AllplexTM

Pouze pro profesionalni pouziti

Candidiasis Assay

(kat. ¢. SD9803X, SD101782)

Multiplexni PCR test v realném €ase pro detekci Candida albicans (CA), Candida krusei

(CK), Candida glabrata (CG), Candida dubliniensis (CD), Candida parapsilosis (CP),

Candida tropicalis (CTp) a Candida lusitaniae (CL) z modi, genitalniho stéru a

cytologickych vzorkl na bazi tekutin.

Pro pouziti s
1. CFX96™ Detekéni systém PCR v realném ¢ase (CFX Manager™ Software-IVD v1.6)
2. Systém CFX96™ Dx (software CFX Manager™ Dx v3.1)
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Allplex™ Candidiasis Assay

OZNAMENI

® Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

® Spolehlivost vysledku zavisi na vhodném postupu odbéru, skladovani, pfepravy a zpracovani
vzorkd.

® Tento produkt je uréen pouze pro pouziti s Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet
IVD, Seegene NIMBUS, Seegene STARIlet a Seegene STARlet 96MPH maximalné 5
samostatnych béhu.

® AIOS kombinuje Seegene STARIet prodavany spolecnosti Seegene se zafizenim pro PCR
v realném Case (CFX96 Dx, vyrobce: Bio-Rad) a zafizenim pro uzavirani desti¢ek (vyrobce:
SAMICK THK) a vytvafi tak automatizovanou strukturu propojeni extrakce nukleovych kyselin
s PCR.

® Tento test byl validovan pro nasledujici typy vzorki: mo¢, genitalni stér a cytologické
vzorky na bazi tekutin. Tento test nebyl validovan pro zadné jiné typy vzorka.

® Vzorky DNA skladujte pfi teploté < -20 °C az do pouziti a béhem pouziti je uchovavejte na
ledu.

® Citlivost testu se muze snizit, pokud jsou vzorky opakované zmrazovany/rozmrazovany nebo

skladovany po delSi dobu.
Pracovni postup v laboratofi by mél probihat jednosmérné.

® V kazdém prostoru vzdy pouzivejte jednorazoveé rukavice a pfed vstupem do rGznych oblasti
si je vyménte. V pfipadé kontaminace rukavice okamzit€ vymeénte nebo je oSetfete
dekontamina¢nim Cinidlem DNA.

® \yhradte zasoby a vybaveni pro oddélené pracovni prostory a nepfemistujte je z jednoho
prostoru do druhého.
Nepipetujte usty.

® V laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a c&inidly
pouzivejte jednorazové nepudrované rukavice, laboratorni plasté a ochranné bryle. Po
manipulaci se vzorky a testovacimi reagenciemi si dikladné umyjte ruce.

® Pri odebirani alikvotll ze zkumavek s reagenciemi zabrante jejich kontaminaci. Doporucuje

se pouzivat sterilni jednorazové pipetovaci Spi¢ky odolné proti aerosolu.

Nespojujte reagencie riznych $arzi nebo z riznych zkumavek stejné Sarze.

Nepouzivejte pfipravek po uplynuti doby pouZitelnosti.

Nepouzivejte opakované material na jedno pouZiti.

Pouzivejte zkumavky se Sroubovacim uzavérem a zabrarte pfipadnému rozstfiku nebo

kfizové kontaminaci vzorkd béhem pfipravy.
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® Davejte pozor, abyste nekontaminovali reagencie s extrahovanymi nukleovymi kyselinami,
produkty PCR a pozitivni kontrolou. Aby se zabranilo kontaminaci reagencii, doporucuje se
pouzivat filtraéni Spicky.

® Pro kazdy experiment pouzivejte oddélené pracovni prostory.
Abyste zabranili kontaminaci pracovnich oblasti amplifikovanymi produkty, otevirejte
zkumavky nebo prouzky s PCR reakci po amplifikaci pouze na uréenych pracovnich mistech.
Pozitivni materialy skladujte oddélené od reagencii soupravy.

® PFi manipulaci se vzorky je tfeba dodrzovat laboratorni bezpe&nostni postupy (viz Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories & CLSI Documents). Dukladné vycistéte a
dezinfikujte vSechny pracovni plochy 0,5% chlornanem sodnym (v deionizované nebo
destilované vodé). Soucasti produktu (zbytky produktu, obaly) Ize povazovat za laboratorni
odpad. Nepouzité reagencie a odpad likvidujte v souladu s platnymi statnimi a mistnimi
predpisy.

® Doba pouzitelnosti je 12 mésicli od data vyroby pfi teploté < -20 °C. Informace o expiraci naleznete na Stitku.

® Seegene NIMBUS a Seegene STARIet jsou stejna zafizeni jako Microlab NIMBUS IVD a
Microlab STARIet IVD, i kdyz vyrobce je jiny. Vzhledem k tomu, Ze na zafizeni nedoSlo k
zadnym hardwarovym zmeénam, jsou vysledky testl stejné.

® Obchodni nazev "CFX96™ Real-time PCR Detection System-IVD" se méni na "CFX96™ Dx
system". Vzhledem k tomu, Ze u systému nedoslo k Zzadnym hardwarovym zménam, budou
vysledky z obou systémi stejné.

® "CFX Manager™ Dx Software v3.1" je aktualizovana verze softwaru "CFX Manager™ Software-
IVD v1.6". Aktualizovany software obsahuje vylepSeni nabidky "Spustit". Tato vylepSeni
nemaji vliv na vysledky analyzy dat; vysledky tedy budou stejné.

® Tato souprava je ur€ena jako pomucka pfi diferencialni diagnostice infekci cilovymi patogeny;

C. albicans (CA), C. krusei (CK), C. glabrata (CG), C. dubliniensis (CD), C. parapsilosis

(CP), C. tropicalis (CTp) a C. lusitaniae (CL).
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UCEL POUZITI

AllplexTM Candidiasis Assay je kvalitativni in vitro test pro jednorazovou nebo vicenasobnou
detekci C. albicans (CA), C. krusei (CK), C. glabrata (CG), C. dubliniensis (CD), C. parapsilosis
(CP), C. tropicalis (CTp) a C. lusitaniae (CL) z mo¢i, genitalniho stéru a cytologickych vzorku na

bazi tekutin.

ZASADY A POSTUPY

1 Zasady

Allplex™ Candidiasis Assay vyuziva patentovanou technologii MuDT™ spole¢nosti Seegene,
ktera umoznuje poskytovat hodnoty multi-Ct (prahovy cyklus) v jediném fluorescen¢nim kanalu
bez analyzy kfivky tani na pfistroji PCR v realném ¢ase.

Allplex™ Candidiasis Assay je PCR test v realném Case, ktery umoziiuje soucasnou amplifikaci
a detekci cilovych nukleovych kyselin C. albicans (CA), C. krusei (CK), C. glabrata (CG), C.
dubliniensis (CD), C. parapsilosis (CP), C. tropicalis (CTp), C. lusitaniae (CL) a vnitfni kontroly
(1C).

V testu Allplex™ Candidiasis Assay se endogenni lidsky gen pouZziva jako vnitfni kontrola (IC)
pro monitorovani celého procesu od odbéru vzorku po extrakci nukleové kyseliny a také pro
kontrolu pfipadné inhibice PCR. Uginnost PCR mohou sniZovat inhibitory, které mohou byt
pfitomny v klinickych vzorcich. Vzhledem k nekonzistenci mnoZstvi lidskych buné&k obsazenych
v moci se vSak IC pfidava exogenné pouze do vzorkd moci a pouziva se jako exogenni kontrola
celého procesu. IC se v klinickém vzorku koamplifikuje s cilovymi nukleovymi kyselinami.

Aby se zabranilo tomu, Ze amplifikacni produkt bude pusobit jako potencialni kontaminant,
pouziva se v testu Allplex™ Candidiasis Assay systém Uracil-DNA glykosylazy (UDG).
Pfirozenou funkci UDG je zabranit mutagenezi odstranénim uracilu z molekul DNA Stépenim N-
glykosylové vazby a spusténim cesty oprav bazi (BER). Proto se systémy UDG pouzivaiji ke

kontrole kfizové kontaminace vzork( amplikony.
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2. Postupy

Vzorky (moé, genitalni stéry

a cytologické vzorky na bazi tekutin)

@ Extrakce nukleové kyseliny

Nukleova kyselina

PCR v realném ¢ase pomoci systému
Allplex ™

Analyza vysledkt
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ZAKLADNI INFORMACE

Vulvovaginalni kandidéza (VVC) je velmi Casté onemocnéni, které alespon jednou za zivot
postihne az 75 % zen. VVC nejcastéji zplsobuje Candida albicans; objevuji se vSak i dalSi druhy
Candida, jako jsou glabrata, parapsilosis a tropicalis.

Mezi typické pfiznaky VVC patfi pruritus, bolestivost pochvy, dyspareunie, zevni dysurie a
abnormalni vaginalni vytok. Zadny z t&chto pfiznakt neni pro VVC specificky. Odhaduije se, ze

75 % zen bude mit alespon jednu epizodu VVC a 40~45 % bude mit dvé nebo vice epizod.

Recidivujici vulvovaginalni kandidéza (RVVC), obvykle definovana jako &tyfi nebo vice epizod
symptomatické VVC béhem jednoho roku, postihuje malé procento Zen (<5 %). Patogeneze
RVVC neni dostatecné objasnéna a vétSina zen s RVVC nema zadné zjevné predisponujici nebo
zakladni onemocnéni. C. glabrata a dal$i nebalbické druhy Candida se vyskytuji u 10~20 % zen

s RvVVC.

VVC Ize snadno a dasledné I|éCit standardnimi azolovymi Iéky, napf. klotrimazolem a
flukonazolem. Nékteré kvasinky jiné nez Candida albicans jsou vSak vUci t€émto Iékim rezistentni,
a proto je spravna identifikace nezbytnym krokem pfi kontrole VVC. V téhotenstvi mize byt VVC

vyZaduje delSi lé€bu. V téhotenstvi se doporuluji pouze lokalni azoly.
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REAGENCIE

Reagencie obsazené v jedné sadé vystaci na 100 reakci.

Informace k objednavce ( SD9803X)

Test AllplexTM na

kandidézu

Symbol Obsah Objem Popis

MuDT Oligo Mix (MOM):
- Amplifika¢ni a detekéni ¢inidlo

PRIMER 4X CA MOM 500

- DNA polymeraza
PREMIX EM1 500 ul - Uracil-DNA glykosylaza (UDG)
- Pufr obsahujici dNTP

CONTROL CA PC 50 i Pozitivni kontrola (PC)

- Smés klonl patogent

CONTROL ASTI IC 1000yl | Interni kontrola (IC) vzorku mogi
WATER Voda bez RNazy 1000 pl | Ultradista kvalita, stuperi PCR
I:IE UZivatelska

prirucka

Prislusenstvi produktu - software pro

analyzu
Seegene Viewer*

* Analyticky software poskytuje spole€nost Seegene Inc. nebo mistni obchodni zastupce.

Pouzijte prosim Seegene Viewer fady V3 a vySsi.

8 11/2022 V1.10




@ Seegene

Allplex™ Candidiasis Assay

Reagencie obsazené v jedné sadé vystaci na 25 reakci. Informace
k objednavce (| REF | SD101782)

Test AllplexTM na

kandidézu

Symbol Obsah Objem Popis

MuDT Oligo Mix (MOM):

4X CA MOM 125yl
PRIMER CAMO H - Amplifikaéni a detekéni ¢inidlo

- DNA polymeraza
PREMIX EM1 125 yl - Uracil-DNA glykosylaza (UDG)
- Pufr obsahujici ANTP

Pozitivni kontrola (PC)
CAPC 50 pl
CONTROL g - Smés klon(ll patogenu
CONTROL ASTIIC 250 yl | Interni kontrola (IC) vzorku mogi
WATER Voda bez RNazy 1000 pl | Ultradista kvalita, PCR-grade
I:E] UZivatelska
pFirucka

Prislusenstvi produktu - software pro

analyzu
Seegene Viewer*

* Analyticky software poskytuje spole€nost Seegene Inc. nebo mistni obchodni zastupce.

