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1. POPIS PRODUKTU A POUZITI

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 je souprava pro polymerazovou fretézovou reakci v realném
Case urcena pro kvalitativni detekci Chlamydia trachomatis (C. trachomatis), bakterialni DNA
Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) a Mycoplasma genitalium (M. genitalium). Souprava je
uréena k pouZiti se vzorky extrahovanymi z vaginalnich vyt&r(, endocervikalnich vyt&rl, vytérl z
mocové trubice, modi a o¢nich vytérd od jedincl podezfelych z infekce té&mito bakteriemi, jak urci

zdravotnické organy.

Tato souprava v multiplexnim formatu ma za cil diagnostikovat pfitomnost CT/NG/MG bakterialni
DNA, a tim pomoci pfi diagnostice souvisejicich onemocnéni. Zarizeni je vhodné pro pouziti u bézné
populace, véetné& dospélych, starsich osob, t&hotnych jedincd, déti a novorozencl s podezienim na

infekce chlamydiemi (C. trachomatis), kapavkou (N. gonorrhoeae) a Mgen (M. genitalium).

Pozitivni vysledky ukazuji na pritomnost CT/NG/MG bakteridlni DNA. Pozitivni vysledek vsak
nevylucuje moznost infekce jinymi patogeny. Negativni vysledky by nemély byt pouze pouzivany k
vylouceni infekce CT/NG/MG a musi byt interpretovany ve spojeni s klinickymi pozorovanimi,

anamnézou pacienta a epidemiologickymi informacemi.

Sada panelu Bosphore CT/NG/MG v1 je urfena pro pouziti kvalifikovanym a vyskolenym
klinickym laboratornim persondlem, ktery absolvoval nezbytné skoleni v oblasti analyzy dat Real-Time

PCR a provadéni diagnostickych postupl in vitro.

Tato souprava detekuje tfi patogeny, jmenovité C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium,
v jedné zkumavce pomoci jediného vzorku. Konzervované oblasti genu OmpA pro C. trachomatis,
genu Porin pro N. gonorrhoeae a genu mgpC pro M. genitalium jsou zaméfeny na specifickou
identifikaci kazdého patogenu. Fluorescenéni detekce je dosaZena pomoci filtrd FAM, HEX, Texas RED

a Cy5. Sada obsahuje vnitfni kontrolu, syntetickou molekulu DNA, kterd zajistuje kvalitu extrakce

DNA, identifikuje inhibici PCR a pomaha pfedchazet chybam pfi aplikaci. Vnitfni kontrolu lze pridat
bud’' béhem kroku DNA extrakce, nebo PCR.

FAM HEX Texas RED

Cy5
(Gen) (Gen) (Gen)

Chlamydia trachomatis Neisseria gonorrhoeae Mycoplasma genitalium

(OmpA) (Porin) (mgpC)

Vnitini kontrola

Tabulka 1: Kanaly, kterymi jsou patogeny kontrolovany, a souvisejici geny

Kéd: MB534v6f
Datum: 08. kvétna 2024 4/62



Zarizeni je urc¢eno k tomu, aby bylo kompatibilni a pro pouziti s nasledujicimi systémy Real-Time
PCR a extrakce DNA.

e Montania 4896 Real-Time PCR Instrument (Anatolia Geneworks), CFX96 (BioRad),
LightCycler 480 Instrument II (Roche), Rotorgene Q (Qiagen), Quant Studio 5 (Thermo
Fisher Scientific), Q Real-Time Quantitative PCR Instrument (QuantaBio)/MIC gPCR Cycler

(Biomolecular Systems).

e Bosphore STD EX-Tract Kit (Anatolia Geneworks), Unio Bacterial DNA Extraction Kit - Unio
B24/B48 Extraction Systems (Anatolia Geneworks), Unio 96 Extraction & PCR Setup System

(Anatolia Geneworks) - Unio 96 Nucleic Acid Extraction Versatile Kit (Anatolia Geneworks).

Souprava ma integrovanou vnitfni kontrolu pro kontrolu extrakce DNA, inhibice PCR nebo
aplikaénich problémd. Zesileni dat vnitfni kontroly jsou detekovéna pomoci Cy5. Vnitini kontrolu Ize
pridat bud' béhem extrakce DNA nebo v kroku PCR.

2. OBSAH

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl se sklada z nasledujicich dH.0, Real-Time PCR Master Mix,

pozitivni kontroly a vnitfni kontroly.

Komponenta Cinidlo 100 reakci 50 reakci 25 reakci
1 dH-0 (1 000 pl) (1 000 pl) (1 000 pl)
2 PCR Master Mix (825 pl x 2) (825 ) (413 pl)
3 Vnitini kontrola (600 pL x 2) (600 pl) (600 ul)
4 Pozitivni kontrola (140 pl x 2) (140 pl) (140 )

Tabulka 2: Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl Obsah

li!\
3. SKLADOVANIi

Reagencie PCR pro sadu Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl by mély byt skladovany pfi teploté -20 °C.
Je tfeba se vyvarovat opakovaného rozmrazovani a zmrazovani (>3x), protoZe to mize snizit citlivost.

Pokud maji byt sloZzky pouzity v malych mnozstvich, mély by byt zmrazeny v alikvotnich ¢astech.

Pfi pripravé PCR by slozky nemély byt vystaveny pokojové teploté a slozky hlavniho mixu PCR
by nemély byt vystaveny svétlu nebo vzduchu vice, nez je nutné. Lahvicky musi byt uzavieny s
vyjimkou pipetovani. Doporucujeme pfipravit PCR na chladicim bloku a PCR master mix uchovavat v

uzaviené nadobé.
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Pokud jsou komponenty skladovany podle doporu¢enych podminek, zistanou stabilni az do data

expirace uvedeného na etiketach.
4. POTREBNE MATERIALY A ZARIZENI

e Montania 4896 Real-Time PCR Instrument (Anatolia Geneworks), CFX96 (BioRad),
LightCycler 480 Instrument II (Roche), Rotorgene Q (Qiagen), Quant Studio 5 (Thermo
Fisher Scientific), Q Real-Time Quantitative PCR Instrument (QuantaBio)/MIC gPCR Cycler

(Biomolecular Systems),
e 0,1 ml nebo 0,2 ml tenkosténné zkumavky PCR, desticky nebo prouzky PCR,

e Bosphore STD EX-Tract Kit (Anatolia Geneworks), Unio Bacterial DNA Extraction Kit — Unio
B24/B48 Extraction Systems (Anatolia Geneworks), Unio 96 Extraction & PCR Setup System

(Anatolia Geneworks) — Unio 96 Nucleic Acid Extraction Versatile Kit (Anatolia Geneworks),
e Mraznicka (-20 °QC),
¢ Stolni centrifuga s rotorem pro mikrocentrifuga¢ni zkumavky o objemu 1,5 ml nebo 2 ml,
e Kalibrované nastavitelné mikropipety,
¢ DNase, RNaza, bezpyrogenni mikropipetovaci Spicky s filtry,

e Mikrocentrifugac¢ni zkumavky o objemu 1,5 ml nebo 2 ml bez obsahu zkumavek DNaza, RNaza,
bez pyrogend,

e Jednordzové laboratorni rukavice a laboratorni plasté.
5. DULEZITE POZNAMKY A BEZPECNOSTNI POKYNY

Datum dodani a vyprseni platnosti:

e Vyrobek by mél byt dodavan na suchém ledu. Po pfijezdu si ovéfte jeho pfitomnost.

e Po pfijezdu zkontrolujte data expirace na krabici a Stitcich tuby. Nepouzivejte produkty

nebo komponenty, jejichz platnost vyprsela.

