ampliCube STD Panel 1

Navod k pouziti (Cesky)

1 Uréeny ucel

ampliCube STD Panel 1 je kvalitativni in-vitro test ke specifickému
prikazu DNA Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a Myco-
plasma genitalium ve vzorcich moci (nejlépe moci z prvniho proudu)
nebo stérech z urogenitalniho traktu humanniho pavodu.

2 Oblast pouziti

Chlamydia trachomatis a Neisseria gonorrhoeae jsou nej¢asté&jsSimi
pohlavné pfenosnymi bakterialnimi patogeny.

Chlamydia trachomatis je obligatni intracelularni bakterialni patogen.
Ve vétsiné pfipadu probiha infekce bezpfiznakové. U Zen mize ne-
|é¢ena infekce vést k hlubokému panevnimu zanétu (,pelvic inflamato-
ry disease®, PID), ktery mGze byt spojen s chronickymi pfiznaky

a nasledky, jako jsou tubarni a peritonealni téhotenstvi a neplodnost.
Infekce bakterii Chlamydia trachomatis mize u novorozenct vést

k ophthalmia neonatorum, tj. akutni konjunktivitidé novorozencu.

U muzl se infekce maze projevit klinickymi pfiznaky uretritidy nebo
epididymitidy.

Neisseria gonorrhoeae je gramnegativni diplokok. Tato bakterie je
puvodcem kapavky, ktera u muzd mize vést k nasledkam, jako je
epididymitida. U Zen mdze vyvolat hluboky panevni zanét (,pelvic
inflammatory disease®), ktery mdze vést k tubarnimu a peritonealnimu
téhotenstvi a neplodnosti. Mimo oblast genitalu mize Neisseria gonor-
rhoeae zpUsobovat také infekce v anorektalni oblasti, Ustni ¢asti hitanu
a v ocich.

Infekce bakterif Mycoplasma genitalium muZe u Zen zplUsobovat zanét
délozniho ¢&ipku, endometriézu, uretritidu a ,pelvic inflammatory dise-
ase”. U muzu mlze tato bakterie vyvolat pfiznaky uretritidy. Myco-
plasma genitalium byva také spojovana s infekcemi sliznic dychaciho
a traviciho traktu.

3 Princip testu

V pripadé tohoto testu se jedna o tzv. Real-Time PCR systém. Vyuziva
specifické primery a znacené sondy pro amplifikaci a detekci DNA
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a Mycoplasma geni-
talium.

Aby se zajistilo, Ze nukleové kyseliny izolované ze vzorku pacienta
neobsahuji zadné latky, které inhibuji PCR, pfidava se béhem izolace
DNA ke vzorku interni kontrola (IC). Tato IC se amplifikuje a detekuje
ve stejném roztoku pro PCR. To umoznuje vyloucit faleSné negativni
vysledky testu zpusobené inhibici PCR reakce. Tato IC zaroven slouzi
jako dliikaz extrakce nukleové kyseliny ze vzorku pacienta.

Sondy pro detekci DNA specifické pro patogen jsou znaceny reporté-
rem — barvivem FAM (Chlamydia trachomatis), HEX (Neisseria gonor-
rhoeae) a ATTO Rhol2 (Mycoplasma genitalium), sondy pro detekci
interni kontroly jsou zna¢eny ATTO 647N. To umoziuje souasnou
detekci vSech cilovych sekvenci v jedné reakéni smési.

Hodnota Ct (cycle threshold, prah cyklu) popisuje €ast kfivky, ve které
fluorescence poprvé exponencialné vzroste nad hodnotu pozadi.