Pouzijte prosim Seegene Viewer fady V3 a vyssi.
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SKLADOVANI A MANIPULACE

V$echny komponenty testu Allplex™ Candidiasis Assay musi byt skladovany pfi teploté <

-20 °C. VSechny slozky jsou za doporucenych skladovacich podminek stabilni az do data

expirace uvedeného na etiketé. Je tfeba se vyhnout opakovanému zmrazovani a rozmrazovani,

protoze to muze snizit citlivost testu. Pokud se maji reagencie pouzivat pouze ob¢as, mély by se

skladovat v alikvotech.

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI BALENI

Jednorazové bezpraskové rukavice (latexové nebo nitrilové)
Pipety (nastavitelné) a sterilni pipetovaci Spicky

1,5 ml mikrozkumavky pro odstfedivky

Vyrobnik ledu

Stolni odstfedivka

Mini odstfedivka na desticky

Virovy mixér - vortex

Detekéni systém CFX96TM PCR v realném &ase (Bio-Rad)
Systém CFX96TM Dx (Bio-Rad)

Nizkoprofilové 8zkumavkové prouzky o objemu 0,2 ml bez uzavéru (bila barva, kat. €.
TLS0851, Bio-Rad)

Optické ploché prouzky s 8 kapslemi (kat. &. TCS0803, Bio-Rad)

Pevné® 96jamkové PCR desky, nizky profil, tenka sténa, s lemem, bila/bila (kat. &.
HSP9655, Bio-Rad)

Pevné® 96jamkové PCR desky, nizky profil, tenka sténa, s lemem, bila/bila, s ¢arovym
kédem (kat. ¢. HSP9955, Bio-Rad)

AIOS (kat. ¢. SG72100, Seegene)

Propichovaci uzavér (kat. €. 922119, SPL) (pouze pro pouziti v AIOS)

Permanentni Cira tepelna pecet (kat. ¢. 1814035, Bio-Rad) *

PX1 PCR plate sealer — tésnéni destiCek (automatické utésnéni, kat. ¢. 181-4000, Bio-Rad) *
Fyziologicky roztok

Cista lavicka

* Ujistéte se, ze pouzivate kompatibilni tepelné tésnéni a tésnéni desticek.

10
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PROTOKOL

1. Odbér, skladovani a preprava vzorka

Poznamka: Se vSemi vzorky je tfeba zachazet jako s potencialné infekénimi materialy. Povoleny
jsou pouze ty vzorky, které jsou odebirany, pfepravovany a skladovany za pfisného dodrzovani

nasledujicich pravidel a pokynu.

N I .
Vzorek stéru z
I il .

Poznamka: Aby byla zajisténa vysoka kvalita vzork(, mély by byt vzorky pfepravovany co

nejrychleji. Vzorky by meély byt pfepravovany pfi uvedenych teplotach.

A.Odbér vzorkt

v | .
® Pacient by mél byt poucen, ze nesmi mocit nejméné dvé hodiny pfed odbérem vzorku.
® Do Cisté polypropylenové nadoby nasbirejte 10 ~ 30 ml moci z prvniho odbéru. Nadoby na

vzorky uzaviete a oznacte. PFfisné dodrZujte pokyny uvedené pro skladovéani a pfepravu.

v K sté | ict -
Pro odbér genitalnich stér( pouzijte nasledujici materialy :
® \/ytéry z pohlavnich organt Ize odebirat a pfepravovat v 1 ~ 3 ml nasledujicich médii :
- ENAT PM 2ML REGULARNI APLIKATOR (Copan)
- UTM se stérkami (Copan)
- Sada pro odbér vzorku ze stéri (Qiagen Corporation)
® Ponechte tampon v transportnim médiu. Uzavfete a oznaéte nadobku na vzorek. Dlsledné
dodrzujte pokyny uvedené pro skladovani a pfepravu.

® P¥i odbéru bunék sloupcového a dlazdicového epitelu postupujte podle doporu¢eného
protokolu po odstranéni cervikalniho hlenu.

11 11/2022 V1.10
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SurePathTM od spolecnosti BD.

podle pokyn( vyrobce.

B. Skladovani a preprava vzork

Skladovani a preprava

Pouzivejte tekuta cytologicka média ThinPrep® od spole¢nosti HOLOGIC® Inc. a

Pfi odbéru vzork( bunék délozniho ¢ipku do médii ThinPrep® a SurePathTM postupuijte

- Vykonnost muize byt ovlivnéna delSim
skladovanim vzorkd.

- PFi manipulaci se vzorky je nutné dodrzovat

a narodni pokyny pro pFepravu

patogenniho materialu.

Teplota Doba
trvani*
Vzorek 2~8°C 1
moct tyden
Vzorek stéru o
z pohlavnich 2-8C 1
organd tyden
Medium o
ThinPrep® 2~8%C 6
tydn(
Medium 2-8°C )
SurePath™ .
tydny

* Doba trvani: Doba od odbéru vzorku do provedeni testu, v€etné skladovani a pfepravy
vzorku pred testem.

12
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2. Extrakce nukleovych kyselin

A. Predaprava vzorku
Poznamka: Proces pfedupravy pro extrakci nukleovych kyselin je stejny pro manualni i

automaticky extrakeni systém.

:: | v o | ,l s o

® \zorek stéru z genitalii se pouziva bez pfedchoziho oSetfeni.

| ..
Volitelné: Predupravu Ize vynechat. Citlivost by v§ak mohla byt sniZzena ve srovnani s pfipadem,
kdy se provede pfeduprava.

Nechte vzorky zahfat na pokojovou teplotu (19 ~ 25 °C).

Odstfedujte 1 ml moc&i po dobu 15 minut pfi 15 000 x g (13 000 ot./min.).

Zlikvidujte supernatant. Poté se peletu znovu rozpustte v doporu¢eném objemu

fyziologického roztoku (viz doporu¢eny objem 2.C) a dukladné promichejte.

® Postupujte podle protokolu vyrobce.

Tekuty | ikdlni logi
® Nechte vzorky zahfat na pokojovou teplotu (19 ~ 25 °C).
® Odstfedujte 1 ml tekutého vzorku cervikalni cytologie po dobu 15 minut pfi 15 000 x g.

(13 000 ot./min.).
® Zlikvidujte supernatant. Poté se peletu znovu rozpustte v doporu€eném objemu
fyziologického roztoku (viz doporuceny objem 2.C) a dukladné promichejte.
Poznamka: Pokud jsou vzorky odebrany do média SurePathTM a budou extrahovany pomoci
Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIlet IVD, Seegene NIMBUS, Seegene STARIlet nebo
Seegene STARIlet 96MPH, zpracujte pfedupravu pomoci lyzaéniho pufru v extrakéni sadé, nikoliv
fyziologického roztoku.
Poznamka: SurePathTM nebyl validovan se izolaci na Ribo_spin vRD, SEEPREP32,
NUucliSENS® easyMAG®, Seegene STARIlet 96MPH a Maelstrom TM 9600.
® Postupujte podle protokolu vyrobce.

13 11/2022 V1.10



@ Seegene

Allplex™ Candidiasis Assay

B. Vnitrni kontrola

Poznamka: U ostatnich vzorkl, kromé& modi, se pro vnitfni kontrolu pouziva endogenni gen.

Proto nevyzaduje dalSi IC, ktery je sou€asti soupravy.

Poznamka: Soucasti sady je integrovany obvod ASTI. To umoziuje uzivateli potvrdit nejen

postup extrakce nukleovych kyselin, ale také identifikovat pfipadnou inhibici PCR.

® U vzorku moci je tfeba pfed extrakci nukleové kyseliny pfidat ke kazdému vzorku 10 | ASTI
IC.

C. Automatizovany systém extrakce nukleovych kyselin

Poznamka: Pouzijte doporu¢ené objemy vzorku a eluce, jak je uvedeno nize. Ostatni Udaje

naleznete v protokolu vyrobce.

C-1. Microlab NIMBUS IVD

Poznamka: Viz uzivatelska pfirucka Microlab NIMBUS IVD.

Automatizovany extrakéni Vyrobce . €. Doporuéeny objem
systém
Microlab NIMBUS VD Hamilton 65415-02* -
Univerzalni kazeta STARMag 96 X 4 744300.4. | Vzorek: 300 pl
Seegene
Sada uC384 Eluce: 100 pl

*Pokud chcete zakoupit tento produkt

spole¢nosti Seegene Inc., pouZijte,
prosim, toto katalogové Cislo.

C-2. Microlab STARlet IVD

Poznamka: Viz uzivatelska pfirucka
Microlab STARIet IVD

Automatizovany extrakéni systém Vyrobce . €. Doporuéeny objem
Microlab STARIlet IVD Hamilton 173000-075* -
|
Univerzalni kazeta STARMag 96 X 4 744300.4. Vzorek: 300 pl
Seegene
Sada ucs3s4 Eluce: 100 pl
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*Pokud chcete zakoupit tento produkt
spole¢nosti Seegene Inc., pouzijte,
prosim, toto katalogové Cislo.
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C-3. Seegene NIMBUS

Poznamka: Viz navod k obsluze Seegene NIMBUS.

Automatizovany extrakéni Vyrobce Doporuéeny objem
systém
Seegene NIMBUS Seegene 65415-03 -
Univerzaini kazeta STARMag 96 X 4 744300.4. | Vzorek: 300 pl
Seegene
Sada uc384 Eluce: 100 pl

C-4. Seegene STARIet

Poznamka: Viz navod k obsluze Seegene STARlet.

Automatizovany extrakéni . €. Doporuéeny
systém objem
Seegene STARIet Seegene 67930-03 -
Univerzalni kazeta STARMag 96 X 4 744300.4. Vzorek: 300 pl
Seegene
Sada uC384 Eluce: 100 pl
STARMag™ S96H Kit* EX00032P
a i :
g Seegene EX00033P Vzorek: 300 pl
EX00034P Eluce: 100 pl
EX00035P

*SurePathTM nebyly validovana pomoci sady STARMag™ S96H Kit.

* Sada STARMag™ S96H je navrZena a validovana pro pouziti s konfiguraci Seegene STARIet
s hlavici sondy CO-RE 96 a Seegene STARIlet 96 MPH.

Moznost: Automaticka struktura propojeni (viz navod k obsluze AIOS)

Automatizovana struktura propojeni Vyrobce

AIOS Seegene SG72100

Poznamka: Vymeénite uzaveér pozitivni kontroly (PC) za propichovaci uzavér. Po dokonceni
operace vyménte vicko pozitivni kontroly (PC) za puavodni vicko.
Poznamka: Propichovaci uzavér je vyrobek na jedno pouziti a po jednom pouziti musi byt zlikvidovan.

Poznamka: Pfi pouZiti s AIOS Ize tento produkt pouzit maximalné pro 3 samostatné béhy.
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C-5. Seegene STARIlet 96MPH

Poznamka: Viz navod k obsluze Seegene STARlet 96MPH.

Automatizovany extrakéni Vyrobce Doporuéeny objem
systém
Seegene STARIlet 96MPH Seegene SG71101 -
EX00032P

EXO00033P | Vzorek: 300 pl
EX00034P | Eluce: 100 nl
EX00035P

Sada STARMag™ S96H* Seegene

Poznamka: SurePathTM nebyl validovan s pfistrojem Seegene STARlet 96MPH.

C-6. NucliSENS® easyMAG®

Pokracuijte v procesu extrakce pomoci "obecného protokolu”.