Manipulace a prevence kontaminace:

e Se soucastmi produktu a vzorky zachazejte spravné, abyste zabranili kontaminaci a udrzeli

optimalni vykon.

e Provadéjte extrakci nukleovych kyselin, nastaveni PCR a analyzu PCR v rdznych oddilech.
Vzorky skladujte oddélené, aby nedoslo ke kontaktu se soucastmi soupravy.

e Vyvarujte se vymény lahvi¢ek nebo uzavérd lahvi.

e Skladujte vzorky a kontaminované materidly oddélené od soucasti soupravy.

e Po amplifikaci neotvirejte PCR desticky a/nebo zkumavky.

e Pro nastaveni PCR a extrakci nukleovych kyselin pouzijte samostatné/pfifazené sady
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mikropipet.

Noste laboratorni plasté, cepice, masky a Cisté pary rukavic specifické/uréené pro operace

nastaveni PCR, extrakce nukleovych kyselin a analyzy PCR.

Pouziti komponenty:

Nekombinujte komponenty z riznych 8arZi sad, protoZe by to mohlo ohrozit vykon

produktu.

Pouzivejte pouze specifikované typy vzork( dodané s touto sadou. PouZiti jinych typl

vzorkt mdze ohrozit vykon produktu.

Zajistéte spravnou centrifugaci slozek produktu po rozmrazeni, aby nedoslo ke kontaminaci

zbytky reagencii ve vickach, kterd by mohla ohrozit vykon produktu.

Nastaveni a analyza PCR:

Pfitomnost inhibitord PCR muZe vést k fale$n& negativnim nebo neplatnym vysledkim.

Postupujte podle zadanych svazkl pro nastaveni komponent uvedenych v ndvodu k pouZiti.

PouZiti rliznych svazk( ovliviiuje vykon produktu.

Budte opatrni, abyste se vyhnuli zdméné vzorkl nebo ID vzork{ b&hem nastavovani PCR

v Vs - v 7 r V.w ’ O v Ve v v
nebo prenosu do pristroje PCR, protoze nespravné prirazeni samples muze vést k falesne
pozitivnim nebo fale$né negativnim vysledkdm.

Dodrzujte stanovené podminky cyklovani uvedené v navodu k pouziti. Pouziti jinych

podminek jizdy na kole m{ze ohrozit vykon produktu.

Pouzivejte pouze kontrolni nasteveni specifikovana v ndvodu k pouziti pro analyzu dat.

PouZiti rdiznych kontolnich nastaveni mize vést k nespravnym vysledkdm.

Vybaveni a rozmrazovani:

Pouzivejte kalibrované nebo ovérené mikropipety, bezpazové a bezpyrogenni
mikropipetovaci Spicky s filtry a mikrocentrifugacnimi zkumavkami bez RNaz, RNaz a

pyrogend.

Pred zahajenim zku$ebniho postupu dikladné rozmrazte véechny sou&asti. Po rozmrazeni
kratce odstredte (odstfedujte 3-5 sekund) a pred pouzitim dobfe promichejte, abyste

zajistili homogenitu.

Udrzujte soucasti soupravy na ledu nebo chladicim bloku, dokud neni reakce pfipravena, a

rychle je vratte na -20 °C.

Bezpecnostni opatreni a likvidace odpadu:

Prohlédnéte si informace o patogenech, abyste si byli védomi zdravotnich rizik.
Prezkoumejte postupy cisténi/dezinfekce vhodné pro prislusné patogeny.
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S biologickymi vzorky zachazejte s maximalni opatrnosti v mikrobiologické bezpecnostni
A skrini prislusné tridy. Vyhnéte se fyzickému kontaktu s patogeny nosenim laboratornich

plastd, bryli, ¢epic, masek a rukavic. Nejezte ani nepijte na pracovisti a zabrarite
neopravnénym osobam v pristupu do pracovniho prostoru.

e Zlikvidujte vSechny patogenni odpady vzniklé béhem kroku extrakce nukleovych kyselin,
véetné& vzork{ vyt&rl a modi a materidld, které s nimi ptichazeji do styku, do zdravotnického

odpadu v souladu s mistnimi predpisy pro bezpecnou likvidaci.

e Obalové materialy soupravy a plastové jednorazové vyrobky mohou mit vliv na zivotni
prostiedi. Dodrzujte vhodné protokoly recyklace nebo likvidace, abyste minimalizovali dopad
na zivotni prostfedi. Laboratore musi spliovat mistni pfedpisy pro bezpecnou likvidaci

obalovych material( a jednorazovych plastd.
5.1. Zbytkova rizika

I kdyZ byla tato souprava Real-Time PCR navrzena tak, aby usnadnila pfesnou detekci Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a Mycoplasma genitalium, je dileZité si uvédomit uréitd zbytkova
rizika spojenda s jejim pouzivanim. V souladu s predpisy byla poskytnuta nasledujici omezeni,
kontraindikace, bezpe&nostni opatieni nebo varovani, aby byla zajist&na bezpe¢nost uZivatell a

spolehlivé vysledky:
5.1.1. Omezeni vzorku a detekce

Tato souprava je specidlné uréena pro pouziti s nasledujicimi typy vzork(: vaginalni vytéry,
endocervikdlni vytéry, vytéry z modi, moci a o&i. Pii pouZiti s jinymi typy vzorkl nemusi poskytovat

presné vysledky.

Souprava je urcena pro detekci Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a

Pouze Mycoplasma genitalium .
5.1.2. Kontraindikace

Neexistuji zadné specifické kontraindikace spojené s pouzitim této sady PCR. Lze jej pouzit ve

vSech vékovych skupinach za predpokladu, Ze jsou odebrany vhodné vzorky.
5.1.3. Opatieni

Podrobna opatreni, kterd je trfeba pfijmout pfi pouzivani sady, naleznete v celém
"POZADOVANYCH MATERIALECH A ZARIZENICH" a v této ¢asti uzivatelské prirucky. Tato opatieni
pokryvaji aspekty, jako je odbé&r vzorkl, manipulace s ¢&inidly a bezpe&nostni opatieni k zajisténi

presnych a spolehlivych vysledkd.
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Je ddlezité si uvédomit, e pokud je souprava pouZivdna b&hem své doby pouZitelnosti, za
vhodnych skladovacich podminek, ve vhodném laboratornim prostiedi a kompetentnim technickym
persondlem, neolekavaji se zadné problémy. Je vdak dilezité dodrZovat bezpeénostni opatieni a
pokyny uvedené v uzivatelské prirucce, aby se minimalizovala pfipadna rizika spojend s pouzivanim

sady.

Peclivé si prosim prectéte a pochopte vSechny poskytnuté informace, vietné omezeni,
bezpelnostnich opatfeni a pokynl uvedenych v uzivatelské pfiruéce, abyste zajistili bezpe¢né a

efektivni pouzivani této sady Real-Time PCR.

f Dokument Souhrn bezpecnosti a vykonu (SSP) naleznete na adrese:

https://anatoliageneworks.com/SSP/SSP _Bosphore CT NG MG Panel Kit vl v00.pdf

6. OMEZENI POUZITI PRODUKTU

e VsSechny slozky mohou byt pouzity vyhradné pro diagnostiku in vitro .
e Tento produkt by mél byt pouzivan touto uzivatelskou pfiruckou.

