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AmpliTest Microsporum spp.
(Real Time PCR)

Zestaw do wykrywania sekwencji DNA specyficznych dla dermatofitow
z rodzaju Microsporum technikg Real Time PCR

Nr kat. Wielkos¢ zestawu

BAC38-100 100 reakgc;ji

Zestaw diagnostyczny jest przeznaczony do profesjonalnego stosowania w laboratoriach badawczych
oraz diagnostycznych, w tym medycznych.
Przed uzyciem nalezy zapoznac sie z trescig niniejszej ulotki dotgczonej do zestawu diagnostycznego.
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TRANSPORT

Transport zestawu AmpliTest Microsporum spp. (Real Time PCR) odbywa sie w suchym lodzie.
Po otrzymaniu przesyitki nalezy jg natychmiast rozpakowaé. Jezeli stwierdzono uszkodzenie tasmy
zabezpieczajgcej pudetko transportowe, uszkodzenie plomby opakowania handlowego lub brak suchego
lodu w styropianowym pudetku transportowym nalezy o tym fakcie niezwtocznie powiadomié
producenta zestawu.

SKLADNIKI ZESTAWU

. BAC38-100 . —
Nazwa Opis . Kolor wieczka probowki
100 reakcji
RM Mieszanina reakcyjna 2 x 550 pL zielony
PC Kontrola pozytywna 1 x 300 pL czerwony
NC Kontrola negatywna 1 %300 pL niebieski
IC Kontrola wewnetrzna 2 x 750 pL przezroczysty
WATER Woda 1x1500 uL | biaty

WARUNKI PRZECHOWYWANIA | UZYTKOWANIA

e Sktadniki zestawu nalezy przechowywac w -20°C.

e UNIKAC EKSPOZYCJI SKLADNIKA RM NA SWIATLO.

e Unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania sktadnikow zestawu, w szczegdlnosci sktadnika
RM. 10 cykli zamrozenia i rozmrozenia sktadnika RM nie wptywa znaczgco na jako$¢ zestawu.

e Termin waznosci zestawu podany jest na opakowaniu.

e Nie uzywac¢ sktadnikéw zestawu po uptywie terminu waznosci.

OPIS ZESTAWU
Zastosowanie

Zestaw AmpliTest Microsporum spp. (Real Time PCR) jest przeznaczony do wykrywania sekwencji DNA
specyficznych dla dermatofitéw z rodzaju Microsporum wywotujgcych grzybice u ludzi i zwierzat.
Obecnos¢ sekwencji specyficznych dla dermatofitéow diagnozuje sie w preparatach DNA
ekstrahowanych z tkanek ludzi i zwierzat. Zestaw diagnostyczny przeznaczony jest do diagnostyki in
vitro. Zestaw ma charakter jakosciowy: stuzy do potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci DNA
dermatofitéw w analizowanym preparacie.

Zasada dziatania

Zestaw AmpliTest Microsporum spp. (Real Time PCR) zawiera startery umozliwiajgce namnozenie
fragmentu genomu dermatofitéw z rodzaju Microsporum. Detekcja obecnosci DNA grzybdéw nastepuje
dzieki specyficznej sondzie typu TagMan®, ktéra przytaczajgc sie do powstajgcego amplikonu
(powielanego fragmentu DNA) ulega hydrolizie. Podczas hydrolizy z sondy uwalniany jest barwnik
fluorescencyjny FAM, ktoéry nastepnie wykrywany jest przez uktad optyczny urzadzenia do
przeprowadzenia reakcji Real Time PCR. Odpowiednio dobrane sekwencje sondy i starteréw zapewniajg
wysoka specyficznos¢ reakcji.