4 Reagencie

4.1 Obsah baleni

Reagencie v jednom baleni staci na 50 stanoveni.
Kazdéa sada reagencii obsahuje:

I P&P MIX I | 150 pl smési Primer & Probe pro STD Panel 1 a interni

600 pl enzymového mixu (bila barva vicka)
Obsahuje DNA polymerazu (soucast je zbarvena
modfre).

kontrolu (zelena barva vicka)
ENZYME

CONTROL]INT] | 250 ul interni kontroly (bezbarvé viéko)

CONTROL 170 pl pozitivni kontroly (Eervena barva vicka)

ICONTROL' - | 2 x 1800 pl negativni kontroly (modra barva viéka)
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4.2 DalSi potfebné reagencie, materialy a pristroje

¢ MIKROGEN ampliCube Color Compensation pro Light Cycler®
480 Il (Roche)

o Komeréné dostupna sada pro izolaci nukleovych kyselin.
Doporuéuje se nasledujici systém pro extrakci nukleovych kyselin:
MagNAPure® Compact, Total Nucleic Acid Kit | (Roche)

e Real-Time cykler. Doporucuje se nasledujici cykler:

Light Cycler® 480 Il (Roche)

e 96jamkové PCR desticky a folie nebo reakéni nadobky (PCR
clean) v zavislosti na cykleru

e Mikropipety s jednorazovymi hroty s filtrem, 10 pl, 20 pl, 100 pl
a 1000 pl

o Vortex mixer

e Mini centrifuga

e Popf. centrifuga pro desticky

e Jednorazové ochranné rukavice bez pudru

e Chladici blok

5 Trvanlivost a manipulace

¢ Reagencie pfed pouZitim a po pouziti uchovaveijte pfi teploté od -
25°Cdo-18 °C.

4 Je tfeba zabranit opakovanému rozmrazovani a zmrazovani

soucasti (vice nez desetkrat). Doporucuje se po prvnim rozmra-
zeni soucasti testu alikvotovat.

¢ Béhem pracovniho postupu reagencie vzdy vhodnym zplsobem
chladte (+2 °C — +8 °C).

¢  Soucasti setu chrarite béhem celé doby testovani pied pfimym
slunecnim svétlem.

4 Pred zahajenim testu je tfeba v§echny reagencie zcela rozmrazit,
promichat (kratce vortexovat) a odstredit.

¢ Na obalu je uvedeno datum spotieby, pfi jeho prekroceni prestava
platit zaruka jakosti.

4  Test smi provadét pouze $koleny a autorizovany odborny per-
sonal.

¢  Pokud by uzivatel proved| podstatné zmeény vyrobku, resp. pokynu
k jeho pouziti, mohlo by se pak jednat o pouzivani mimo uréeny
ucel stanoveny spole€nosti MIKROGEN.

4  Krizova kontaminace mUze vést k faleSnym vysledkim testa.
Vzorky od pacientl a kontroly doplriujte opatrné. Dbejte na to, aby
nebyly reakéni smési zaneseny do jinych prohlubni.

Varovani a bezpe€nostni opatieni

Pouzivejte pouze k in vitro diagnostice.

S ves$kerymi vzorky pacientud je nutné zachazet jako s potencialné

infek&nimi.

Béhem celé doby testovani je nutné pouzivat vhodné jednorazové

rukavice.

4 Veskeré reagencie a materialy, které pfijdou do styku
s potencialné infekénimi vzorky, je nutné oSetfit vhodnymi dezin-
fekénimi pfipravky nebo zlikvidovat v souladu s hygienickymi
predpisy. Je nutné vzit v ivahu Gdaje o koncentracich a inkubaéni
doby stanovené vyrobcem.

¢ Reagencie nenahrazujte ani nemichejte s reagenciemi z jinych
$arzi soupravy, z jinych PCR souprav MIKROGEN nebo
s reagenciemi od jinych vyrobcd.

¢ Pred provedenim testu si peclivé prectéte cely navod k pouziti

a fidte se jim. Odchylky od protokolu testu uvedeného v navodu k

pouziti mohou vést k chybnym vysledkdam.