¢ Tento produkt by mél byt pouzivan personalem specialné vyskolenym k provadéni

laboratornich technik molekularni genetiky.

7. NAKAZA
7.1. Struktury Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a Mycoplasma
genitalium

Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a Mycoplasma genitalium jsou bakteridlni
patogeny, které mohou zplsobit sexudlné prenosné infekce. C. trachomatis a N. gonorrhoeae jsou

gramnegativni bakterie, zatimco M. genitalium je grampozitivni bakterie.

C. trachomatis ma kulovity tvar o priméru pfiblizné 300 az 1 000 nm. Jedna se o obligatni
intracelularni bakterii, kterda ma slozity Zivotni cyklus zahrnujici dvé odliSné vyvojové formy,
elementarni télo (EB) a sitované télo (RB) (Kuo et al., 1995). EB je infekéni forma bakterie a mize

prezit mimo hostitelskou buriku.

N. gonorrhoeae ma morfologii ve tvaru fazole a méfi priblizné 0,6 az 1,0 ym na Sifku a 0,9 az
1,5 um na délku (Unemo & Shafer, 2014). Jednd se o fakultativni intraceluldrni bakterii, kterd mdze

prezit a replikovat se uvnitf hostitelskych bunék, jako jsou neutrofily.

M. genitalium je mala bakterie o priméru pfiblizné 200 a% 300 nm. Postrada bunéénou sténu a

vyraznou membranu obsahujici cholesterol (Borgogna et al., 2020). Jedna se o obligatni intracelularni
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bakterii, kterd se mlze replikovat pouze uvniti hostitelskych bunék.

K pFenosu t&chto patogent mize dojit pohlavnim stykem a pfiznaky se mohou liSit v zavislosti

na konkrétnim patogenu a misté infekce.

Pfiznaky infekci C. trachomatis a N. gonorrhoeae mohou zahrnovat vytok, bolestivé moceni a
panevni bolest, zatimco infekce M. genitalium mohou zplsobit uretritidu nebo cervicitidu (Falk et al.,

2005). Dalsi podrobnosti o pfenosu a priznacich budou diskutovany ve zpravé o hodnoceni vykonu.

7.2. Strukturni slozky C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium

C. trachomatis je gramnegativni bakterie slozend z nékolika strukturnich slozek. Chromozom je
mald, kruhovd, nemethylovand molekula DNA, kterda postrada histony. Vnéjsi membrana obsahuje
porinové proteiny a lipopolysacharidy, zatimco peptidoglykanova vrstva chybi.

C. trachomatis ma také sekrecni systém typu III, ktery napomaha invazi hostitelskych bunék a
ziskavani zivin. Pritomna jsou také inkluzni téliska, coz jsou husté struktury vazané na membranu,

kde se bakterie replikuje.

N. gonorrhoeae je gramnegativni bakterie s nékolika klicovymi strukturdlnimi slozkami.
Chromozom je velkd, linearni molekula DNA, kterd postrada histony. Vnéjsi membrana obsahuje
porinové proteiny, lipooligosacharidy a rdzné proteiny vné&j$i membrany. Peptidoglykanovd vrstva je
pritomna, ale tenka a nachazi se mezi vnitifni a vnéjSi membranou. N. gonorrhoeae ma také sekrecni
systém typu IV, ktery se podili na invazi hostitelskych bunék, ziskavani zZivin a pfenosu DNA. Pili,

vlasové struktury, které napomadhaji adherenci a invazi hostitelskych bunék, jsou také pfitomny.

M. genitalium je mala bakterie s jedineénymi strukturdlnimi slozkami. Genom je mald, kruhova,
dvouvlaknova molekula DNA, ktera postrada bunécnou sténu. Membrana obsahuje cholesterol a
glykolipidy, ale zadnou peptidoglykanovou vrstvu. Jsou pfitomny adheziny, coZz jsou povrchové

proteiny, které napomahaji adherenci k hostitelskym bunkam.

Bakterie L e Popis
komponenta
Elementarni Tuhy, kulovy tvar o priméru asi 300-400 nm; Sklada se z tuhé vné&jsi
télesa membrany, peptidoglykanové vrstvy a vnitfni membrany.
(EBs)

Sitovana télesa Vé&tsi a vice pleomorfni ne? EB; obsahuji vice nukleoidl a pruzn&jsi vnéjsi

C. trachomatis

(RBs)

membranu.

Unikatni bunééna
sténa

Sklada se z lipopolysacharidt a peptidoglykanu; postrada kyselinu muramovou
a ma jedinecné slozeni muropeptidu.

Inkluzivni organy

Obsahuji Ziviny odvozené z hostitelskych bunék a Ize je vizualizovat pomoci
Giemsovych nebo jédovych skvrn; vznikly z invaginaci membrany hostitelskych
bunék.

Maly genom

Skladéd se z jediného kruhového chromozomu o velikosti asi 1,04 Mb,
postradajicimu RNA polymerdzu nebo metabolické enzymy pro de novo
biosyntézu nukleotidl nebo aminokyselin.
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Sekrecni systém
typu III

Specializovany systém sekrece proteind, ktery dodavé efektorové proteiny do
hostitelskych bunék.

Serovar diverzita

Existuje nejméné 15 rdznych sérovarll C. trachomatis, z nichz kazdy ma odligné
antigenni vlastnosti.

Vnéjsi membréna

Obsahuje lipopolysacharidy, vnéjsi membranové proteiny a fosfolipidy; ma
jedinecnou lipidovou strukturu A, ktera prispiva k patogenezi.

Pilus typu IV

Hlavni faktor virulence a cil pro imunitni Gnik, ktery se podili na pfipojeni k
hostitelskym burfikdm a vychytavani DNA béhem pfirozené transformace.

Fimbriae

Podili se na pfipojeni k hostitelskym bunkam a antigenni variaci; Existuje
né&kolik typl fimbrii, véetné& typl 1, 2 a 5.

N. gonorrhoeae Slozity genom

Sklada se z jednoho kruhového chromozomu o velikosti asi 2,25 Mb a nékolika
plazmid{; s mnoha geny kédujicimi proteiny buné&&éného povrchu a adheziny.

Dvouslozkovy
regulacni systém

Ridi genovou expresi v reakci na podnéty z prostfedi; Sklada se ze senzorkinazy
a regulatoru odezvy.

Opa proteiny

Vnéjsi membranové proteiny zprostfedkovavaji pripojeni k hostitelskym burikam
a imunitni Unik; existuje nékolik typl proteinli Opa s vyraznymi antigennimi
vlastnostmi.

Varianta LOS

Struktury lipooligosacharidl (LOS) se u rdznych kmend li&i, coZ prispiva k
antigenni rozmanitosti.

Jednoduch
a bunécna
membrana

Postrada bunéénou sténu a sklada se z lipid a proteinl; Obsahuje cholesterol
pro stabilitu.

Cytoskelet

Sklada se z proteinl podobnych aktinu, které tvori sit vldken v burice, poskytuji
strukturalni podporu a hraji roli pfi déleni bunék.