W celu zwiekszenia wiarygodnosci wynikéw, zestaw AmpliTest Microsporum spp. (Real Time PCR)
zawiera system kontroli wewnetrznej, ktéry mozna wykorzysta¢ do monitorowania prawidtowego
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przebiegu procesu ekstrakcji kwaséw nukleinowych oraz reakcji Real Time PCR. Sktadnik RM, poza
uktadem sondy i starteréw stuzgcych do wykrywania sekwencji specyficznych dla badanego patogenu,
zawiera uktad sondy i starteréw stuzacy do namnozenia i detekcji kontroli wewnetrznej. Detekcja kontroli
wewnetrznej odbywa sie dzieki uwalnianiu przez sonde barwnika fluorescencyjnego HEX. Dodatni wynik
dla kontroli wewnetrznej stanowi potwierdzenie prawidtowego przebiegu procesu ekstrakcji kwasow
nukleinowych i reakcji Real Time PCR.

POTRZEBNY SPRZET | DODATKOWE MATERIALY

Zestaw umozliwia wykonanie kompletnej procedury diagnostycznej, polegajgcej na wykryciu obecnosci
dermatofitéw z rodzaju Microsporum spp. w pobranych prébkach wytacznie w potaczeniu z zestawem
do ekstrakcji DNA z pobranej prébki oraz urzgdzeniem do przeprowadzenia reakcji Real Time PCR.

UWAGA 1. Zestaw AmpliTest Microsporum spp. (Real Time PCR) jest kompatybilny z urzgdzeniami do przeprowadzenia reakcji
Real Time PCR posiadajagcymi mozliwos¢ detekeji barwnikéw fluorescencyjnych HEX i FAM,;

Petng liste kompatybilnych urzagdzen do przeprowadzenia reakcji Real Time PCR mozna znalezé na stronach internetowych
producenta zestawu.

UWAGA 2. Zestaw AmpliTest Microsporum spp. (Real Time PCR) nie zawiera barwnika normalizacyjnego ROX. Dodanie barwnika
ROX do mieszaniny reakcyjnej nie jest mozliwe, gdyz odpowiadajgcy mu kanat detekc;ji jest zarezerwowany dla barwnika FAM
uwalnianego przez sonde wykrywajaca sekwencje specyficzng dla Microsporum spp.

SPECYFIKACJA TECHNICZNA
Limit detekc;ji 4,17 czgsteczki DNA/reakcje
Kontrola jakosci Zgodna z 1SO 13485: Wyroby medyczne — System

zarzadzania jakoscig

Optymalna ilos¢ DNA dodawana do reakc;ji Do 400 ng
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EKSTRAKCJA DNA

Materiatem wyjsciowym do ekstrakcji DNA mogg by¢ prébki tkanek pobrane od ludzi i zwierzat. llo$¢ Do
ekstrakcji DNA zaleca sie stosowanie zestawdéw opartych o ztoza krzemionkowe (tzw. zestawoéw
kolumienkowych), gdyz zapewniajg one uzyskanie preparatéw DNA o odpowiedniej jakosci. Preparaty
DNA nalezy przechowywa¢ w 2-8°C (krotki okres przechowywania), w -20°C lub nizszej temperaturze
(dtugi okres przechowywania). ). llo§¢ wymaganego materiatu zalezy od uzytej metody ekstrakcji DNA.
Do kontroli prawidtowego przebiegu procesu ekstrakcji DNA mozna wykorzystaé system kontroli
wewnetrznej zawarty w zestawie. W tym celu na poczgtkowym etapie procesu ekstrakcji DNA do prébki
nalezy dodac sktadnik IC. Objeto$¢ dodanego sktadnika IC zalezy od zastosowanej objetosci buforu
elucyjnego zestawu do ekstrakcji DNA. Nalezy doda¢ 5 pL sktadnika IC na kazde 50 pL uzytego buforu
elucyjnego.

UWAGA 3. Probki do badan nalezy pobiera¢ do sterylnych probéwek. Przed procesem ekstrakcji DNA, prébki muszg by¢
przechowywane przez okres czasu i w warunkach gwarantujgcych stabilno$é materiatu genetycznego wykrywanego patogenu.

UWAGA 4. W przypadku stosowania innych metod ekstrakcji niz zestawy kolumienkowe, preparat DNA moze zawiera¢ zwigzki,
ktdre istotnie zmniejszajg wydajnosc reakcji PCR. Prowadzi to do obnizenia czutosci testu, a w skrajnych przypadkach do braku
amplifikacji DNA.