® e O)
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7 Odbér vzorku a pfiprava reagencii

7.1 Testovany material

Vychozim materidlem pro test ampliCube STD Panel 1 je DNA
extrahovana ze vzorkd moci (nejlépe moci z prvniho proudu) nebo
vytérli z moc¢ové trubice humanniho ptivodu. Kvalita pfipravy nukleové
kyseliny ovliviiuje vysledek testu. Je tfeba zajistit, aby zvolena
extrakéni metoda byla kompatibilni s technologii Real-Time PCR.

7.2 Extrakce nukleovych kyselin

Extrahujte nukleové kyseliny ze vzorku pacienta a negativni kontroly
(NC). Doporu¢ujeme pocatecni objem pro extrakci 200 pl a eluéni
objem 50 pl. Ridte se pokyny vyrobce extrakéni soupravy.
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1. Rozmrazte interni kontrolu (IC) (bezbarvé vicko) a negativni
kontrolu (NC) (modré vicko).

Ujistéte se, ze jsou IC i NC zcela rozmrazené. Pied pouzitim
promichejte IC a NC kratkym vortexovanim a poté je kratce
odstred'te!

2. Pro Ucely extrakce pfidejte ke kazdému vzorku pacienta a NC 5 pl
IC. IC se ma pfidavat do smési vzorku a lyza¢niho pufru, nikoli
pfimo do vzorku. (Upozornéni: IC nelze pouzivat v PCR bez
extrakce!)

3. Extrahuijte vzorek pacienta a NC. (Upozornéni: NC nelze pouzivat
v PCR bez extrakce!)

4. Pozitivni kontrola se neextrahuje.

Doporucuje se nasledujici systém pro extrakci nukleovych kyselin,
ktery byl pouzit pro posouzeni funkénosti:

8.2 PCR program

MIKROGEN
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Reverzni transkripce 50 °C [ 8 min.
Denaturace 95 °C | 3 min.
Amplifikace 45 cykla

. Denaturace 95 °C 10 s.
. Annealing/Elongace 60 °C 45 s,

Systém pro extrakci Objem vzorku Eluéni objem

MagNAPure Compact (Roche) 200 pl

Total Nucleic Acid Kit | S0

Pokud byste radé&ji pouzili jiné metody extrakce, obratte se na vyrobce
a ovérte si jejich kompatibilitu.

7.3 Pfiprava master mixu

1. Rozmrazte smés Primer & Probe (zelené vi¢ko) a enzymovy mix
(bilé vicko). Reagencie pfitom chrarite pfed svétlem.
Ujistéte se, ze jsou reagencie zcela rozmrazené. Pred pouzitim
promichejte reagencie vortexovanim a poté je kratce

odstred'te!

2. Pripravte si master mix podle nasledujiciho pipetovaciho
schématu:

Soucast Master mix pro 1 reakci

Smés Primer & Probe 3ul

Zé&kladni informace o programovani riznych Real-Time cykler(
naleznete v ndvodu k pouzitému cykleru. Konkrétni informace

o programovani Real-Time PCR cykleru pfi pouziti testu ampliCube
STD Panel 1 vam poskytne vyrobce.

9 Vysledky
Vyhodnoceni dat z pfistroje LightCycler® 480 Il se provadélo
s pomoci metody Abs Quant/2nd Derivative Max.

9.1 Validace
1. Negativni kontrola musi byt niz8i nez Threshold (prah). Pokud je
tato kontrola kontaminovana (pozitivni kfivka), nelze priibéh testu
vyhodnotit.
2. Pozitivni kontrola musi naopak vykazovat pozitivni kfivku.
Hodnota Ct pozitivni kontroly musi byt < 33. Pozitivni kontrola
mimo tento rozsah ukazuje na problém s amplifikaci.
3. Interni kontrola musi mit pozitivni kfivku pro negativni vzorky
a negativni kontrolu. Odchylka v priibéhu kfivky IC u negativnich
vzorkd ve srovnani s negativni kontrolou naznacuje, Ze do$lo
k problému pfi extrakci nukleovych kyselin nebo k inhibici PCR.