M. genitalium Adhesiny

Vcetné P140 a P110, které se podileji na pripojeni k hostitelskym burikam a
patogenezi; P140 mé $picatou strukturu, kterd mdze interagovat s povrchovymi
receptory hostitelskych bunék.

Maly genom

Sklada se z jediného kruhového chromozomu o velikosti asi 580 kb,
postradajiciho geny pro mnoho metabolickych drah.

Unikatni
systém
tRNA

Pouziva nekanonicky iniciacni kodon pro iniciaci translace; iniciator tRNA
obsahuje par bazi C-U ve stonku antikodonu.

Tabulka 3: Souhrn strukturnich slozek bakterii C. trachomatis, N. gonorrhoeae

0?

EB attachment @y
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Release of EBs
by extrusion
or cell lysis
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@ @
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EB entry

a M. genitalium.
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—. h

L{® ) ~Tonoy,
) & EBs transform S S,
& into RBs S %%
Fusion RBs replicate >
inhibited by binary fision >
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non-infectious
forms
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into EBs Y

Obrazek 1: Vyvojovy cyklus C. trachomatis (Schust et al., 2012)
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7.3. Globalni prevalence a mira incidence

Terminal button
(MG217,MG317)

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) je na celém svété kazdy den ziskano vice nez 1

milion sexualné prenosnych infekci (STI), z nichZ vétsina je asymptomaticka.

Odhaduje se, Ze kazdy rok se objevi 374 miliond novych infekci jednou ze t¥i Ié&itelnych pohlavné

prenosnych chorob: chlamydiemi, kapavkou a trichomoniazou.
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V roce 2020 WHO odhadla 367 milion{ novych infekci jednou ze t¥i pohlavné pfenosnych chorob,
véetné chlamydii (129 miliont), kapavky (82 milionl) a trichomonidzy (156 milion(). Pohlavné
pirenosné choroby (jako kapavka) mohou zvysit riziko ziskani HIV. Pohlavné pfenosné choroby, jako

je kapavka a chlamydie, jsou hlavnimi pfi¢cinami zanétlivych onemocnéni panve a neplodnosti u zen

(WHO, 2022).
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Obrazek 4: Mira pohlavné prenosnych chorob podle zemi, 2023

7.4, Populace s vysokym rizikem pro C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium

C. trachomatis:

Mladi lidé: Chlamydie jsou nej¢ast&j&i u sexudlné aktivnich jedinct ve vé&ku do 25 let, pFicemz

nejvyssi vyskyt je u dospivajicich a mladych dospélych ve véku 15-24 let.

Zeny: U Zen je vét$i pravdépodobnost nez u muzd, Ze jim budou diagnostikovany chlamydie. To

mize byt &asteéné zplsobeno tim, Ze infekce mdZe byt asymptomaticka az u 70 % Zen.

Muzi, ktefi maji sex s muzi (MSM): MSM je vystavena zvySenému riziku chlamydii,

pravd&podobné kvili vys&i mife nechrané&ného andlniho sexu v této populaci.

Lidé s vice sexudlnimi partnery: Mit vice sexudlnich partnerd muze zvysit riziko chlamydii a

dalsich pohlavné pfenosnych chorob.

N. gonorrhoeae:

Mladi lidé: Stejné jako u chlamydii je kapavka nej¢ast&jsi u sexudlné aktivnich jedinci mladsich

25 let, pficemz nejvyssi vyskyt je u dospivajicich a mladych dospélych ve véku 15-24 let.

Muzi, ktefi maji sex s muzi (MSM): MSM je vystaven vySSimu riziku kapavky nez heterosexualni

muzi, pravd&podobné kvili vy&&i mife nechrdné&ného andiniho sexu v této populaci.
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Afroameri¢ané: Afroameri¢ané maji vyssi vyskyt kapavky nez jiné rasové a etnické skupiny ve

Spojenych statech. To miZe byt &asteéné zplsobeno faktory, jako je chudoba, omezeny pFistup ke

zdravotni péci a stigma kolem pohlavné prenosnych chorob.

Lidé s vice sexudlnimi partnery: Mit vice sexudlnich partnerd mize zvysit riziko kapavky a dalich

pohlavné prenosnych chorob.
M. genitalium:

Muzi, ktefi maji sex s muzi (MSM): MSM je vystaven zvySenému riziku infekce M. genitalium,

pravdépodobné kvili vy$&i mite nechrdné&ného analniho sexu v této populaci.

Zeny: M. genitalium byla identifikovana jako ptic¢ina cervicitidy (zanétu dé&lozniho &ipku) a dalSich

genitalnich infekci u Zen.

Lidé s vice sexudlnimi partnery: Stejné jako u chlamydii a kapavky muZe mit vice sexudlnich

partnerl zvysit riziko M. genitalium a daldich pohlavné pfenosnych chorob (WHO, 2016).

Zavérem lze Fici, ze zatimco kdokoli sexudln& aktivni mize byt ohroZen C. trachomatis, N.
gonorrhoeae a M. genitalium, nékteré populace jsou vystaveny zvy$enému riziku kvili fadé faktord,
jako je vék, sexudlni orientace a nékolik sexudlnich partnerl. Jedinci v téchto vysoce rizikovych

skupinach se musi pravidelné testovat na pohlavné prenosné choroby (Kreisel, K et al., 2021).
7.5. Soucasna praxe

C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium jsou tfi z nejbézné&jsSich sexualné prenosnych
infekci (STI) na celém svét&. Mohou zpUsobit Sirokou $kalu pFiznak(, od mirnych aZ po zavazné, a
mohou vést k vaznym dlouhodobym zdravotnim nasledkiim, jako je neplodnost, mimodé&lozni
téhotenstvi a zanétlivé onemocnéni panve. Proto je v€asna a presna diagnostika téchto infekci zasadni

pro ucinnou lé¢bu a prevenci dalsiho prenosu.

Pro detekci téchto pohlavné pfenosnych chorob je k dispozici nékolik testovacich metod, z nichz
kazdd ma své vyhody a omezeni. Mezi nejpouzivanéjsi testovaci metody patfi amplifikacni testy
nukleovych kyselin (NAAT), enzymové imunosorbentni testy (ELISA), kultivacni testy a testy v misté
péce (POCT).

NAAT jsou vysoce citlivé a specifické testy, které amplifikuji geneticky material bakterii, bud' DNA
nebo RNA, aby zjistily jejich pfitomnost ve vzorku pacienta. Tyto testy mohou detekovat i malé
mnoZstvi bakterialni DNA nebo RNA a lIze je provadét na rlznych typech vzorkd, véetné vytéri modi,
vaginalnich, dé&loZniho ¢&ipku, koneéniku a hltanu. K dispozici jsou rtzné typy NAAT, jako je
polymerazova retézova reakce (PCR), amplifikace zprostfedkovana transkripci (TMA) a amplifikace

posunu fetézcl (SDA), s rtiznou citlivosti a specificitou.
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ELISA jsou testy zalozené na protilatkach, které detekuji pfitomnost specifickych protilatek proti
bakteriim v séru nebo plazmé pacienta. Tyto testy jsou méné citlivé a specifické nez NAAT a mohou
detekovat pouze pfitomnost minulych nebo soucasnych infekci, nikoli Casnych nebo asymptomatickych
infekci. ELISA se pouzivaji predevsim pro epidemiologické studie a pro sledovani Sifeni infekci v

populaci.