Automatizovany extrakéni Vyrobce Doporuéeny objem

systém
Vzorek: Magneticky
NucliSENS® easyMAG® bioMérieux 200111 oxid kiemicity: 50 ul
Eluce: 100 pl

* V pfipadé vzorku modi resuspendujte pelety s 200 pl fyziologického roztoku a pfidejte 10 pl
ASTI IC.
Poznamka: SurePathTM nebyl ovéfen s NucliSENS® easyMAG®.

C-7. SEEPREP32

® Pokracujte v extrakci pomoci "Pro-Protocol A".

Automatizovany extrakéni Vyrobce Kat. €. Doporuéeny objem

systém

SEEPREP32 Seegene SG71100 -

STARMag 96 ProPrep (desti¢ka) . *
Seegene EXO00009P \éﬁjg:_ki 580 l“'

Typ) - 1OV H

STARMag 96 ProPrep (zkumavka . *
Seegene EX00009T \Ellzore.k.1 380 I” !

Typ) uce: 100 p

*V pfipadé vzorku moci resuspendujte pelety s 200 pl fyziologického roztoku a pfidejte 10 pl
ASTI IC.
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Poznamka: Systém SurePathTM nebyl ovéfen pomoci systému SEEPREP32.

C-8. Maelstrom™ 9600
® Pokradujte v extrakci pomoci .STARMAGM96'.

Automatizovany extrakéni Vyrobce . €. Doporuéeny objem
systém
Tchaj-
Maelstrom™ 9600 wan M9600 -
Advanced

Nanotech Inc.

EX00029P | vzorek: 200 pl *

Sada STARMag™ M96 Seegene
EX00030P | Eluce: 100 pl

* PFidejte 10 | ASTI IC(2) do vzorku anorektalniho stéru a pfedem upraveného vzorku
moCci (ij. resuspenze pelet s 200 pl fyziologického roztoku.

Poznamka: Systém SurePathTM nebyl ovéfen s produktem Maelstrom™ 9600.

D. Soupravy pro manualni extrakci nukleovych kyselin

Poznamka: Pouzijte doporu¢ené objemy vzorku a eluce, jak je uvedeno nize. Ostatni Udaje

naleznete v protokolu vyrobce.

Extrakéni sada Vyrobce . C. Doporuéeny objem
C Vzorek: 200 pl ****
QlAamp® DSP DNA Mini Kit QIAGEN 61304 Eluce: 50 il
e Vzorek: 200 pl ****
QlAamp® DNA Mini Kit QIAGEN 51304 Eluce: 50 pl
Ribo_spin vRD** GeneAll 302-150 Vzorek: 200 pl ****
(sada pro extrakci virové SG1701*** | Eluce: 50 pl

*RVNér/Bachg médii SurePathTM zpracujte lyzacni krok s pouzitim 180 | ATL pufru namisto AL pufru.
** Sada Ribo_spin vRD neni kompatibilni s médii SurePathTM.

*** Pokud si pfejete zakoupit vySe uvedené produkty spole€nosti Seegene Inc., pouzijte toto
katalogové dislo.

**** \/ pfipadé vzorku moci resuspendujte pelety s 190 pl fyziologického roztoku a pfidejte 10 pl vody.
L spoleCnosti ASTI IC.
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E. Souhrn

Metoda extrakce

Pouzité zafizeni pro odbér vzorkui

Microlab NIMBUS IVD/ STARIet IVD

ENAT, UTM, ThinPrep®, SurePathTM, mo¢

Seegene NIMBUS / STARlet*

ENAT, UTM, ThinPrep®, SurePathTM, mo¢

Seegene STARIlet 96MPH

ENAT, UTM, ThinPrep®, mo¢

NucliSENS® easyMAG®

ENAT, UTM, ThinPrep®, mo¢

SEEPREP32

ENAT, UTM, ThinPrep®, mo¢

Maelstrom™ 9600

ENAT, UTM, ThinPrep®, mo¢

QlAamp® DNA Mini Kit
QlAamp® DSP DNA Mini Kit

ENAT, UTM, Q-PAP1, ThinPrep®, SurePathTM 2, mo¢

Ribo_spin vRD
(sada pro extrakci virové RNA/DNA)

ENAT, UTM, Q-PAP1, ThinPrep®, mo¢&

1. Vzorkovac délozniho hrdla Qiagen

2.V pripadé médii SurePathTM zpracuijte lyza¢ni krok s pouzitim 180 pl ATL pufru namisto AL pufru.

* Volitelné: AlOS Ize pouzit se Seegene STARIet.
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3. Priprava pro PCR v realném case

Poznamka: Je tfeba pouzit spravné zkumavky a uzavéry. (viz POTREBNY MATERIAL,
KTERY NENi SOUCASTI BALENI).

Poznamka: P¥i pFipravé reakci PCR je tfeba pouzivat filtraéni $pi¢ky odoIné proti aerosolu a
tésné rukavice. Dbejte zvySené opatrnosti, aby nedoSlo ke kfizové kontaminaci.

Poznamka: VSechn reagencie zcela rozmrazte na ledu.

Poznamka: Odstfedte zkumavky s reagenciemi, abyste odstranili kapky z vnitini strany vicka.
Poznamka: Kroky A~C se automaticky zpracovavaji na Microlab NIMBUS IVD a Microlab
STARIlet IVD, Seegene NIMBUS, Seegene STARIet a Seegene STARlet 96MPH. Viz navody

k pouziti k jednotlivym pristrojam.

A. Pripravte PCR Mastermix.

5l 4X CA MOM
5 ul EM1
5 pl Voda bez RNazy
15 pl Celkovy objem PCR Mastermixu

Poznamka: Vypocitejte potfebné mnozstvi kazdé reagencie na zakladé poctu reakci (vzorky +

kontroly).

B. Promichejte pétkrat pfevracenim nebo rychlym vifenim a odstredte.
C. Odeberte alikvot 15 yl PCR Mastermixu do zkumavek pro PCR.

D. Pfidejte 5 pl nukleovych kyselin kazdého vzorku do zkumavky obsahujici PCR Mastermix.

15 i PCR Mastermix
5l Nukleova kyselina vzorku
20 pl Celkovy objem reakce

E. Uzavfete vicko a odstfedte PCR zkumavky.
Zkontrolujte, zda je kapalina obsahujici vSechny slozky PCR na dné vSech PCR
zkumavek. Pokud tomu tak neni, odstfedujte znovu pfi vy3Sich otackach za minutu po

delSi dobu.

Poznamka: Pfed spusténim PCR reakce je nutné zkumavky odstiedit. Je tfeba vytladit kapalinu

na dno a odstranit vzduchové bubliny.
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Spravneé Nespravné

Bubble

Poznamka: Pro kazdy vzorek pouzijte novou sterilni pipetovaci $picku.
Poznamka: Pro negativni kontrolu (NC) pouzijte misto nukleové kyseliny vzorku 5 pl vody bez

RNazy.

Poznamka: Pro pozitivni kontrolu (PC) pouzijte 5 ul CA PC.

Poznamka: Davejte pozor, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci PCR Mastermixu a vzork( s
pozitivni kontrolou.

Poznamka: ReakEéni zkumavky neoznacujte na vicku. Fluorescence se zjiStuje z horni ¢asti
kazdé reakeni zkumavky.

Poznamka: Pfi pouziti permanentniho &irého tepelného tésnéni misto vicka pouzijte tésnéni PX1 PCR.
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NASTAVENI PRISTROJE PRO PCR V REALNEM CASE A ANALYZA VYSLEDKU

1. CFX96™ Detekéni systém PCR v redlném ¢ase (CFX Manager™ Software-IVD
v1.6)

1.1. Nastaveni pFistroje pro PCR v readlném ¢&ase

Poznamka: Nastaveni experimentu CFX96TM Real-time PCR Detection System (Bio-Rad) Ize

rozdélit do tfi krokl: Nastaveni protokolu, Nastaveni desticky a Spusténi zafizeni.

A.Nastaveni protokolu

1) Pro otevieni Editoru protokolu zvolte v hlavni nabidce File (Soubor)-> New
(Novy)-> Protocol.

Obr. 1. Nastaveni
protokolu
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2V Editoru protokolu definujte tepelny profil takto:

Krok Pocet cykll Teplota Doba
trvani
1 ) 50°C 4 min
2 : 95°C 15 min
3 95°C 30s
4 5 60°C 1 min
5 72°C 30s
6 Prejdéte na krok 3, opakujte 4krat
7 95°C 10s
8* 40 60°C 1 min
9* 72°C 10s
10 Prejdéte na krok 7, opakujte 39krat

Poznamka*: V kroku 8 a 9 se odeéte tabulka. Fluorescence se detekuje pfi 60 a 72 °C.

Protocel Editer - Allplex.prel

==

File Settings Tools

H H Insert Step Sample Volume pl | Est. Run Time 02:14:00

?

1 2 3 4 5 B 7 g
90 C 9.0 C 950 C
7500 030 w0 w0 oc B wo c
d B G ]
SlD.D C : a :
A o a
)
3
4 ]
1 ) C for 4:00
(2] insert e 2 %50 C for 1500
—~ 3 90 C for 0030
[Mee] Insert Gradient |4 &0 Cfor 100
| E 720 C for 0:30
L F GOTO3 1 more fimes
Insert GOTO .
— ¢ 950 T for 0170
g 600 C for 1:00
I@ Insert Melt Curve I + Plate Fead
fis 4dd Plate Read to Step § 720 Cfor 010
+ Plate Read
Step Options =10 SNODTO 7.3 morefimes
@ Delete Step
Obr. 2. Editor
protokolu

3) Pro pfimé zadani 20 pl kliknéte na rdamecek vedle Sample Volume (Objem vzorku).
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4) Kliknéte na tlacitko OK a ulozte protokol. Otevie se okno Nastaveni experimentu.

Experiment Setup ===
Opticns
Fratacal ‘[D Plate |"B Start Run
Expross Load
[ )
Selected Protocol
Allplex,prel Edit Selected,,,
Praview
Est Run Time: 02:14:00 {96 Wells-&ll Channels) Sample Volume: 20ul
1 2 3 4 5 8 1 8 9 10 -
950 C 950 C 950 C
1500 030 :
720 C 720 C L
E00 C : G B00 C : G 3
500 C i ? f fal ?
' o = o
3 7 S
] [ ]

Obr. 3. Nastaveni experimentu:
Protokol

B. Nastaveni destiéky

1) Pro otevieni okna Plate Editor (Editor desti€ky) kliknéte na Create New (Vytvofit novy) v
nabidce Plate (Desti¢ka), zalozce Experiment Setup (Nastaveni experiment).

Experiment Setup @
Options
‘ Protoco\| (ED Plate |IIB Start Run |
Exprees Losd
[QuickPlate 96 wells_All Channels, pltd -
Selected Plate
QuickPlate_96 wells_All Channels, pltd Edit Selected..,
Preview
Fluarophores: FaM, HEX. Texas Red. Cy5. Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: &ll Channels
1 2 3 4 5 E 7 a 49 1 11 12
[ Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk unk unk unk
B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
C Unlk Unlk Unlk. Unlk. Unlk. Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
i} Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
E Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
- Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk unk unk unk
[ <<Prev | | MNemtr» |

Obr. 4. Editor desti€ky
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2) Kliknéte na tlacitko Select Fluorophores (Vybrat fluorofory) ur€ete fluorofory (FAM, HEX, Cal Red 610, a
Quasar 670), které budou pouzity. Kliknéte na tlacitko OK.