REAKCJA REAL TIME PCR

1. Okresli¢ liczbe preparatéw DNA poddawanych analizie (n).

2. Rozmrozi¢ sktadniki zestawu. Po rozmrozeniu, doktadnie wymieszaé zawarto$é probdéwek i krétko
je zwirowac. Sktadniki po rozmrozeniu przechowywac w 2-8°C lub na lodzie.
UNIKAC EKSPOZYCJI SKEADNIKA RM NA SWIATLO.

3. Okresli¢ ilos¢ preparatu DNA dodawanego do reakcji (x pL).

UWAGA 5. Optymalna ilos¢ DNA dodawanego do reakcji nie powinna przekracza¢ 400 ng. Duze ilosci DNA dodawanego do
reakcji PCR mogg hamowac aktywnos$¢ polimerazy DNA i obniza¢ czuto$¢ testu.

WARIANT I: Kontrola wewnetrzna zostata dodana do probki podczas procesu ekstrakcji DNA.

UWAGA 6. Nalezy postapi¢ wedlug wariantu |, jezeli system kontroli wewnetrznej jest wykorzystywany do kontrolowania

poprawnosci procesu ekstrakcji kwaséw nukleinowych oraz prawidtowego przebiegu reakcji Real Time PCR.

4.1.  Doktadnie wymieszac¢ ze sobg (n + 3) x 11 pL sktadnika RM oraz (n + 3) x (9 - x) pL wody.

4.2. Do n+ 2 probéwek reakcyjnych nanies¢ po (20 - x) uL przygotowanej mieszaniny.

4.3. Do n probdéwek reakcyjnych doda¢ po x pL przygotowanych preparatéw DNA. Do jednej
z pozostatych dwéch probdéwek reakcyjnych doda¢ x pL sktadnika NC (kontrola negatywna),
a do drugiej x pL sktadnika PC (kontrola pozytywna). Nastepnie przej$¢ do punktu 5.

WARIANT II: Kontrola wewnetrzna nie zostata dodana do probki podczas procesu ekstrakcji DNA.

UWAGA 7. Nalezy postgpi¢ wedlug wariantu I, jezeli system kontroli wewnetrznej jest wykorzystywany wytgcznie

do kontrolowania prawidtowego przebiegu reakcji Real Time PCR.

4.1. Doktadnie wymiesza¢ ze sobg (n + 3) x 11 pL sktadnika RM oraz (n + 3) x (8,5 - x) uL wody.

4.2. Do n + 2 probéwek reakcyjnych nanies¢ po (19,5 - x) L przygotowanej mieszaniny.

4.3. Do nprobéwek reakcyjnych naniesé x pL przygotowanych preparatéw DNA oraz 0,5 pL sktadnika
IC (kontrola wewnetrzna).
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4.4. Do jednej z pozostatych dwéch probéwek dodaé (x + 0,5) pL sktadnika NC (kontrola negatywna),
a do drugiej (x + 0,5) pL sktadnika PC (kontrola pozytywna). Nastepnie przej$¢ do punktu 5.

5. Zamkngé probowki reakcyjne, a nastepnie krétko je zwirowac.

6. Probowki reakcyjne umiesci¢ w urzadzeniu do przeprowadzenia reakcji Real Time PCR i wykonac¢
reakcje zgodnie z temperaturowym profilem reakcji.

Etap Temperatura Czas Odczyt fluorescencji llosé cykli
Denaturacja wstepna 95°C 5 min 1
Denaturacja 95°C 10s
Amplifikacja 58°C 25 s FAM i HEX } 45

UWAGA 8. Zaleca sig, aby czynnosci zwigzane z nastawieniem reakcji Real Time PCR wykonywa¢ w komorze laminarnej, celem
ograniczenia ryzyka zanieczyszczenia probéwek reakcyjnych.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Prawidtowy wynik reakcji Real Time PCR przedstawiono w tabeli ponizej:

Rodzaj probki FAM HEX Wynik
Kontrola pozytywna + - Prawidtowy
Kontrola negatywna - + Prawidtowy
Oznaczenie 1 + + Dodatni
Oznaczenie 2 + - Dodatni
Oznaczenie 3 - + Ujemny

+ oznacza amplifikacje produktu PCR rejestrowang jako wzrost fluorescencji z Cq<40
- oznacza brak amplifikacji produktu PCR i brak wzrostu fluorescencji lub amplifikacje ze wzrostem fluorescencji z Cq>40

Wynik okreslany jako dodatni potwierdza obecno$¢ sekwencji specyficznych dla dermatofitéw z rodzaju
Microsporum w badanej prébce. Wynik ujemny oznacza brak obecnosci lub obecnos¢ ponizej granicy
wykrywalnosci, sekwencji specyficznych dla dermatofitéw z rodzaju Microsporum.

UWAGI DODATKOWE

e Zastosowane sondy TagMan® posiadajg tzw. ciemne wygaszacze (dark quenchers), ktére
nie generujg dodatkowych sygnatéw fluorescencyjnych. W urzgdzeniach do przeprowadzenia
reakcji Real Time PCR, ktére tego wymagaja (np. RotorGene 6000), jako typ wygaszacza nalezy
wybraé opcje ,,none”.

e Urzadzenie do przeprowadzania reakcji Real Time PCR powinno posiadac kalibracje (tzw.
Kompensacje koloréw) dla barwnikéw fluorescencyjnych wykorzystywanych w zestawie.

e Zestaw AmpliTest Microsporum spp. (Real Time PCR) zostat zoptymalizowany
do przeprowadzenia reakcji w objetosci 20 yL. Zmiana objetosci reakcji moze istotnie wptyngé
na niektdére parametry testu, w tym na osiggany limit detekcji.
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OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI
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Nalezy zachowac szczegdlng ostroznos¢ podczas ekstrakcji DNA. Materiat biologiczny uzyskany
od ludzi i zwierzat traktowacé jako potencjalnie skazony.

Ekstrakcje DNA oraz detekcje obecnosci dermatofitéw z rodzaju Microsporum powinien wykonaé
odpowiednio przeszkolony personel w laboratorium spetniajgcym odpowiednie wymogi
i dopuszczonym do pracy ze skazonym materiatem biologicznym. Nalezy zwrécié¢ szczegdlng
uwage, aby podczas ekstrakcji DNA nie doszto do krzyzowego zanieczyszczenia preparatéw DNA
ekstrahowanych réwnolegle.

W celu maksymalnego wyeliminowania fatszywych wynikéw nalezy przestrzega¢ nastepujacych
zasad:

o w miare mozliwosci wyznaczy¢ osobne stanowiska do ekstrakcji DNA, przygotowania
reakcji Real Time PCR oraz jej wykonania/analizy;

o zmienia¢ odziez ochronng (fartuch laboratoryjny, rekawice jednorazowe) pomiedzy
etapami ekstrakcji DNA oraz przygotowania reakcji Real Time PCR,;

o powierzchnie stanowisk roboczych nalezy przemywaé $rodkami usuwajgcymi/
niszczacymi DNA;

o nalezy stosowa¢ jedynie sterylne koncoéwki z filtrem dedykowane do pipet
automatycznych;

o podczas przygotowywania reakcji Real Time PCR, sktadnik PC nalezy dodac¢ jako ostatni.
Przed jego dodaniem, w miare mozliwosci, nalezy zamkng¢ probéwki z dodanymi
preparatami DNA i sktadnikiem NC;

Podczas pracy z zestawem nie wolno jes¢, pi¢, ani pali¢ papieroséw.
Nalezy umyc¢ rece bezposrednio po zakornczeniu pracy z zestawem.

W przypadku bezposredniego kontaktu sktadnikéw zestawu ze skérg lub oczami, nalezy przemy¢
te miejsca obficie woda.