Kultura zahrnuje péstovani bakterii v laboratornim prostredi ze vzorku pacienta. Kultura byla v
minulosti zlatym standardem pro testovani STI, ale nyni se pouzivd méné bé&zné kvili své nizsi citlivosti
a del$i dobé zpracovani ve srovnani s NAAT. Kultivace muZe byt také ndroénd na provadéni a vyzaduje
specializované laboratorni vybaveni a zku$eny persondl. Kultivace v$ak zlstdvd cennym nastrojem
pro detekci antibiotické rezistence, ktera je stale vétSim problémem v |é¢bé infekci C. trachomatis a
N. gonorrhoeae. Kultivace je také jedinou dostupnou metodou pro detekci M. genitalium, kterd neni

schvalena FDA.

POCT jsou rychlé diagnostické testy, které mohou poskytnout vysledky béhem nékolika minut,
obvykle v klinickém prostredi, jako je ordinace |ékare nebo komunitni klinika. POCT mohou byt
provadény nelaboratornim personalem a vyzaduji minimalni skoleni, takze jsou vhodné pro pouziti v

oblastech s omezenymi zdroji nebo v odlehlych oblastech.

POCT pro C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium jsou vsak méné citlivé a specifické nez

NAAT a falesné pozitivni a faleSné negativni vysledky jsou bézné (Muralidhar S., 2015).

V soucasné dobé je k dispozici nékolik POCT pro detekci C. trachomatis a
N. gonorrhoeae. Neexistuji vSak zadné POCT schvalené FDA pro detekci M. genitalium (Reinton et al.,
2013).

Zavérem lze Fici, Ze NAAT jsou nejcitlivéjsi a nejspecifictéjsi testovaci metodou pro detekci
C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium a jsou Siroce pouzivany v klinické praxi. Enzymové
imunosorbentni testy (ELISA) a kultury se pouzivaji méné &asto, ale zistavaji cennymi nastroji pro
epidemiologické a antibiotické rezistence. Testy v misté péce (POCT) poskytuji rychlé vysledky, ale
jsou méné citlivé a specifické nez NAAT a mély by byt pouzivany s opatrnosti. Volba testovaci metody
zavisi na rdznych faktorech, jako je populace pacientl, klinické prostiedi, dostupné zdroje a
vykonnostni charakteristiky testu. Je dllezité zvolit vhodnou testovaci metodu, aby byla zajiténa

presna diagndza a vhodna IéCba téchto béZznych pohlavné pfenosnych chorob (Calas et al., 2021).
7.6. Typ vzorku pacienta

C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium jsou bakteridlni patogeny, které zpilsobuji
pohlavné prenosné choroby u lidi. Real-Time PCR je vykonny molekularni nastroj pouzivany k detekci
téchto patogenl v klinickych vzorcich s vysokou citlivosti a specificitou, a to i pfi nizkych hladinach

bakterialni DNA ve sloZitych vzorcich.
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Klinické vzorky pouzité pro gqPCR analyzu C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium

zahrnuji vytéry, mocC a dalsi genitalni vzorky, které zavisi na misté infekce a pfiznacich pacienta.

Vzorky vytérQ jsou nejpouzivanéj&imi vzorky pro qPCR analyzu t&chto patogend, protoZe jsou
minimalné invazivni a mohou je snadno odebrat vyskoleni zdravotnicti pracovnici. Pro detekci C.
trachomatis a N. gonorrhoeae se obvykle odebiraji vzorky vyt&rl z déloZniho &ipku, mocové trubice,
koneéniku nebo hiltanu, v zavislosti na misté infekce. U M. genitalium se vzorky vytérQ obvykle

odebiraji z mocové trubice nebo délozniho Cipku.

Vzorky moci jsou dalSim béznym typem vzorku pro gqPCR analyzu C. trachomatis,
N. gonorrhoeae a M. genitalium. Mo¢ prvniho zachyceni, kterd obsahuje nejvyssi koncentraci bakterii,
se obvykle pouZiva k detekci C. trachomatis a N. gonorrhoeae. Jakykoli vzorek moci mize byt pouzit

pro detekci M. genitalium.

Pro qPCR analyzu téchto patogen Ize pouZit i jiné vzorky genitélii, jako jsou vagindini vytéry.
Vaginalni vytéry se obvykle pouzivaji k detekci C. trachomatis a N. gonorrhoeae u zen, zatimco
endocervikalni vzorky se pouzivaji k detekci M. genitalium. Vzorky moci se obecné pouzivaji k detekci

téchto patogent u muzd.

Strucné fecCeno, gPCR je vysoce citliva a specifickd metoda pro detekci C. trachomatis,
N. gonorrhoeae a M. genitalium v klinickych vzorcich. Vybér typu vzorku by mél byt zalozen na

klinickém Usudku a specifickych pozadavcich pouzitého testu gPCR.

Chlamydie jsou povazovany za nejb&zné&jsi bakterie zplsobujici genitalni infekce v prdmyslovém
svété a mohou vést k zavaznym stavim, jako je zanétlivé onemocné&ni panve (PID), s nasledky vietné
neplodnosti, mimodélozniho téhotenstvi a chronické panevni bolesti. Screening zZen s rizikem pohlavné
prenosnych chorob mlze snizit polovinu pfipadd PID (Welsh et al., 1997). Pro diagnostiku

C. trachomatis kultivaci, k diagnostice se doporucuji pouze vzorky z mista infekce.

Kvalita buné&k cervikalnich vzork( z cylindrické oblasti vyznamné ovliviiuje miru pozitivity
diagnozy C. trachomatis kultivaci, molekularnimi testy a pfimym fluorescenénim testem protilatek
(DFA). Tyto rozdily v kvalité vzorkl a citlivosti diagnostickych testl vyznamné ovliviiuji uréovani
prevalence v populaci. Zpravy o mife adekvatnosti cervikalnich vzorkl v rozmezi od 50 % do 64 %
naznacuji nutnost $koleni a periodické rekvalifikace klinickych 1ékatQ, ktefi ziskavaji vzorky délozniho

¢ipku pro testovani chlamydii.

Metody amplifikace nukleovych kyselin zlepSily citlivost diagnostickych testd pro detekci

genitalni chlamydiové infekce.
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Ligdzova retézova reakce (LCR) a polymerazova retézova reakce (PCR) jsou amplifikacCni
techniky, které pouzivaji oligonukleotidové sondy nebo primery k amplifikaci cilovych sekvenci. Byly

také vyvinuty metody amplifikace ribozomalni RNA, jako je amplifikace replikazy QB a TMA.

Nedavné studie prokazaly, ze metody amplifikace nukleovych kyselin predstavuji vysoce citlivy
a specificky pfistup k detekci C. trachomatis v genitalnich vzorcich muz{ a Zen ve srovnani s bunéénou

kulturou.