Plate Editor - New B ®
File  Settings Tools
H] a Zoom 100% ~ | &l Scan Mode All Channels - '; Well Groups ... | P @ Plate Loading Guide
1 B 3 i 3 5 7 ] E 10 11 12 [@ Select Fluarophares ... ]
B Select Fluorophores ﬁ
B Channel Fluorophore selected Color
r I e
’ : i Fy
r r“\ [
E caco st OO\ (D
e C —
P 3 ROX r
5 TexssRed . ‘
creto v
. . = N\ — ) Ewimon et
Qumrm P
5 Quasar 705 r _ l‘ ﬁ] Clear Replicate #
T
(8 ot
Plate Type : BR Clear

Obr. 5. Vybrané fluorofory (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670)

3) Zvolte jamky, do kterych bude umisténa zkumavka PCR, a vyberte typ vzorku z rozbalovaci nabidky Typ
vzorku.

- Neznamy: Klinické vzorky
- Negativni kontrola

- Pozitivni kontrola

4) Kliknutim na pfislusné zaskrtavaci ramecky (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670) urCete

fluorofory, které maji byt detekovany ve vybranych jamkach.

5) Zadejte nazev vzorku a stisknéte klavesu enter.
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6) V nastaveni hlavni nabidky Editoru desti¢ek vyberte velikost desti€ky (96 jamek) a typ
destiéky (BR White).

Plate Editor - Testpitd — - [ =)
File
Bl £ Plate Size v e & well Groups | 7 () Piate Loading Guide
Plate Type 5
Mumber Convention  » BR Clear 5 7 8 El 0 11 12
Select Fluorophores
Unk Unk Unk
Units il | FaM e T FAM FaM
TER TEX TEX HEX H HEX HEX HEX
A | CaRed610 | CalRed 610 | CalRed610 | CalRed 610 | CalRed 610 | CalRed 610 | CalRed 610 | Cal Red 610 Sample Type
Quasar670 | Quasar €30 | Quassr €0 | Quasar 670 | Quasar670 | Quasar60 | Quasar&7 | Quasar 670
Unk Unk Unkc Unkc Unk Unk Unkc Unk Load Target Name
FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM = e
B HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX Fiam <none> -
Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 HEX [ —
Quasare7o | Quaseré70 | Quasar&70 | Quasar&70 | Quasare7d | Quasare0 | Quasarem | Quasarenm <none> -
Unk Unkc Unic Unlc Unk Unkc Unic Unk Cal Fed 610 <nane> -
FAM FaM FAM FAM FAM FAM FAM FAM 7] Quasar 670 romes o
C HEX HEX HEX HEX HEX HEX H Hi <none> -
Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red €10 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red €10 Cal Red 610
Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Lo Sample Name
Unk Unk Unk Unke Unk Unk Unlk Unk T T —
FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM none -
B HEx HEX HEX HEX HEx HEX H H
Cal Red 610 Cal Red 610 ‘Cal Red 610 ‘Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 "
Guaoar 670 | Quasar €70 | Qusear €70 | Quaser 670 | Guaser 670 | Quaser €70 | Quosar 670 | Quaser 670 Load Fieplicate #
Tnke Unk Unkc Unkc Tnke Unkc Unkc Tnk ! =
FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM . -
I I B B v e [ Fepicas Seriss )
Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610
e | Guem e | ummr oo | cvamrer | Gumren | Guemrern | ovemrem | ouecren ) Evperiment Setings. . I
Unk Unk Unlc Unk Unk Unk Unk Unk "
P P Fan P P Pan Fa Fa | #]  Clear Replicate #
r HEX HEX HEX H H i H H
CalRed€10 | CalRed 610 | CalRed €10 | CalRed 610 | CalRed 510 | ColRed 610 | CalRed €10 | Cal Red 20 Clear Wells
Quasar 670 Quasar €70 Quasar €70 Quasar 670 ‘Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 ‘Quasar 670
Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
RAM Fam Fan FAM FAm Fa FAM FAM
& HEx HEX HEX HEX HEx HEX HEX HEX
Cal Red 610 Cal Red 610 ‘Cal Red 610 ‘Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 ‘Cal Red 610 Cal Red 610
Quasar 670 | Quasar 670 | Quasar 670 | Quasar 670 | Quasar670 | Quasar670 | Quasar 670 | Quasar 670
Neg os
FAM Fam
. H H
Cal Red 610 Cal Red 610
Quasar 670 | Quasar €70
Plate Type : BR White

Obr. 6. Nastaveni
desticky

7) Kliknutim na tla€itko OK uloZte novou desti¢ku.

8) Vratte se do okna Nastaveni experimentu.

Experiment Setup
Options

Plate | Start Run

(/4] Pratacal

Select Emstlng

Selected Plate
Test.pltd
Praview

Fluorophores: FaM, HE=, Cal Red 610, Quasar 670

Express Load

Plate Type: BR White

Scan Mode: All Channels

1 2 3 4 5
A unk “ Unk Unk Unk uUnk
B Unk II Unk II Unk II Unk II Unk II Unk II Unk II Unk
© unk II Unk II Unk II Unk II uUnk II Unk II Unk II Unk
i} Unk II Unk II Unk II Unk II uUnk II Unk II Unk II Unk
E Unk II Unk II Unk II Unk II Unk II Unk II unk II Unk
g N T TN T RN
G Unk I II II I

[ <<Prev | [ HNemt>> |

Obr. 7. Nastaveni experimentu:

9) Kliknutim na tlac¢itko DalSi spustte zafizeni.
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C.Spusténi zarizeni

1) V zélozce Start Run (Spustit) v nabidce Experiment Setup (Nastaveni experimentu)
kliknéte na tlacitko Close lid (Zavrit viko), abyste zavreli viko pfistroje.

Experiment Setup =3

Options
Protocol | [ Plate | > Start Run
Run Information
Protocol - Allplex prol
Plate - Test pltd
Motes :

Scan Mode @ All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name a Type Run Status Sample Volume Protocol ID
|BR1 00160 I"BEFX" Idle 20

Select All Blocks

@ Fisch Block ncicator | [#°7  Open Lid | [£2 coseus

B Start Run
<< Prev

Obr. 8. Zavreni
vika.

2) Kliknéte na tlacitko Start run (Spustit zafizeni)..
3) Spustény soubor ulozte do slozky Moje dokumenty nebo do uréené slozky. Zadejte nazev

souboru, kliknéte na tlagitko ULOZIT a zatizeni se spusti.

1.2. Analyza dat

A. Vytvoreni slozek pro export dat

1) Chcete-li ulozit data s vysledky pro vsechny kroky detekce amplifikacni kfivky, vytvorte jednu
slozku.

2) Nazev slozky muze byt podle pfani uzivatele (pro funkci "Seegene Export" se automaticky vytvori
slozky "QuantStep8" a "QuantStep9", do kterych se ulozi data kazdé amplifikaéni kfivky do slozky

vytvofené uzivatelem).
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B. Pfednastaveni pro analyzu dat v programu CFX Manager™

1) Po testu kliknéte na zalozku Quantification (Kvantifikace) a potvrdte vysledky amplifikacni

kFivky.

File View Settings Tools

& | | B &y viewredit Plate... |y Well Group: [All wells Bk,

Quarttation mwmm;l Mdﬂm|% Melﬂmnmlﬂ[q Gu’leaplﬂ:nnl Enandl Ndcﬂmmnnl ch% Rnﬁolmaim‘

Amplification

No wells designated as Sample Type standard

a 10 20 20 0
Cycles Log Scale
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Step Number: |8 -
Wel O Fuor A Content | Semple O CH O
E0S  Cal Red 6 Unkn [
Fo1 Cal Red 61( Unkn 3255
Fo2 Cal Red 61( Unkn 3280
FO3 Cal Red 61( Unkn N/A
FO4 Cal Red 61( Unkn N/A
FO5  Cal Red 6 Unkn 22,70
Foe Cal Red 61( Unkn N/A
FO7  Cal Red 610 Unkn 2624
FO8 Cal Red 61( Unkn N/A
GO1 Cal Red 61( Unkn 3168
G02 Cal Red 61( Unkn 2969
IIJCump\eted | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type - BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 9. Vysledky amplifika€ni kfivky

2) V nabidce Settings Mode (Rezim nastaveni) vyberte moznost No Baseline Subtraction
(Bez odecitani zakladni linie).

File  View

85 &

Settings
C(t) Determination Mode o2
Analysis Mode

[ D= anass Testecdy il i M W == "

Quantitatio ] Raseline Threshold el | End Point | Allelic Discrimination | ac | % Run Information
@ Trace Styles Baseline Subtracted Curve Fit {
€y View/Edit Plate.
«  Mouse Highlighting Mo wells designated as Sample Type standard.
6 10 20 30 40
Cycles Log Scale
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Step Number: |8 -
Wel 0] Fuor 4 Corent O Sampke O CH) 0
BOZ FAM Unkn MN/A
B0 Fam Unkn {073
BO4  FAM Unkn {073
BOS Fam Unkn N/A
BOG FaM Unkn M/A
BO7 FAM Unkn MN/A
B0E  Fam Unkn {073
col FaM Unkn {073
co2 Fam Unkn N/A
03 FaM Unkn M/A
Ccod4 FaM Unkn N/A

Completed | | [ scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction

Obr. 10. Bez odeéitani zakladni
linie
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3) V nabidce Tools (Nastroje) vyberte polozku Seegene Export.

[ pats anasis Testood, il B M W
File View Settings [RGGIS

CIIE Y Tr—

Import Flusrophore Calibration

7] Quanitation B Replace Plate Date | ] Gene Expression | 28] End Port | Alllc Discrimination | ac | 1) Fun fomation

Export All Data Sheets to Excel

Seegene

B0 No wels designated as Sample Type standard.

7000

2
B 5000

5000 ]

4000

0 10 20 30 40

Cycles Log Scale
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Step Number.
Well | Fuor & Cortert O Sampe 0| OB 0
BO4 Fa Unkn N/
B05  FaM  Unkn N/
BOE  FaM  Unkn /A
BO7 FaM Unkn )
BO3 Fam Unkn M/A
cat Fa Unkn N/
coz FaM Unkn N/
coz FaM Unkn /A
04 FaM Unkn )
o5 Fam Unkn M/A
CO6 Fa Unkn N/

Completed ['Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction

Obr. 11. Seegene Export

4) Vyberte umisténi pro ulozeni dat a kliknéte na tlacitko OK.

Data Analysis - Testperd . A » = EI‘J&.

File View Settings Tools

g E E V\e'w!Ed\rPlate... awe\lﬁmup [A\Iwel\s -] ?

Quanttation maﬁaﬁm[)aal Maml% Mdﬂ:ve[}aalﬂﬂ semapfmmlﬁ Enanrll .Hléc[)salmamnl ucl% Run Information

Amplification

7000 7

ed as Sample Type standard

Choose destination folder

=2
Z 5000 f-eee

B Desktop =
5000 b Libraries
> [B user
<000 = © /8 Computer
> € Network
a 10 20 B B8 Control Panel
Cycles & Recycle Bin

FAM HEX Cal Red 610 Guasar 670 b [ 2temmm L Step Number: (8 -

el | Fuor & Cortert (| Sample | CB) O
d04 FAM Unkn N/

BOS Fak Unkn N/A
BO6 Fah Unkn )
BO7 Far Unkn )
B08 Fiah Unkn NAA
cm Fihd Unkn A&
cnz Fihd Unkn A&
Co3 Fak Unkn M/A
Cod Fak Unkn N/A
Co& Fak Unkn N/A
COE Fam Unkn N/&

Completed | | [ Scan Mode: All Channels | Plate Type - BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction

Obr. 12. Seegene Export do uréené slozky
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C. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizeé¢i Seegene Viewer

1) Oteviete program Seegene Viewer a kliknutim na Option (Moznost) vyberte v Instrument

(Nﬁ’stroj) moznost CFX96.

Fle Ecm ‘m Help
Instrument

(@

@®

Wi Control

@ Seegene

Standard Setting
Nimbut/STARNet Setting

Sample Index Setting

Obr. 13. Prohlize¢ Seegene

2) Kliknutim na tlacitko Otevfrit vyhledejte soubor uloZeny ve sloZce "QuantStep8". Oteviete soubor

s vysledky a vyberte testovaci sadu z nabidky PRODUKT.