9.2 Vyhodnoceni
Signaly vétsi nez Threshold (prah) maji byt vyhodnoceny jako pozitivni
vysledky. Prazdna polic¢ka v tabulce pfedstavuji negativni vysledek.

Enzymovy mix 12 pl

Celkovy objem 15 pl

3. Promichejte cely master mix vortexovanim a poté jej kratce
odstfedte.
4. Pro kazdou PCR reakci pouzijte 15 pl master mixu.

7.4 Priprava PCR reakce

1. Rozmrazte pozitivni kontrolu (PC) (€ervena barva vicka).
Ujistéte se, Zze jsou reagencie zcela rozmrazené. Pred pouzitim
promichejte reagencie vortexovanim a poté je kratce

Chlamydia Neisseria Mycoplasma Interni
trachomatis gonorrhoeae genitalium kontrola (IC)
Barva
zelena pozitivni
Zluta pozitivni
oranzova pozitivni
Cervend pozitivni*

odstred'te!
Soucast 1 reakce
Master mix pfipraveny v kroku 7.3 15 pl
Eluat vzorku nebo eluat NC nebo PC 10 pl

2. Napipetujte 10 pl eluatu vzorku do master mixu.
3. Napipetujte 10 pl pozitivni kontroly (nepfipravené) do master mixu.
4. Napipetujte 10 pl eluatu negativni kontroly do master mixu.

Kazdy béh analyzy musi obsahovat pozitivni a negativni kontrolu!
Uzavrete PCR desti¢ku adhezivni, opticky priihlednou folii nebo
reakéni nadobky pfislusnym vickem.

*V pfipadé pozitivnich signal( v detekénich kandlech pro patogeny neni signal
interni kontroly pro interpretaci testu nutny. Vysoka zatéz patogeny ve vzorku
pacienta muZe vést ke snizenému nebo chybéjicimu signalu pro interni kontrolu.

10 Meze metody, omezeni
o Na vysledky testu je nutné vzdy nahlizet v souvislosti s klinickym
obrazem. Terapeutické disledky nalezu je nutné vyvodit
v souvislosti s klinickymi daty.
e Negativni vysledek testu Chlamydia trachomatis, Neisseria gonor-
rhoeae a/nebo Mycoplasma genitalium nemuize infekci nékterymi
z téchto patogen( vyloucit.

11 Vykonové charakteristiky

111

Diagnostické citlivost a specificita

Citlivost a specificita byly stanoveny na zakladé stanovenych
pozitivnich a stanovenych negativnich vzorku.

Tabulka 1: Stanovené pozitivni vzorky

/_\ PCR desti¢ky resp. reakéni nadobky se musi nejméné
10 sekund

a nasledné kratce centrifugovat.

vortexovat pfi  maximalnich otackach

8 Programovani Real-Time cykleru
Test ampliCube STD Panel 1 byl vyhodnocovan za pouziti pfistroje
LightCycler® 480 Instrument Il (Roche).

8.1 Nastaveni detek¢nich kanala

Chlamydia Neisseria | Mycoplasma Interni
trachomatis gonorr. genitalium | kontrola (IC)
Reportér - FAM HEX ATTO Rhol12 | ATTO 647N
barvivo
Barva zelena Zlutd oranzova Cervena
Emise 510 nm 580 nm 610 nm 660 nm
Zhaseé [Zadny] [Zadny] [Zadny] [Zadny]

Udaje o vinovych délkéach pro detekéni kanaly se vztahuii k pfistroji
LightCycler® 480 II.
U pfistroje LightCycler® 480 Il je nutné nejprve pouzit kompenzaci
barev, kterou poskytuje spole¢nost MIKROGEN.