Srovnavaci studie mezi PCR, LCR a TMA prokazaly vysokou citlivost pFi detekci
C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium z vytér z genitélii a moc&i u muzl i Zen (Lee et al.,
1995). Na rozdil od metod zalozenych na kultufe jsou podminky prepravy a skladovani pro amplifika¢ni
testy méné kritické a transportni média jsou obvykle poskytovana vyrobcem. Zatimco diagnostika
genitalnich chlamydiovych infekci zalozena na bunécnych kulturach vyzaduje vzorky z mista infekce s
dostatecnym mnozstvim elementarnich télisek (EB), amplifikac¢ni testy prokazaly vysokou ucinnost pfi

identifikaci genitalnich chlamydiovych infekci u muzl i Zen, véetné moci jako neinvazivniho vzorku.

Automatizované testy LCR a PCR na moc¢ prvni vyprazdnéné mocdi (FVU) u Zen detekovaly az o
30 % vice Zen infikovanych chlamydiemi neZ kultivace endocervikalnich vyt&r( (Bass et al., 1993,
Stary et al., 1999). Testovani moci amplifikacnimi metodami se doporucuje pro muze i Zeny a citlivost
FVU je stejnd jako u vzork( délozniho ¢ipku (Quinn et al., 1996, Jensen et al., 1997). Muzskd mo¢
vSak vykazuje lepsi vykonnost ve srovnani s zenskou moci. Amplifika¢ni metody jako TMA maji nizsi
citlivost, pravdé&podobné kvdli vét&imu poctu inhibi¢nich latek a nizsi zatézi organismd (Lee et al.,
1995, Smith & Weed, 1975). Vzhledem k tomu, Ze vétdina organismd kontaminujicich mo¢ jiz neni
Zivotaschopna, moc jako neinvazivni vzorek neni vhodna pro chlamydiovou diagnostiku bunécnou

kulturou, ktera ma citlivost pouze asi 30% (Taylor-Robinson, 1996).

Enzymové imunotesty (EIA) byly pouzity k provedeni antigenniho testovani moc¢ového sedimentu pro
C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium. U asymptomatickych osob s nizkym poctem
elementarnich télisek (EBs) je v8ak senzitivita t&chto testd pomé&rné nizka (Stary et al., 1996, Gaydos
et al., 1998). PouZiti neinvazivnich vzork{, jako je mo¢&, vulvalni stéry a vaginalni vytéry, ma zasadni
vliv na Géinnost kontrolnich programd u muz{ i Zen (Gaydos et al., 1998, Kacena et al., 1998, Stary
et al., 1997, Limberger et al., 1992).

Kromé toho mohou vulvalni natéry slouzit také jako vhodné neinvazivni vzorky u Zen a jejich
zpracovani pro laboratorni vySetreni je nekomplikované a nezda se, Ze by bylo ovlivnéno inhibi¢nimi

problémy nebo nizkou zatézi EB (Hook et al., 1997).

Stejné jako mo¢ vdak nelze vulvalni vytéry doporuéit pro kultivaéni testy kvali nizkému poctu
Zivotaschopnych organismu, coz méa za nasledek citlivost az 30 %. Pro EIA nelze pouZit ani vulvalni
nebo vaginalni vytéry, a to kvili nizkému poctu EB, coz vede k citlivosti 40,7 % (Hook et al., 1997,
Limberger et al., 1992).
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Vaginalni vytéry Ize pouzit jako semiinvazivni vzorky misto vzork( délozniho &ipku a poskytuji
vysokou citlivost 91,8 % (Limberger et al., 1992). Odbér vulvy nebo pochvy mohou dokonce provadét

Zeny samy.

Nedavné studie naznacuji, ze rizné neinvazivni typy vzorkd jsou vhodné pro vysoce citlivé
amplifikacni testy, jako je LCR, polymerazova retézova reakce (PCR) a transkripéné zprostredkovana
amplifikace (TMA) a mohou byt pouzity zejména pro testovani chlamydii pro screening

asymptomatickych skupin populace.

Pfedpokladana diagndéza N. gonorrhoeae je zalozena na pritomnosti typickych intracelularnich
gramnegativnich diplokokd se senzitivitou v rozmezi 40 % aZ 98 % v zavislosti na symptomatickém
stavu onemocnéni u muzi a Zen. Kultura gonokokl je stdle povaZovana za zlaty standard, ktery
vyzaduje pfitomnost Zivotaschopnych bakterii, pfesné podminky odbéru a pfepravy vzork( a vhodné

kultivacni médium.

Diagnéza N. gonorrhoeae oligonukleotidem namirenym proti rRNA specifické pro gonokoky vSak

meéla senzitivitu a specificitu az 100 % ve srovnani s kultiva¢ni technikou (Whiley, D, 2006).

Ve studii s celkem 502 muzi a zenami byli vSichni infikovani jedinci detekovani testem DNA sondy
(systém Gen-Probe PACE 2) pro gonokokovou diagnéozu v pfipadech nespolehlivych kultivac¢nich
podminek (Limberger R.J. et al., 1992).

Hrani¢ni vysledky byly potvrzeny testem zkuSebni soutéze, aby se zabranilo faleSné pozitivnhim
vysledkdm, zejména u Zen. Bylo hlddeno, Ze metody amplifikace nukleovych kyselin, jako je PCR nebo
LCR, maji vysokou citlivost a specificitu pro detekci N. gonorrhoeae a C. trachomatis v urogenitalnich
vzorcich. LCR je acinny pfi identifikaci N. gonorrhoeae ve FVU infikovanych zZen a poskytuje praktickou
alternativu ke kultufe pro screening vysoce rizikovych populaci. Multiplexni PCR a LCR jsou vysoce
citlivé pro detekci C. trachomatis i N. gonorrhoeae z jedné moci nebo genitalniho vytéru, coz z nich

¢ini ndkladové efektivnéjsi zplsob screeningu vice patogend.
7.7. Piehled alternativnich zaFizeni pro méreni cilového analytu

Real-Time PCR je b&Zné pouZivana metoda pro detekci patogen(, jako je C. trachomatis a
N. gonorrhoeae, v klinickych vzorcich. Pro méFeni t&chto cilovych analytd jsou vSak k dispozici i dalsi

zarizeni a techniky.

Jednou z alternativnich metod je detekce na zakladé jazykové verze. Tato metoda zahrnuje rist
patogen( v laboratornim prosttedi k identifikaci a potvrzeni jejich pfitomnosti (Hassanzadeh, P et al.,
2013).
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PfestoZe je tato metoda vysoce specifickd a mize poskytnout cenné informace o citlivosti na
antimikrobidlni l1atky, mdZe trvat nékolik dni, neZ se ziskaji vysledky, co? mize zpozdit 1é¢bu a zvysit
riziko pfenosu. Kromé toho detekce zaloZzena na kultufe nemusi byt vzdy dostatecné citliva, aby

detekovala nizké hladiny patogend.

Dal$i moZnosti je pouZiti testd detekce antigenu, které detekuji specifické proteiny spojené s
patogeny. Tyto testy mohou poskytnout rychlé vysledky, ¢asto do 15 minut, a jsou relativné levné ve
srovnani s jinymi metodami. Nemusi vSak byt tak citlivé nebo specifické jako Real-Time PCR, zejména
pro detekci asymptomatickych infekci. Kromé& toho muiZe pfitomnost nespecifickych zkfizené
reaktivnich antigen( vést k fale&né pozitivhim vysledkim, zatimco neptitomnost antigent v urcitych

samples mize vést k fale¥né negativnim vysledkiim. (Wi, T. E. et al., 2019).