] Seegene Viewer — - - e - — E=REER=
File Edit Option Help
@@ @0 B- oo @ Seegene
Test - Quantitation Ct Results.xlsx X [ =) \
@ veLL PLaTE o I WELL GRAPH o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 [FFaMm [Z/HEX [7]Cal Red 610 [¥] Quasar 670
- 0000000 0s 0o
900000000 0 0s
00000000 o7 o
900000000
t 900000000 ot 0L
r99000000 03 03
00000000 e e
" " 06 0.1 02 0.3 04 08 0.6 [ 0.8 0.9 06 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09
70 708
@ vegative @ Positive () Invalid [ comsine Cycle (Graph 1) Cycle (Gragh 2)
S #PPLY RESULT o
“Well Info Positive Find [] [ @ Vertical © Horizontal
1 sample Ho Patient Id Well Name Type FAM HEX ‘Cal Red 610 Quasar 6... Auto Interpretation Comment
] A01 SAMPLE -
& Bl SAMPLE =
a cot SAMPLE
] oot SAMPLE
[&] E0l SAMPLE
0 Fo1 SAMPLE
] GOl SAMPLE
] ANz SAMPLE
] B2 SAMPLE =
ver 312,001

Obr. 14. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizeéi
Seegene Viewer

Poznamka: PFi vybéru testovaci sady si prosim ovérte typ zkumavky (8 prouzkud / 96 uzaveéra / 96
folif).
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3) Zkontrolujte vysledek pro kazdou jamku.
iz seecene Ve SRR O e

File Edit Option Help
((ﬂ @ (d} (ﬁb @ B -] | Auplex candidiasis assay @ stiipy @ Seegene
~ Test- Quantitation Ct Results,xlsx X | =) |
@ v pLaTe o i WELL GRAPH o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 [FFAM [IHEX [¥CalRed 610 [¥] Quasar 670
' 0000000 -
100000000 000, = 7
‘90000000 200 ) 750 ic
' 00000000 2 2 w0
:00000000 B B
00000000 = s L
00000000 i A
W e
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
@ negative @ Positive (B Invalid [ comsine el B CoElENCTRR)
@ appLY RESULT o
el info | Positive Find (7] [C) ~ © Vertical © Horizontal
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 670
[C] sampleNo Patientld Well Name Type Auto Interpretation
CK Ct) C6 C €D Ct) CP Ci) Clp C)y CA Ct) CL c@ IC c(t)
] A1 SAMPLE segr| - |mal - |mal - |wal - |wa EXl] h/A : CcK.CA -
5] 801 SAMPLE sas| - [n/al - [wal - [wal - e 34,01 /A g CcK.CA 5
[} col SAMPLE 0] - [m/al - [wal - [wal - [wa ®.82 /A ] cK.CA
5] D01 SAMPLE as2) - |n/A| - |m/al - |wal - |wga 34,16 h/A ; CcK.CA
] Enl SAMPLE w7 - [wal - [wal - Jwal - Jwa 3359 /A ; CcK.CA |
5] FoI SAMPLE 25| - [m/al - [wsal - [wsal - |wa 270 /A ] CK.CA
’7“ G SAMPI F A2 3 =~ N/A = N/A = N/A = 3220 I CK (}A =
‘ m '
- Positive Count : CG(Q:21), CP(Q:10), CA(Q:28), CK(Q:14) ver 3,12.001
Obr. 15. Vysledek testu v prohlize€i
Seegene Viewer
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2. Systém CFX96™ Dx (software CFX Manager™ Dx v3.1)
2.1. Nastaveni pfistroje pro PCR v redlném ¢ase

Poznamka: Nastaveni experimentu v systému CFX96TM Dx (Bio-Rad) Ize rozdélit do tFi krok(:

Nastaveni protokolu, Nastaveni destiCek a Spusténi zafizeni.
A. Nastaveni protokolu

1) Pro otevfeni Editoru protokolu zvolte v hlavni nabidce File (Soubor)-> New (Novy)-> Protocol.
IR PR r——

3 5i0-Rad X Manager]

Obr. 1. Nastaveni protokolu
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2) V Editoru protokolu definujte tepelny profil takto:

Krok Pocet cykll Teplota Doba
trvani

1 ' 50°C 4 min
2 : 95°C 15 min
3 95°C 30s
4 5 60°C 1 min
5 72°C 30s
6 Prejdéte na krok 3, opakujte 4krat
7 95°C 10s
8* 40 60°C 1 min
9* 72°C 10s
10 Prejdéte na krok 7, opakujte 39krat

Poznamka*: V kroku 8 a 9 se odecte tabulka. Fluorescence se detekuje pfi 60 a 72 °C.

Protocol Editor - Allplex prel @
File Seftings Tools ?
HI ﬁ Insert Step Sample Volume pl | Est. Run Time 02:14:00
1 2 3 4 5 B T 8
%0 C 8.0 C 8.0 C
1500 030 - w20 C B wo c
. : G .
E.EI,EI e H 8] :
; T =
o]
3
4 "
1 ) C for 4:00
(2] nsen step 2 B0 Cfor 1500
— 3 90 C for0:30
\nserl Gradient | 4 600 C for 1:00
| & 70 Cfor®30
LB GOTO3 E] more times
Insert GOTO -
S 7 %0 Cfor il
g8 600 C for 1:00
IE_L Insert Melt Curve 1 + Plate Read
fes Add Plate Read to Step 3 720 C far 10
+ Plate Read .
Step Options 10 SNO[;I'O F=E] more times
@ Delete Step
Obr. 2. Editor
protokolu

4) 3) Pro pfimé zadani 20 pl kliknéte na ramecek vedle Sample Volume (Objem vzorku).
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4) Kliknéte na tlacitko OK a ulozte protokol. Otevie se okno Run Setup (Spustit nastaveni).

Run Setup @
Pratocal |[Z23) Plate | mB» Start Run
Express Losd
[ -
Selected Protocol
Allples, prel Edit Selected...
Prewews
Est, Run Time: 02:14:00 (96 Wells-All Channels) Sample Yolume: 20ul
1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 -
950 C 950 C 950 C
150 [LB1) :
20 C 20 C
0D C : g BO0.0 C : - g 3
S.D.D C : E : - :
' 8] o}
3 7 =2
L] m ] F

Obr. 3.

B. Nastaveni destiéky

1) Pro otevieni okna Plate Edito

r (Editor desti¢ky) kliknéte n

Spusténi nastaveni:
Protokol

a Create New (Vytvofit novy) v

napideePrate-(Desti€kar—zélozee-bExperimentSet go—ENastavert-exd SereRttD- L
Run Setup EZ
| Protocol‘ EEE Platew Start Run |

Express Load
[QuickP\ate-QE wells_&ll Channels, pltd v]
Selected Flate
QuickPlate_96 wells_all Channels, pltd Edit Selected, ..
Preview
Fluorophoras: Far, HE=, Texas Red. Cy5. Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 £l 4 ) [ 7 g 9 10 11 12

& Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk. Unk Unk Unk. Unk Unk

B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

C Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

o Unk Unk. Unk Unk. Unk. Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk.

E Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

F Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk. Unk Unk Unk. Unk Unk

[t Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

[ 4<Prev | [ Mext>>

Obr

. 4. Editor desti€ky
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2) Kliknutim na tlagitko Select Fluorophores (Vybrat fluorofory) ur€ete fluorofory (FAM, HEX, Cal Red 610, a
Quasar 670), které budou pouzity, a kliknéte na tlaitko OK.

Plate Editor - New B %
File  Settings Tools
H] w% Zoom 100% - | gl Scan Mode | All Channels - '; Well Groups ... | P @ Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 8 i 8 3 10 1 12 Im Select Fluorophores .., ]
Y Select Fluorophares @
B Channel Fluorophore selected Color
TN — e
D 2 HEX 4 I
o p\ R
e cacold 54 OO\ ey
C
F
3 ROX r
s TexesRed | ‘
caved 610 P
. z = N\ — -
Qasr &7 P
5 Quasar 705 r _ l‘ z‘/ﬂ Clear Replicate #
—
8 ceaet
Pl Type 59 Clar

Obr. 5. Vybrané fluorofory (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670)

3) Zvolte jamky, do kterych bude umisténa zkumavka PCR, a vyberte typ vzorku z rozbalovaci nabidky Typ
vzorku.

- Neznamy: Klinické vzorky
- Negativni kontrola

- Pozitivni kontrola

4) Kliknutim na pfislusna zaSkrtavaci policka (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670) urCete

fluorofory, které maji byt detekovany ve vybranych jamkach.

5) Zadejte nazev vzorku a stisknéte klavesu enter.
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6) V nastaveni hlavni nabidky Editoru desti¢ek vyberte velikost desti€ky (96 jamek) a typ
destiéky (BR White).

Plate Editor - Testpitd o — S ==
File
Bl £ Plate Size v e & well Groups | 7 () Piate Loading Guide
Plate Type "
| Number Convention  » BR Clear BENC 3 7 8 E] 10 [ 12 [#3)  SelsctFluorophores
Unk Unlc ‘unk
Units 'y FAM e T FAM FAM
TEY TEX TET HEX HEX HEX HEX HEX
A | CaRed610 | CalRed 610 | CalRed610 | CalRed 610 | CalRed 610 | CalRed 610 | CalRed 610 | Cal Red 610 Sample Type
Quacar&70 | Qussar0 | Quasar @70 | QuasrT0 | GuasaréT) | Quasaré0 | Quasar & | Quaser 70
Unk Unk Unk Unk Unk Unk- Unk Unk Load Target Name
FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM FAM = e
B HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX Fiam <none> -
Cal Red €10 Cal Red 610 Cal Red €10 Cal Red 610 Cal Red 8§10 Cal Red 810 Cal Red 610 Cal Red €10 T E—
Quasare7o | Quaseré70 | Quasar&70 | Quasar&70 | Quasare7d | Quasare0 | Quasarem | Quasarenm <none> -
= Unkc <none> -
FAM FAM FAM AN FAM FAM FAM FAM 7] Quasar 610 enores o
C HEX HEX HEX HEX HEX. HEX HEX HEX <none> -
Cal Red 610 Cal Red 610 ‘Cal Red 610 ‘Cal Red 610 Cal Red 610 ‘Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610
Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 Lo Sample Name
Unkc Unkc Unlc Unlc Unlc Unk Unlc Unkc T T —
FAM FAM FaM FAM FAM FAM FAM FAM none -
o HEX HEx HEX HEX HEX HEX HEX HEX
Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 ‘Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 "
Gumear 670 | Gusear 670 | Cuseer 570 | Quassar£70 | Gusear 670 | Gussar70 | Guaser 67 | Gusser 870 Load Replicate #
Unkc Unk. Unk Unkc Unk ! =
FAM Al FAM AN Al FAM FAM FAM . -
S I I - B I e ( ealcate Soies )
Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610
Gumarern | Guscarem | ousar | ousear 670 | Gusear om0 | Gusareno | cusrem | quacarer i) Ewperiment Setiings... ]
Unk Unk Unlc Unkc Unk Unk Unk Unk "
P P Fan P P Pan Fa Fa | #]  Clear Replicate #
F HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX
CalRed€10 | CalRed 610 | CalRed €10 | CalRed 610 | CalRed 510 | ColRed 610 | CalRed €10 | Cal Red 20 Clear Wells
Quasar 670 Quasar €70 Quasar €70 Quasar 670 ‘Quasar 670 Quasar 670 Quasar 670 ‘Quasar 670
Unkc Unk Unlc Unkc Unkc Unk Unlc Unkc
am Fam Fam Fam A Fam FAM A
G HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX
Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610 ‘Cal Red 610 Cal Red 610 Cal Red 610
Quassr&70 | Qusssr670 | Quassr&70 | Quassr&70 | Guasaré7) | Qusssr&0 | Quassr&70 | Quassr&
Tieg oz
FAM FAM
H H H
Cal Red 610 Cal Red 610
Quazar €70 | Quasar €70
Plate Type : BR White

Obr. 6. Nastaveni
desticky

7) Novou desti¢ku uloZte kliknutim na tlacitko OK.

