skli¢ka nejsou ¥ ddné
vysusena

Zkontrolujte krok sugeni

Silng, netésné
signdly

Inkubaéni doba detekéniho
roztoku nebo roztoku modré
skvrny pf ili§ dlouhd nebo
pf {li§ vysoké teplota

Postupné nastaveni doby
inkubace a teploty detekéniho
roztoku a roztoku Blue Spot

Slabé signdly

Hybridizaéni teplota je
nespravné

Zkontrolujte teplotu

Hybridizaéni éas je pf ili$
kréatky

Prodluzte dobu hybridizace
na maximdlné 30 minut

Inkubaéni doba detekéniho
roztoku nebo roztoku Blue
Spot je pf ili§ kratkd

Prodluzte inkubaéni dobu
detekéniho roztoku a roztoku
Blue Spot

Slaba PCR amplifikace /
$patnd kvalita DNA Templatu

Zkontrolujte DNA templat

Crosshybridiza&ni
signdly, falegné
pozitivni signdly

Kontaminace chemikdlii PCR
nebo produktu PCR

Vyméiite pouzivané
chemikdlie pro PCR

Kontaminace b&hem pf ipravy
PCR nebo hybridizagni smési

B&hem pf ipravy smési se
vyhnéte p¥ enosu vzorku
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Nasi odbornici jsou k dispozici pro zodpovézeni vadich otdzek.
Prosim kontaktujte helptech@zytovision.com

aall

ZytoVision GmbH

Fischkai 1

27572 Bremerhaven / Germany
Phone: +49 471 4832-300
Fax: +49 471 4832-509
www.zytovision.com

Email: info@zytovision.com

Ochranné znédmka:
VisionArray® je pod ochrannou zndmkou
ZytoVision GmbH
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