NAAT jsou dalsi moZnosti detekce cilovych analytl. NAAT pouZivaji rizné metody k amplifikaci
a detekci genetického materidlu patogenl. Piiklady NAAT zahrnuji amplifikaci zprostfedkovanou
transkripci (TMA), amplifikaci posunuti fetézcl (SDA) a izotermickou amplifikaci zprostfedkovanou
smyckou (LAMP). Kazda z téchto metod ma své vyhody a nevyhody z hlediska citlivosti, specifi¢nosti,

nakladl a snadnosti pouZiti.

TMA je vysoce citlivy a specificky NAAT, ktery dokaZe detekovat nizké hladiny patogend, véetné
téch, které nemusi byt detekovany metodami zalozenymi na kultivaci. TMA je zvlasté uzitecna pro
detekci asymptomatickych infekci a je schvalena FDA pro detekci C. trachomatis a N. gonorrhoeae.
TMA vdak vyZaduje specializované vybaveni a vyskoleny personal, coz ji mize prodraZit nez jiné

metody.

SDA je dal&i NAAT, ktery je vysoce specificky a dokdZe detekovat nizké hladiny patogend. SDA
se pouzivd méné Casto nez TMA a Real-Time PCR, ale je ucinna pro detekci N. gonorrhoeae. Stejné

jako TMA, i SDA vyzaduje specializované vybaveni a vyskoleny personal.

LAMP je novy NAAT, ktery miZe rychle amplifikovat DNA za izotermickych podminek. LAMP je
vysoce citlivy a specificky a Ize jej provadét s minimalnim vybavenim, coz z néj cini potencialni
alternativu k Real-Time PCR pro prostiedi s omezenymi zdroji. LAMP v8ak muZe byt nachyln&jsi ke

kontaminaci a falené pozitivnim vysledklim neZ Real-Time PCR (Cosentino, L. A. et al., 2012).

Je dlleZité si uvédomit, Ze volba metody detekce zavisi na nékolika faktorech, véetné dostupnosti
zdrojl, naléhavosti situace a specifickych potfeb populace pacientl. Poskytovatelé zdravotni péce
musi pred rozhodnutim peclivé zvazit vyhody a omezeni kazdého zafizeni nebo techniky. V nékterych

ptipadech mizZe byt pro maximalizaci senzitivity a specifi¢nosti nezbytnd kombinace metod.
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Zavérem lze Fici, Ze zatimco Real-Time PCR je vysoce citliva a specifickda metoda pro detekci
C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium, existuje také nékolik alternativnich zafizeni a technik
pro méfeni t&chto cilovych analytd. Poskytovatelé zdravotni péce musi peclivé vyhodnotit klady a

zapory kazdé metody, nez vyberou tu nejlepsi moznost pro své pacienty.
7.8. Konsensualni odborné nazory / stanoviska prislusnych profesnich sdruzeni
C. trachomatis:

WHO doporucuje pouzivat NAAT, vcetné PCR, TMA a SDA, k detekci
C. trachomatis. Tyto testy lze provadét na rlznych typech vzorkd, jako je mo¢, vaginalni vytéry a
endocervikalni vytéry (WHO, 2016).

CDC také doporucuje pouziti NAAT jako preferované metody pro testovani C. trachomatis,

pricemz preferovanym typem vzorku jsou vzorky moci (CDC, 2014).
N. gonorrhoeae:

WHO doporucuje pouzivat NAAT, vcéetné PCR a TMA, k detekci
N. gonorrhoeae (WHO, 2016).

CDC doporucuje pouziti NAAT jako preferované metody pro testovani N. gonorrhoeae, pticemz

preferovanym typem vzorku jsou vzorky moci (CDC, 2014).
M. genitalium:

CDC také doporucuje pouziti NAAT jako preferované metody pro testovani M. genitalium,

pricemz vaginalni vytéry jsou preferovanym typem vzorku. (CDC, 2021)
8. METODA

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl je kvalitativni diagnosticky nastroj uréeny k detekci
specifickych oblasti DNA pomoci metody Real-Time PCR. Real-Time PCR, také znama jako kvantitativni
PCR (gPCR), je vykonna technika, kterd umoznuje sledovani PCR reakce v redlném Case, coz eliminuje

potfebu dalsich analytickych metod, jako je gelova elektroforéza.

Reakce Real-Time PCR zacdind pocatecnim krokem denaturace. Béhem tohoto kroku se PCR
zkumavka obsahujici reakéni smés zahfeje na teplotu 95 °C a tato vysoka teplota se udrzuje po dobu
5 minut. U¢elem podatecni denaturace je rozdélit dvouvlaknovy templat DNA na jednotlivé vidkna, coz
poskytuje vychozi bod pro naslednou amplifikaci. Tento krok zajistuje, Ze Fetézce DNA jsou k dispozici

pro vazbu se specifickymi primery.
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Po podatedni denaturaci probihd reakce fadou cykld, z nichz kazdy se sklada z krok( denaturace
a zihani. K denaturac¢nimu kroku dochazi béhem kazdého cyklu, kdy se reakéni smés zahfiva na teplotu
97 °C po dobu 15 sekund. Tato vysoka teplota zajistuje, Ze se vldkna DNA zcela oddéli a poskytuji
jednovlaknové templaty pro nasledujici kroky. Denaturace zahrnuje naruseni vodikovych vazeb mezi

retézci DNA, coz vede k rozdéleni dvouvldknové DNA na jednotlivé jednovldknové templaty DNA.

Po denaturaci se reak¢ni teplota b&éhem kroku zihani snizi na 58 °C po dobu 50 sekund. Pfi této
nizsSi teploté se primery navrzené tak, aby byly komplementarni k cilovym oblastem templatu DNA,
vazou na své specifické sekvence. Primery jsou kratké sekvence DNA, které jsou navrzeny tak, aby
hybridizovaly nebo Zihaly na komplementarnich sekvencich na jednovldaknovém templatu DNA. Tento
krok umoZfiuje primeriim najit své cilové oblasti a navazat se na né&, coZ indikuje pfitomnost cilovych
sekvenci DNA.

Bé&hem cykl( se kroky denaturace a zihani opakuji celkem 42 opakovani. Kazdy cyklus se sklada
z denaturacniho kroku pro oddéleni fetézcd DNA a kroku zihani, ktery umozfiuje primerim navazat se
na své cilové sekvence. Tyto opakované cykly zvysuji Sanci na detekci cilovych sekvenci DNA, coz

znamena pozitivni vysledek.

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl vyuzivd Real-Time PCR s pocatec¢nim krokem denaturace, po
kterém nasleduji opakované cykly denaturace a Zihdni a kroku podrzeni. Krok denaturace zajistuje
Uplnou separaci retézcl DNA, zatimco krok Zzihani usnadfiuje vazbu primerd na jejich cilové sekvence,

coz naznacuje pritomnost cilovych oblasti DNA.

Prahovy cyklus (CT) a interpretace vysledku:

Béhem reakce Real-Time PCR je sledovana fluorescence generovana molekulou reportéru. Bod,
ve kterém fluorescencni signal stoupa nad Uroven pozadi a stava se rozliSitelnym, je znamy jako
prahovy cyklus (CT). Vzorky, které prekroci prahovou hodnotu, jsou povazovany za pozitivni. Vzorky,
které nepfekracuji prahovou hodnotu, musi byt povazovany za negativni nebo s bakterialni zatézi pod

detekénim limitem stanovenym v testu.