8) Budete vraceni do okna Run Setup (Nastaveni zafizeni).

Run Setup =)

‘- Protocol‘ Plate ‘l D Start Run |

Express Load
Select Existing, —

Selected Plate

Test,pltd Edit Selected...

Preview
Fluorophores: Fahd, HEX, Cal Red B10, Quasar 670 Plate Type: BR White Scan Mode: All Channels
1 2 3 4
A Unk Unk Unk Unk

o
=
=

=

~
=
=

=

rr
=
=

=

hul
=
=

=

[ <<Prev | [ Mestr> |

Obr. 7. Nastaveni
zarizeni: .

9) Kliknutim na tlacitko DalSi zafizeni spustte.
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C. Spusténi zarizeni

1) V zélozce Start Run (Spustit) v nabidce Run Setup (Nastaveni zafizeni) kliknéte na
tlacitko Close lid (Zavrit viko), abyste zavreli viko pfistroje.

Run Setup

Protocol | (£23) Plate

"B Start Run

=)

Run Information

Protocol: Allplex_prcl
Plate: Test plid
Notes:

Scan Mode:  A&ll Channels
Start Run on Selected Blockis)

7| [BR100160 "S6FX" Idle

Block Mame a Type Run Status

Sample Yolume 1D/Bar Code
20

Select All Blocks

% Flash Block Indicator | [£7  Open Lid |[£2  CloseLid

<< Prew

Obr. 8. Zavreni
vika.

2) Kliknéte na tlacitko Start run (Spustit zafizeni).

3) Spustény soubor ulozte do slozky Moje dokumenty nebo do uréené slozky. Zadejte nazev

souboru, kliknéte na tlagitko ULOZIT a zatizeni se spusti.

2.2. Analyza dat

A. Vytvoreni slozek pro export dat

1) Chcete-li ulozit data s vysledky pro v8echny kroky detekce amplifikaéni kfivky, vytvoite jednu

slozku.

2) Nazev slozky maze byt podle pfani uzivatele (pro funkci "Seegene Export" se automaticky vytvori

sloZky "QuantStep8" a "QuantStep9", do kterych se ulozi data kazdé amplifikani kfivky do sloZky

vytvofené uZivatelem).
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B. Pfednastaveni pro analyzu dat v programu CFX Manager™

1) Po testu kliknéte na zalozku Quantification (Kvantifikace) a potvrdte vysledky amplifikacni
kFivky.

i Dats Analysis - Testperd [= IEI._ 52

5 [Fuorophae -] 7|

Quammcauunmmt)aal Metanel% Meic.nenaalgﬂ mwl@ EndF‘onl Aleicnmmanonlﬁi CunomDﬂaVlew| ch% thHormmon|

Amplification

=
File View Settings Export Tools €y plate setup -

T T L T

2500 et No wells designated as Sample Type standard

2000 §

E 1500
1000 §
500
o
o 10 20 30 40
Cycles Log Scale
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Step Number: (8 =]

Wel | Fuor & Taget 9| Content O] Sample ¢ Ca &)
HOg HEX Paos Ctrl 16.63
| |01 Quasars7 Unkn 2542
| |02 Quasarem Unkn 2548
A3 Guasar 670 Unkn 2487
404 Quasar 67 Unkn 25,49
406 Quasar 67 Unkn 24.85
ADE Quasar 670 Urkn 2537
AD7  Guasar 670 Urkn 2466
ADE Guaser 670 Urkn 2543
BO1 Cluasar 67 Unkn 24,33
| 802 GQuasar670 Unkn 2412

Completed | | [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 9. Vysledky amplifikaéni
kfivky

2) V nabidce Baseline Setting (Nastaveni zakladni linie) vyberte moznost No Baseline
Subtraction (Bez odecitani zakladni linie).

.
g Data Analysis - Test perd [E=REER=)

File  View

/|
Export  Tools p\ate Setup ~ |S| Fluorophore ~ | ?

ﬁ Quartific: Cq Determination Mode [E[ — |E!|Ende|ue5c ml@mw[}daml ml% Mﬂmm‘
Baseline Sefting

Baseline Subtracted
Baseline Subtracted Curve Fit

Analysis Mode
Cycles to Analyze...

2000

No wells designated as Sample Type standard

Apply Fl

uorescence Drift Correction

Baseline Threshold...

7000

Trace Styles..

=
& 5000
Plate Setup

5000 Include All Excluded Wells

000 Mouse Highlighting

Restore Default Window Layout

Cycles Log Scale
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Step Number: [3—.]
Wel | Fuor & Target (| Comtert | Sample | Ca )
GOS8 FAM Unkn [
| lHO7  Fam Neg Cit N/A
| [Hos  [FAM Pos N/A
| a0 HEX Unkn /A
| a0z HEX Unkn /A
| 403 HEX Unkn /A
Il HE Unkn 3
HEX Unkn /A
HEX Unkn /A
HEX Unkn M
| 408 HEX Unkn /A
Completed | | [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: No Baseline Subtraction

Obr. 10. Bez odeéitani zakladni
linie

38 11/2022 v1.10




@ Seegene

Allplex™ Candidiasis Assay

3) V nabidce Export vyberte moznost Seegene Export.

am Data Analysis - Test.perd

(= C fmiil]

File View Settings MEGEL# Tools

=
I
Plata Setup ~ | a ‘__F‘UOFOD”WE ~) | ?

Export All Data Sheets

pa— F

s MekareDﬂalE Ee’\eE(prEsaonl EndF‘onl Meicnsammonl{’g‘) Cu!meﬂaVlewl QC|% thHormmon‘

] custom Export.
[Es)  Export to LIMS Folder.

BO0D e Seegene Export

7000

No wells designated as Sample Type standard

>
% o000 ]
s000 J. 8
4000
o 40
Cycles Log Seale
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Step Number [m
Well | Fuor | Taret ¢ Content O Sample ¢ Ca 9|
ED5  FaM Unkn /A
EOE  FaM Unkn N/A
E07  FAM Unkn MN/A
EDB  FaM Unkn MN/A
FOI FaM Unkn /A
FO2  FAM Unkn /A
| |Fo3 FaM Unkn /A
FO3  FaM Unkn /A
FO5  FaM Unkn /A
FOG  FaM Unkn /A
FO7  FaM Unkn N/A

| [ scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Mo Baseline Subtraction

Completed
an

Obr. 11. Seegene Export

4) Vyberte umisténi pro ulozeni dat a kliknéte na tlacitko OK.

o Data Analysis - Testpcrd

=
I 3

File View Settings Export Tools

Plata Setup ~

2 oo -] 7

{i7] Quantfication Quartfication Data Melﬁnel% Mekt Curve Data

sl Eemﬁp(mlm Empml Alescnmwmamn|§i msmmnaa\newl ucl% H,nh‘xxmmon‘

Amplification

8000 ]

No wells designated as Sample Type standard.

7000

=

D)
£ so00 ]

Choose destination folder

5000 ]

4000

B Desktop ~
> [ Libraries
> [B user

© /8 Computer

> € Network

B8 Control Panel
& Recycle Bin

20
Cycles i

0 10

FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670

Step Number. |8 b

[oc J[ concel
ol Fitd
oz Fitd
Co3 Far
Co4 Far
Cos Fam
CO& Fam
co? FamM
Cog Fitl
Dot Fitd

Fitd

] Content ¢ Sample ¢ Cq ¢
. Unkn NAA
Unkn MNAA
Unkn A8
Unkn NS
Unkn [
Unkn N/
Unkn MAA
Unkn NAA
Unikn NAA
Unkn MNAA

Unkn

Completed | | [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: No Baseline Subtraction

Obr. 12. Seegene Export do uréené slozky
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C. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizeé¢i Seegene Viewer

1) Otevrete program Seegene Viewer a kliknutim na Option vyberte v nabidce Instrument
(Nastroj) moznost CFX96 Dx.

(3 Seegene Viewse — ]
Fle EGR | Opuon | Help

/ { Instrument

@E B @ Seegene

wikd Control CFX96

Standard Setting V. CFX96 Ox
Nimbut/STARSt Setting
Sample Index Setting
As ks Export

Bport A

Apply Mode
Negative C(Y) Value

Print ems

Obr. 13. Prohlize€ Seegene

2) Kliknutim na tlacitko Otevfrit vyhledejte soubor uloZeny ve sloZce "QuantStep8". Oteviete soubor

B9 Seegene Vidwer - - - o ) - - e - — E=EE =

File Edit Option Help

W@O@O® B wmow @ Seegene

Test - Quantitation C Aesults.xlsn x | =) \
@ veLL PLaTE o I WELL GRAPH 3 o
(101N Z 8 S S R NS £ B IS UM 11 Fam HEX Cal Red 610 [¥] Quasar 670
- 0000000 0s 0o
900000000 0 0s
00000000 o7 o
900000000
t 900000000 ot 0L
r99000000 03 03
00000000 e e
" ” 06 0.1 02 0.3 04 08 0.6 [ 0.8 0.9 06 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09
7 08 708
@ vegative @ Positive () Invalid [ comsine Cycle (Graph 1) Cycle (Gragh 2)

S #PPLY RESULT o
 Wellnto | Positive Find [[] [(l) @ Vertical © Horizontal
1 sample Ho Patient Id Well Name Type FAM HEX Cal Red 610 Quasar 6... Auto Interpretation Comment
] A01 SAMPLE -
& Bl SAMPLE =
a cot SAMPLE
] oot SAMPLE
[&] E0l SAMPLE
0 Fo1 SAMPLE
] GOl SAMPLE
] ANz SAMPLE
] B2 SAMPLE =

ver 312,001

Obr. 14. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizegi
Seegene Viewer

Poznamka: PFi vybéru testovaci sady ovérte typ zkumavky (8 prouzkud / 96 uzaveéra / 96 folii).
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3) Zkontrolujte vysledek pro kazdou jamku.

file Edit Option Help

(o) @ @ @ @ B~ Alplex™ Candidiasis Assay (8 strip) @ Seegene
“ Test- Quantitation Ct Results,xlsx x [ = |

@ veLLpLate o i WELL GRAPH o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12| GFAM [@HEX [¥]CalRed 610 (7] Quasar 670
00000000 -
100000000 £00 : 1 7
500 -
‘ ‘900000000 . 7504 i
r 90000000 2 2 o
t00000000 z:z ca
Fr00000000 - ot
90000000 o dos 0 10t
19 (c]C]
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

@ negative @ Positive () Invalid 7] Combine Y GERRIT) CREICEND)

@ #ppLY RESULT o
Wl Info | Positive Find [[] (L]~ © Vertical © Horizontal

FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 670
[] SampleNo Patientid Well Name  Type Auto Interpretation
CK cm cG C(t) <D c cp Ciy CTp Cit) CA < cL cm ic <

] a01 SAMPLE - Al - |nal - |wal - |wa .37 /A 2.3 cK.CcA o
[&] Bo1 SAMPLE - Inal - [wal - [wal - [wa 3401 N/A .2 cK.CA ]
@] col SAMPLE — Al - nal - [wal - [wa 62 /A 2,03 cK.ca
[&] Dot SAMPLE - Inal - [wal - [wal - [wa 316 /A 2121 cK.CA
@] E0l SAMPLE — Iwal - |nal - [wal - |wa 32,69 /A 22.9 cK.CA
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- Positive Count : CG(Q:21), CP(Q:10).