Zaleca sie, aby zestawy z przekroczonym terminem waznosci lub niewykorzystane sktadniki
zestawu byly utylizowane jak laboratoryjne odpady jednorazowego uzytku.
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ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

Przebieg reakcji Real Time PCR

Zaistniaty problem Prawdopodobna
Rozwigzanie problemu
FAM® | HEX przyczyna
Dodano do probéwki Powtérzy¢ reakcje dla kontroli pozytywne;j.
- + reakcyjnej sktadnik NC
Nieprawidtowy zamiast PC.

OdCZYt._ Nie dodano sktadnika PC | Powtérzyé reakcje dla kontroli pozytywne;.

f|UOI’e.SC€I’lCJI dla ' lub sktadnik RM jest ztej | W przypadku otrzymania ponownie wyniku
kontroli pozytywnej - - jakosci. nieprawidtowego nalezy zatozyé zig jako$é sktadnika

RM (niewtasciwe przechowywanie, niewtasciwe

warunki transportu, przekroczenie terminu waznosci).

Kontaminacja sktadnika | Powtdérzy¢ reakcje dla kontroli negatywne;.

+ + RM lub NC W przypadku otrzymania ponownie wyniku
nieprawidtowego nalezy przyja¢, ze doszto do
kontaminacji sktadnika RM lub NC

Nieprawidto . . . .
\eprawidiowy Dodano do probdwki Powtdrzy¢ reakcje dla kontroli negatywne;.
odczyt e .
+ - reakcyjnej sktadnik PC

fluorescenciji dla
kontroli negatywnej

zamiast NC.

Nie dodano sktadnika NC
lub sktadnik RM jest ztej
jakosci.

Powtorzy¢ reakcje dla kontroli negatywne;.

W przypadku otrzymania ponownie wyniku
nieprawidtowego nalezy przyja¢, ze sktadnik RM
jest ztej jakosci.

Nieprawidtowy
odczyt
fluorescenciji dla
badanej probki

Nie dodano kontroli
wewnetrznej IC na
jednym z etapéw
wykonywanego badania.

Ustali¢, czy dodano kontroli wewnetrznej IC na
zatozonym etapie wykonywania testu. Powtérzy¢
reakcje Real Time PCR z dodang kontrolg wewnetrzna.

Niska wydajnosc¢
ekstrakcji DNA i/lub
obecne inhibitory reakcji
Real Time PCR

Zbyt duze stezenie
preparatu DNA

Zta jakos$¢ sktadnika RM.

Proces ekstrakcji kwasow nukleinowych

Zaistniaty problem

Prawdopodobna
przyczyna

Zmierzy¢ stezenie preparatu DNA i w razie
koniecznosci powtérzy¢ reakcje z mniejszg iloscig
DNA dodanego do reakgciji.

Przy dalszym braku amplifikacji na kanale HEX dla
badanych preparatéw DNA oraz dla kontroli
negatywnej zatozy¢ ztg jako$¢ sktadnika RM.

Przy amplifikacji na kanale HEX dla kontroli
negatywnej oraz braku amplifikacji na kanale HEX dla
badanych preparatéw DNA, zatozyé zanieczyszczenie
preparatu DNA inhibitorami reakcji PCR lub niska
wydajnos¢ ekstrakcji kwaséw nukleinowych.

Rozwiazanie problemu

Istotnie wyzsze wartosci Cq
uzyskiwane na kanale HEX dla
badanych prébek w poréwnaniu
z wartoscig Cq uzyskana dla kontroli
negatywnej (ACq > 2)

Niska wydajnos¢
ekstrakcji DNA z badanej
prébki.

AmpliTest Microsporum spp. (Real Time PCR)

W celu ustalenia przyczyn niskiej wydajnosci ekstrakcji
DNA nalezy skontaktowac sie z producentem
zastosowanego zestawu do ekstrakcji kwasoéw
nukleinowych.
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OBSLUGA KLIENTA

e Wszelkie problemy i nieprawidtowosci, ktére pojawity sie podczas uzytkowania zestawu
diagnostycznego mozna zgtasza¢ telefonicznie lub drogg mailowa.
e Zamoéwienia na zestawy AmpliTest (Real Time PCR) mozna sktada¢ drogg mailowa.

KONTAKT

Obstuga klienta

+48 739 223 268
contact@amplicon.pl
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