GAACSD1003CS_2023-04

ampliCube Chlamydia Neisseria Mycoplasma
STD trachomatis gonorrhoeae genitalium
Panel 1 (n=10) (n=11) (n =10)
Negativni 0 0 0
Pozitivni 10 11 10
Citlivost 100% 100% 100%
Tabulka 2: Stanovené negativni vzorky
ampliCube Chlamydia Neisseria Mycoplasma
STD trachomatis gonorrhoeae genitalium
Panel 1 (n =50) (n =49) (n =50)
Negativni 50 49 50
Pozitivni 0 0 0
Specificita 100% 100% 100%
11.2  Analyticka citlivost

Mez detekce (LoD, limit of detection) testu ampliCube STD Panel 1 byla
stanovena pomoci sériového fedéni plazmidové DNA o znamé kon-
centraci v pfistroji LightCycler® 480 Il System (Roche). Byla stanove-
na 95% mez detekce pomoci probit analyzy za pouziti softwaru Com-
biStats™ verze 5.0 (Council of Europe).
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Tabulka 3: Mez detekce (LoD)

MIKROGEN

DI AGNOSTIK

13 Vysvétleni symbolu

Chlamydia Neisseria Mycoplasma
trachomatis gonorrhoeae genitalium
LoD
16,00 11,29 11,97
95% mez detekce ’ } f
Genom/PCR (9,41-39,39) (7,09-25,70) (7,10-28,31)

11.3  Analyticka specificita

Udaje na webu BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) ukazuiji, ze
vybrané primery a sondy testu ampliCube STD Panel 1 specificky
detekuji vybrané patogeny.

Specificita byla dale stanovena zkouméanim genomové DNA/RNA

Obsah staci na pfipravu <n> roztok(
Pocet roztoku

dalsich lidskych patogennich bakterii a vird.

Tabulka 4: Bakterie a viry, které byly testovany za u€elem prokazani analytické
specificity testu ampliCube STD Panel 1.

Bakterie

Viry

Aeromonas hydrophilia

Adenovirus A

Bordetella pertussis

Adenovirus sérotypu 1 (C)

Camplyobacter jejuni

Adenovirus sérotypu 3 (B)

Campylobacter coli

Astrovirus

Citrobacter freundii

Koronavirus 229E

Clostridium difficile

Koronavirus NL63

Clostridium perfringens

Koronavirus OC43

| P&P MIX | | Smés Primer & Probe
[ENZYME] Enzymovy mix
CONTROL|INT Interni kontrola
Pozitivni kontrola
CONTROL| - | Negativni kontrola
INSTRU Navod k pouziti
[j:i.] Ctéte navod k pouziti
CONT Obsah, obsahuje
In vitro diagnosticky prostfedek
[ToT] Cislo $arze/verze
Objednaci &islo
Pouzit do data
Datum exspirace

EHEC stx+

Cytomegalovirus

EIEC

Enterovirus 68

Enterococcus faecalis

Epstein-Barr virus

-

°C

x

Uchovaveijte pri teploté x °C azy °C

ETEC

Herpes simplex virus 1

Haemophilus influenzae

Herpes simplex virus 2

Klebsiella oxytoca

Lidsky metapneumovirus A

ul

Vyrobce

Klebsiella pneumoniae

Virus chfipky A

Legionella pneumophila

Virus chfipky B

14 Udaje o vyrobci a verzi

Moraxella catarrhalis

Virus spalnic¢ek

Morganella morganii

Virus pfiusnic

Mycoplasma pneumoniae

Norovirus G1

Neisseria cinerea

Norovirus G2

ampliCube STD Panel 1 Kat. ¢. 50301
Navod k pouziti GAACSD1003CS
plati od 2023-04

Proteus mirabilis

Parainfluenza 1

Proteus vulgaris

Parvovirus B19

Salmonella typhimurium

RSV A

RSV B

Rotavirus

Varicella zoster virus

Zadny z téchto vzork(i negeneroval pozitivni signal. Primery a sondy
pouzité v testu ampliCube STD Panel 1 nevykazovaly Zzadnou
zkFizenou reakci s patogeny uvedenymi v tabulce 4. Interni kontrola
(IC) byla u vSech testl validni.
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