. CA(Q:28), CK(Q:14)

ver 3,12,001

Obr. 15. Vysledek testu v prohlizeéi Seegene Viewer

41

11/2022 v1.10



@ Seegene

Allplex™ Candidiasis Assay

VYSLEDKY

1. Informace o analytech

Fluorofor
Candida krusei Candida glabrata
FAM
(CK) (CG)
HEX Candida dubliniensis Candida parapsilosis
(CD) (CP)
Candida tropicalis Candida albicans
Cal Red 610
(CTp) (CA)
Candida lusitaniae Vnitfni kontrola
Quasar 670
(CL) (IC)

2. Interpretace vysledku

Hodnota Vysledek
Ct
<40 Zjisténo (+)
Cile
N/A Nezjisténo (-)
<40 Zjisténo (+)
IC
N/A Nezjisténo (-)
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Cilovy vysledek

Vysledek
y IC

Graf 1 Graf 2

+ - Detekovana cilova nukleova kyselina
- + +
+ +
+ - Detekovana cilova nukleova kyselina*
R - Mohou byt pfitomny dalSi cile pro kandidy, které nebyly
zjistény.
+ +
- - + Cilova nukleova kyselina

nedetekovana

Neplatné**

- Slaby nebo negativni signal IC naznacuje nedostatecny
odbér, zpracovani nebo pFitomnost inhibitor(.

- Zopakuijte test od kroku extrakce nukleové kyseliny za
- - - pouziti dalSiho alikvotu pavodniho vzorku.

- Pokud se u reextrahované nukleové kyseliny objevi
stejny vysledek, zfedte vzorek (1/3~1/10) ve fyziologickém

roztoku a opakuijte test od kroku extrakce.

* Detekce vnitini kontroly v kanalu Quasar 670 neni nutna pro pozitivni vysledky cilovych patogenu.
Vysoky titr jiného analytu muze vést ke snizeni nebo absenci signalu vnitfni kontroly.

** Pokud neni pozorovan zadny ze signaltl véetné interni kontroly, viz RESENI PROBLEMU.
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3. Aplikace na klinické vzorky

Vzorek 1
FiM [JHEY [ Cal Red 610 [¥] Quasar 670
1500 ] |
1500 ]
1000 e
z ] 21000
o o
5004 500 ]
LCay
0] 01802
b 10 E) E) 0 0 10 2 30 i)
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)
Vzorek 2
FaM [VIHEX [v]Cal Red 610 [¥] Quasar 670
1500 ]
1000 ]
Ic
1000 5 7501
& &
500 ]
5001
250 ] CV
cp
ol olme e
0 10 2 30 10 0 10 P 30 10
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)
Vzorek 3
FaM [V]HEX [¥]Cal Red 610 [¥] Quasar 670
2000 25004
1500 CK 2000 e €6
T 21500
1000 <
1000 ]
500 5004
CK Talc]
04 Hib— L e ——
0 10 2 0 0 0 10 0 30 10
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)

N/A - N/A - N/A - N/A N/A + 25.59 - N/A + 17.80 CA
N/A - N/A - N/A + 37.41 N/A - N/A - N/A + |20.59 CP
18.57 + 13.13 - N/A - N/A N/A - N/A - N/A + 14.35 CK, CG
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RESENi PROBLEMU

Allplex™ Test na kandidézu

POZOROVANI | PRAVDEPODOBNE RESENI
PRICINY
Fluorofory pro data Vyberte spravné fluorofory pro analyzu dat.
analyzy neodpovidaji
protokolu
Nespravné nastaveni Zkontrolujte podminky tepelného cyklovani a zopakujte
termalniho cykleru v test pfi spravném nastaveni.
realném Case
Nespravné skladovani Zkontrolujte podminky skladovani (viz strana 10) a datum
nebo prosla doba spotreby (viz Stitek) testovaci soupravy a v pfipadé
Zadny signal pouzitelnosti testovaci potfeby pouzijte novou sadu.
sady
Pokud byla IC pfidana do vzorku pfed extrakci, mize
nepfitomnost signalu IC znamenat ztratu nukleové
kyseliny béhem extrakce. Ujistéte se, Ze jste pouZzili
Selhani extrakce doporu¢enou metodu extrakce.
nukleové V pfipadé vyskytu inhibitord plvodni vzorek reextrahujte
kyseliny nebo vzorek naredte fyziologickym roztokem v poméru
1/3 ~ 1/10 a poté do nafedéného vzorku pfidejte ASTI IC.
ASTI IC by se mélo pouzivat pouze pro vzorek mogi.
Pokud je pozorovan signal cilového patogenu, ale ne IC,
Vysoké zatizeni e S —_—
pak amplifikace IC mohla byt inhibovana vysokym titrem
nukleovou
cilového patogenu.
kyselinou
Zadny patogenu
signal interni
Nafedte prosim nukleovou kyselinu vzorku (1/10~1/100)
kontroly
ve vodé bez RNazy a opakujte test s nafedénou
PFitomnost . o . -
nukleovou kyselinou. Pokud je inhibitor stale pFitomen,
inhibitoru
zfedte vzorek (1/10~1/100) ve fyziologickém roztoku a
PCR
test zopakujte se zfedénym vzorkem.
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Vykyvy v
libovolnych
cyklech
amplifikaéni

kFivky

Bublina ve zkumavce
PCR

Zkumavku s PCR pfed zahajenim experimentu odstfedte.
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Allplex™ Test na kandidézu

POZOROVANI

PRAVDEPODOBNE
PRICINY

RESENI

Predpokladané
falesné pozitivni
nebo cilové
signaly negativni

kontroly

Kontaminace

Dekontaminujte v8echny povrchy a nastroje chlornanem
sodnym a etanolem. Po celou dobu postupu pouZivejte
pouze filtracni Spicky a mezi jednotlivymi zkumavkami je
vymeériujte. Opakujte cely postup od extrakce nukleovych

kyselin s pouzitim nové sady ¢inidel.

Predpokladana
faleSna
negativita nebo
zadny signal
pozitivni

kontroly

Chyba pfi odbéru

vzorku

Zkontrolujte prosim metodu odbéru vzorku a znovu jej

odeberte.

Nespravné skladovani

vzorku

Znovu odeberte vzorek a cely postup zopakujte. Zajistéte,

aby byl vzorek skladovan podle doporuceni.

Chyba pfi extrakci
nukleové

kyseliny

Zkontrolujte postup extrakce nukleové kyseliny a

koncentraci nukleové kyseliny a znovu ji extrahujte.

Chyba pfi pfidavani
nukleové kyseliny do

zkumavky PCR

Zkontrolujte Gisla vzorkd ve zkumavkach obsahujicich
nukleovou kyselinu a ujistéte se, ze je nukleova kyselina
pfidana do spravné PCR zkumavky a v pfipadé potfeby

test opatrné zopakujte.

Pritomnost inhibitoru

Nafedte prosim vzorek nukleové kyseliny (1/10~1/100) ve
vodé bez RNazy a opakujte test s nafedénou nukleovou
kyselinou. Pokud je inhobotpr stale pfitomen, zfedte
vzorek (1/10~1/100) ve fyziologickém roztoku a test

zopakujte se zfedénym vzorkem.

Nespravna smés PCR

Zkontrolujte, zda jsou do smési PCR pfidany vSechny
slozky (citlivost je u pfedem pfipraveného premixu
snizena). VSechna ¢inidla musi byt pfed pouzitim

homogenizovana a odstfedéna.
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VYKON

1. Specificita

Vysoka specificita testu AllplexTM Candidiasis Assay je zajiSténa oligonukleotidy vyvinutymi
specialné pro sledované cile a nastavenymi reakénimi podminkami. Test AllplexTM Candidiasis
Assay byl testovan na zkfizenou reaktivitu na 122 riznych patogenu. Amplifikace a detekce

PCR byla zjisténa pouze u specifikovanych cilu.

Organism Izolat €. Vysledek t
us

1 | Candida albicans ATCC 10231D-5 Zjisténo CA
2 | Candida dubliniensis KCTC 17427 Zjisténo CD
3 | Candida glabrata ATCC 36909D Zjisténo CG
4 | Candida krusei KCCM 50633 Zjisténo CK
5 | Candida lusitaniae KCCM 50541 Zjisténo CL
6 | Candida parapsilosis KCTC 7653 Zjisténo CP
7 | Candida tropicalis KCTC 7212 Zjisténo CTp
8 | Acinetobacter baumannii ATCC 15308 Nezjisténo
9 | Acinetobacter schindleri KCTC 12409 Nezjisténo
10 | Acinetobacter ursingii KCTC 12410 Nezjisténo
11 | Atopobium parvulum KCTC 3663 Nezjisténo
12 | Atopobium vaginae ATCC BAA-55 Nezjisténo
13 | Bacteroides caccae KCTC 5132 Nezjisténo
14 | Bacteroides fragilis KCTC 3688 Nezjisténo
15 | Bacteroides ovatus KCTC 5827 Nezjisténo
16 | Bacteroides vulgatus KCCM 11423 Nezjisténo
17 | Bacteroides xylanisolvens KCTC 15192 Nezjisténo
18 | Bifidobacterium adolescentis KCCM 11206 Nezjisténo
19 | Bifidobacterium longum KCCM 11953 Nezjisténo
20 | Minimum Bifidobacterium KCTC 3273 Nezjisténo
21 | Candida orthopsilosis ATCC 96139 Nezjisténo
22 | Candida metapsilosis ATCC 96144D Nezjisténo
23 | Chlamydia trachomatis ATCC VR-1500 Nezjisténo
24 | Chlamydia trachomatis (LGV I) ATCC VR-901B Nezjisténo
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25 | Chlamydia trachomatis (LGV II) Pokrocilé | 08-931-000 Nezjisténo
26 | Chlamydia trachomatis (LGV III) ATCC VR-903 Nezjisténo
27 | Chlamydia trachomatis (sérovar A) ATCC VR-571B Nezjisténo
28 | Chlamydia trachomatis (sérovar B) ATCC VR-573 Nezjisténo
29 | Chlamydia trachomatis (sérovar Ba) ATCC VR-347 Nezjisténo
30 | Chlamydia trachomatis (sérovar C) ATCC VR-1477 Nezjisténo
31 | Chlamydia trachomatis (sérovar D) ATCC VR-885 Nezjisténo
32 | Chlamydia trachomatis (sérovar E) ATCC VR-348B Nezjisténo
33 | Chlamydia trachomatis (sérovar F) ATCC VR-346 Nezjisténo
34 | Chlamydia trachomatis (sérovar G) ATCC VR-878 Nezjisténo
35 | Chlamydia trachomatis (sérovar H) ATCC VR-879D Nezjisténo
36 | Chlamydia trachomatis (sérovar I) ATCC VR-880 Nezjisténo
37 | Chlamydia trachomatis (sérovar J) ATCC VR-886 Nezjisténo
38 | Chlamydia trachomatis (sérovar K) ATCC VR-887 Nezjisténo
39 | Chlamydophila pneumonidae ATCC VR-1360 Nezjisténo
40 | Chlamydophila psittaci ATCC VR-125 Nezjisténo
41 | Clostridium difficile (Toxin A+ / B+) ATCC 9689 Nezjisténo
42 | Clostridium perfringens ATCC 13124 Nezjisténo
43 | Cytomegalovirus (CMV) ATCC VR-807 Nezjisténo
44 | Enterococcus avium ATCC 49603D Nezjisténo
45 | Virus Epsteina Barra ATCC VR-602 Nezjisténo
46 | Escherichia coli ATCC 15489 Nezjisténo
47 | Gardnerella vaginalis ATCC 49145D Nezjisténo
48 | Haemophilus ducreyi ATCC 700724D-5 Nezjisténo
49 | Haemophilus influenzae ATCC 51907D Nezjisténo
50 | Virus hepatitidy A (HAV) ATCC VR-1402 Nezjisténo
51 | Virus hepatitidy B (HBV) NIBSC 10/264 Nezjisténo
52 | Virus hepatitidy C (HCV) NIBSC 06/102 Nezjisténo
53 | Lidsky herpesvirus 1 ATCC VR-260 Nezjisténo
54 | Lidsky herpesvirus 2 ATCC VR-734 Nezjisténo
55 | Lidsky herpesvirus 3 ATCC VR-1367 Nezjisténo
56 | Lidsky papiloma virus 16 ATCC 45113D Nezjisténo
57 | Lidsky papiloma virus 18 ATCC 45152D Nezjisténo
58 | Lactobacillus acidophilus KCCM 32820 Nezjisténo
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59 | Lactobacillus amylovorus KCCM 40431 Nezjisténo
60 | Lactobacillus brevis KCCM 40399 Nezjisténo
61 | Lactobacillus casei KCCM 12452 Nezjisténo
62 | Lactobacillus crispatus KCTC 5054 Nezjisténo
63 | Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii KCCM 35468 Nezjisténo
64 | Lactobacillus fermentum KCCM 40401 Nezjisténo
65 | Lactobacillus fornicalis ATCC 700934 Nezjisténo
66 | Lactobacillus gallinarum KCCM 40987 Nezjisténo
67 | Lactobacillus gasseri KCTC 3163 Nezjisténo
68 | Lactobacillus helveticus KCCM 41823 Nezjisténo
69 | Lactobacillus iners ATCC 55195 Nezjisténo
70 | Lactobacillus intestinalis KCCM 40990 Nezjisténo
71 | Lactobacillus jensenii KCTC 5194 Nezjisténo
72 | Lactobacillus johnsonii KCCM 32825 Nezjisténo
73 | Lactobacillus kefiranofaciens KCCM 41275 Nezjisténo
74 | Lactobacillus oris KCCM 40993 Nezjisténo
75 | Lactobacillus parabuchneri KCTC 3503 Nezjisténo
76 | Lactobacillus pentosus KCCM 40997 Nezjisténo
77 | Lactobacillus plantarum KCCM 12116 Nezjisténo
78 | Lactobacillus reuteri KCCM 23272 Nezjisténo
79 | Lactobacillus rhamnosus KCCM 32405 Nezjisténo
80 | Lactobacillus salivarius subsp. salicinius KCCM 40998 Nezjisténo
81 | Lactobacillus sanfrancisensis ATCC 27651 Nezjisténo
82 | Lactobacillus ultunensis KCTC 5857 Nezjisténo
83 | Lactobacillus vaginalis KCCM 49540 Nezjisténo
84 | Mobiluncus curtisii ATCC 35241 Nezjisténo
85 | Mobiluncus mulieris ATCC 35240D-5 Nezjisténo
86 | Mycoplasma arginini ATCC 23838D Nezjisténo
87 | Mycoplasma felis Cole et al. ATCC 23391 Nezjisténo
88 | Mycoplasma genitalium ATCC 33530D Nezjisténo
89 | Mycoplasma hominis ATCC 23114D Nezjisténo
90 | Mycoplasma iowae Jordan et al. ATCC 33552 Nezjisténo
91 | Mycoplasma leonicaptivi Hill ATCC 49890 Nezjisténo
92 | Mycoplasma pneumonie ATCC 29342 Nezjisténo
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93 | Mycoplasma pulmonis ATCC 19612 Nezjisténo
94 | Mycoplasma spumans ATCC 19526 Nezjisténo
95 | Neisseria cinerea ATCC 14685 Nezjisténo
96 | Neisseria flavescens ATCC 13120 Nezjisténo
97 | Neisseria gonorrhoeae ATCC 700825D Nezjisténo
98 | Neisseria lactamica ATCC 23970 Nezjisténo
99 | Neisseria meningitidis ATCC 700532D Nezjisténo
100 | Neisseria mucosa ATCC 19696 Nezjisténo
101 | Neisseria perflava ATCC 14799D-5 Nezjisténo
102 | Neisseria sicca ATCC 5415 Nezjisténo
103 | Neisseria subflava ATCC 19243 Nezjisténo
104 | Prevotella bivia KCTC 5454 Nezjisténo
105 | Prevotella buccalis KCTC 5496 Nezjisténo
106 | Prevotella disiens KCTC 5499 Nezjisténo
107 | Prevotella intermedia KCTC 3692 Nezjisténo
108 | Prevotella melaninogenica KCTC 5457 Nezjisténo
109 | Pseudomonas aeruginosa ATCC 47085 Nezjisténo
110 | Pfedpokladany BVAB2 Korejsky izolat Nezjisténo
111 | Pfedpokladana Megasphaera typ-1 Korejsky izolat Nezjisténo
112 | Saccharomyces cerevisiae KCCM 50511 Nezjisténo
113 | Salmonella enteritidis KCCM 12021 Nezjisténo
114 | Salmonella typhimurium KCCM 40253 Nezjisténo
115 | Staphylococcus aureus ATCC 700699D-5 Nezjisténo
116 | Streptococcus agalactiae ATCC BAA-611D Nezjisténo
117 | Streptococcus pneumoniae ATCC BAA-255D Nezjisténo
118 | Trichomonas vaginalis ATCC 30001D Nezjisténo
119 | Treponema pallidum Vircell MBC109 Nezjisténo
120 | Ureaplasma parvum ATCC 27815 Nezjisténo
121 | Ureaplasma urealyticum ATCC 33695 Nezjisténo
122 | Vibrio parahaemolyticus ATCC 27969 Nezjisténo

T Aby se prokazala platnost vysledk, byl experiment tfikrat opakovan.
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x ATCC: Americka sbirka typovych kultur KCTC:
Korejska sbirka typovych kultur
KCCM: Korejské kulturni centrum mikroorganismu
NIBSC: Narodni institut pro biologické standardy a kontrolu
Vircell: Vircell mikrobiologové

Pokrocilé: Advanced Biotechnologies Inc.

2. Citlivost

Za ucelem stanoveni citlivosti testu AllplexTM Candidiasis Assay bylo nastaveno standardni
sériové fedéni od 194 do 19 klonovanych kopii cilové DNA/reakce a analyzovano pomoci testu
AllplexTM Candidiasis Assay. Detekéni limit pro AllplexTM Candidiasis Assay byl 100

kopii/reakci.

3. Reprodukovatelnost
Testy reprodukovatelnosti byly provedeny ve 2 riznych ¢asech v pribéhu 5 dnu, 3 riznymi
operatory, se 3 riznymi SarZzemi vyrobku a na 3 riznych mistech. Byly zjiStény stejné vysledky

ziskané v kazdém testu, coz potvrzuje reprodukovatelnost testu AllplexTM Candidiasis Assay.
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KLi€ K SYMBOLUM

Kli¢ k symbolam pouzitym v pfiruce a na Stitcich.

Symbol Vysvétleni

VD

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

-
o
e

Koéd Sarze

Katalogové Cislo

Datum spotfeby

{

Horni mez teploty

PRIMER Smés oligonukleotidi pro amplifikaci a detekci
PREMIX PCR Master Mix nebo Detection Mix
WATER Voda bez RNazy

CONTROL | +

Pozitivni kontrola (PC)

CONTROL | IC

Vnitfni kontrola (IC)

Prectéte si navod k pouziti

Vyrobce

gz@!!

Datum vyroby

EC |REP

Autorizovany zastupce v Evropském spole€enstvi

Upozornéni

>

Obsahuje dostatecné mnozZstvi pro <x> testl
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Symbol Vysvétleni

UDI Jedine¢ny identifikator zafizeni

rxns Reakéni ¢arovy kod pro automatizovany extrakéni systém
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INFORMACE PRO OBJEDNANI

Kat. €. Produkt Velikost
Allplex™ series

SD10177Z AllplexTM Test na genitalni viedy 25 reakci
SD9802Y AllplexTM Test na genitalni viedy 50 reakci
SD9802X AllplexTM Test na genitalni viedy 100 reakci
SD10245Z AllplexTM STI Essential Assay 25 reakci
SD9801Y AllplexTM STI Essential Assay 50 reakci
SD9801X AllplexTM STI Essential Assay 100 reakci
SD10318z AllplexTM STI Essential Assay Q(MH,UU) 25 reakci
SD10201Y AllplexTM STI Essential Assay Q(MH,UU) 50 reakci
SD10202X AllplexTM STI Essential Assay Q(MH,UU) 100 reakci
SD10178Z Allplex™ Test na kandidézu 25 reakci
SD9803Y Test AllplexTM na kandid6zu 50 reakci
SD9803X Allplex™ Test na kandidézu 100 reakci
SD9804X Test na bakteridlni vaginézu AllplexTM 100 reakci
SD10320Z AllplexTM Bakterialni vagindza plus test 25 reakci
SD10159X AllplexTM Bakterialni vaginéza plus test 100 reakci
SD10317z2 Test AllplexTM CT/NG/MG/TV 25 reakci
SD9400Y Test AllplexTM CT/NG/MG/TV 50 reakci
SD9400X Test AllplexTM CT/NG/MG/TV 100 reakci
SD10319Z AllplexTM MG & AziR Assay 25 reakci
SD10169Y AllplexTM MG & AziR Assay 50 reakci
SD10170X AllplexTM MG & AziR Assay 100 reakci
SD10232z2 AllplexTM MG & MoxiR Assay 25 reakci
SD10233Y AllplexTM MG & MoxiR Assay 50 reakci
SD10234X AllplexTM MG & MoxiR Assay 100 reakci
SD10368Z Test AllplexTM NG & DR 25 reakci
SD10367X Test AllplexTM NG & DR 100 reakci
SD7700Y Detekce AnyplexTM II STI-7 (V1.1) 50 reakci
SD7700X Detekce AnyplexTM II STI-7 (V1.1) 100 reakeci
SD7500Y Detekce AnyplexTM II STI-5 50 reakci
SD7500X Detekce AnyplexTM Il STI-5 100 reakeci

)
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@ Seegene

Allplex™ Candidiasis Assay

SD10323z Detekce AnyplexTM Il STI-7e 25 reakci
SD7701Y Detekce AnyplexTM Il STI-7e 50 reakci
SD7701X Detekce AnyplexTM Il STI-7e 100 reakci
SD7200Y AnyplexTM CT/NG Detekce v realném &ase 50 reakci

(V3.1)

* V pfipadé systému SmartCycler® Il se celkovy pocet reakci snizi z 50 na 40 reakci.

Série Seeplex ®

HS6200Y Detekce Seeplex® HSV2 ACE 50 reakci
SD6401Y Seeplex® STD4D ACE Detection (V2.0) 50 reakci
SD6600Y Seeplex® STD6 ACE Detection (V2.0) 50 reakci
SD6511Y Seeplex® STI Master Panel 1 (V2.0) 50 reakci
Prislusenstvi
SG1701 Ribo_spin vRD (sada pro extrakci virové 50 pfiprav
RNA/DNA)
Automatizované extrakéni systémy
65415-02 Microlab NIMBUS VD EA
173000-075 Microlab STARIet IVD EA
65415-03 Seegene NIMBUS EA
67930-03 Seegene STARlet EA
SG71101 Seegene STARIlet 96MPH EA
744300.4.UC384 Univerzalni sada kazet STARMag 96 X 4 384T / 1box
EX00032P Sada STARMag™ S96H 48T / 1box
EX00033P Sada STARMag™ S96H 480T / 1box
EX00034P Sada STARMag™ S96H 96T / 1box
EX00035P Sada STARMag™ S96H 960T / 1box
SG71100 SEEPREP32 EA
EX00009P STARMag 96 ProPrep (typ desticky) 96T / 1box
EX00009T STARMag 96 ProPrep (typ zkumavky) 96T / 1box
M9600 MaelstromTM 9600 EA
EX00029P Sada STARMag™ M96 96T / 1box
EX00030P Sada STARMag™ M96 960T / 1box
SG72100 AIOS EA
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