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl je kvalitativni test, coz znamend, Ze poskytuje vysledek
pritomnosti nebo nepfitomnosti cilovych sekvenci DNA. Pozitivni vysledek indikuje pfitomnost cilovych
sekvenci DNA, zatimco negativni vysledek znamena jejich nepfitomnost nebo bakteriadlni zatéz pod

detekénim limitem testu.
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Multiplexni gPCR a vnitrni kontrola:

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl vyuziva multiplexni gPCR, ktery umoznuje soucasnou detekci
a amplifikaci vice cilovych oblasti DNA. Kromé toho je do systému zahrnuta vnitfni kontrola pro

sledovani extrakéniho postupu, inhibice PCR a potenciélnich problémi b&hem aplikace.

Vnitini kontrola zajistuje spolehlivost vysledk( PCR validaci celkového procesu PCR a identifikaci

ptipadnych problémd, které mohou ovlivnit interpretaci vysledkd.
9. PROCEDURA
9.1. Odbér vzorkl a skladovani

Pro zajisténi pfesnych a spolehlivych vysledkd je nezbytné dodrZovat vhodné postupy odbéru
vzorkl a skladovani pfi pouziti sady Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 pro analyzu Real-Time PCR.

Dodrzujte prosim pokyny uvedené v této casti.
Vybér tamponu

Doporucuje se pouzivat tampony ponofrené do univerzalniho transportniho média (UTM), jako je
systém Copan Universal Transport Medium (UTM-RT) nebo systém sbéru a transportu tekutych
tampond Amies (ESwab). Tyto tampony jsou kompatibilni se sadou Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1.
Nemély by se vSak pouzivat tampony s difevénymi driky, algindtem vapenatym a hlinikovymi tampony,
protoZze mohou zpUsobit inhibici PCR (Wadowsky et al., 1994; Cloud et al., 2002).

Odbér a manipulace se vzorky

VSechny vzorky musi byt odebrany v souladu s dokumentem WHO s ndzvem: "Laborator

Diagndza sexualné pfenosnych infekci, véetné viru lidské imunodeficience".

Pokyny pro odbér vzorku endocervikalniho vytéru (provadi vyskoleny poskytovatel zdravotni
péce):

e Pred odbérem vzorku pouzijte Cistici tampk odstranéni prebyte¢ného hlenuamp.

e Vlozte tampon 2-3 cm do cervikalni osy a jemné otacejte po dobu 5-10 sekund.

Vezméte prosim na védomi, ze endocervikalni vzorky by nemély byt odebirdny prepubertalnim
divkdm nebo zenam po hysterektomii. Misto toho by mély byt vzorky odebrany z predsiné pochvy.

Kromé toho by mél byt odebran vzorek moci pro diagnostiku testovani amplifikace nukleovych kyselin
(NAAT).
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Pokyny pro odbér vzorku vaginalniho vytéru (provadi vyskoleny poskytovatel zdravotni péce):

e Otacejte tamponem proti zadnim poSevnim sténam po dobu 5 sekund.

Navod na odbér vzorku mocdi:

¢ Nenechavejte pacienta Cistit oblast genitalii.

e Odeberte 10-20 ml prvni vyprazdnéné moci do sterilni sbérné nadoby alespon 1 hodinu

poté, co se pacient vymodil.

Pokyny pro odbér vzorku ocniho vytéru (provadi vySkoleny poskytovatel zdravotni péce):

e Zatahnéte dolni vicko.

¢ Pohybujte tenkym tamponem po povrchu dolni palpebralni spojivky smérem k vnitfnimu

koutku oka.

Pokyny pro odbér vzorku vytéru z uretry (provadi vyskoleny poskytovatel zdravotni péce):

¢ Odebirejte vzorky mocové trubice nejméné 1 hodinu poté, co se pacient vymocil.

e Shirejte vytok pfimo na tampon. Pokud neni patrny zadny vyboj:
a. U muzl by méla byt mocova trubice odizolovdna smérem k otvoru, aby se exsudat odvadél.

b. Pokud neni ziskan zadny exsudat, zavedte tenky tampon 2-3 cm do mocové trubice a

jemné otacejte po dobu 5-10 sekund.

c. U Zen masirujte mocovou trubici proti sponé stydké a pouzivejte stejnou techniku jako u
muzy.

Stabilita vzorku

Stabilita vzork{ hraje kli¢ovou roli pti zajisfovani ptesnych a spolehlivych vysledkd pfi analyze
Real-Time PCR. Je nezbytné spravné zachazet se vzorky a skladovat je, aby byla zachovana jejich

integrita béhem celého procesu testovani. Nasledujici informace shrnuji stabilitu vzorku na zakladé

analyzy rGznych patogen( v rliznych skladovacich podminkach:

Pro vzorky moci:

e Vzorky skladované pfi +4 °C z{staly stabilni po dobu aZ 5 dng.
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Pro vzorky vytérd v UTM-RT:

e Vzorky skladované pfi pokojové teploté z(staly stabilni po dobu aZ 48 hodin.
e Vzorky skladované pfi +4 °C zlstaly stabilni po dobu az 5 dnd.

e Vzorky skladované pfi -20 °C z(staly stabilni po dobu aZ 30 dn{.

Pro vzorky vytéra v ESwabu:

e Vzorky skladované pfi pokojové teploté z(staly stabilni po dobu aZ 48 hodin.
e Vzorky skladované pfi +4 °C z{staly stabilni po dobu aZ 7 dng.
e Vzorky skladované pfi -20 °C zlstaly stabilni po dobu aZ 30 dnd.

Preprava vzorku:

Klinické vzorky mo¢i Ize prepravovat do 5 dni pFi teploté +4 °C (napF. se studenymi zabaly);

Vzorky vytérl v UTM-RT a ESwab Ize pFepravovat pfi pokojové teploté nejpozdé&ji do 2 dnd.

Kromé toho byly provedeny experimenty s cyklem zmrazeni a rozmrazeni:

Vzorky prosly tfemi cykly zmrazeni a rozmrazeni, bylo pozorovano, ze 3 zmrazeni a rozmrazeni
neovlivnily vysledky ve vzorcich moci a vytérl ve vzorcich UTM-RT a vyté&rech ve vzorcich v ESwabu.
Je dilezité dodrzovat doporu¢ené podminky skladovani a ¢asové rdmce, aby byla zajisténa stabilita

vzorku a ziskani presnych vysledkd PCR.
Bakterialni extrakce DNA

Extrakce bakterialni DNA by méla byt provedena podle pokynl poskytnutych vyrobcem extrakéni
sady. Zajistéte, aby vSechny kroky extrakce bakteridlni DNA byly provadény v biologické bezpecnostni

skFini.
9.2, Extrakce DNA
Pro efektivni extrakci DNA doporucujeme pouzit nasledujici sady:

e Unio B24/B48 Extraction Systems - Unio Bacterial DNA Extraction Kit (Anatolia Geneworks).

e Unio 96 Extrakce & PCR Setup System - Unio 96 Nucleic Acid Versatile Kit (Anatolia

Geneworks).

e Bosphore STD EX-Tract Kit (Anatolia Geneworks).

Ujist&te se prosim, Ze extrakce bakterialni DNA je provedena v souladu s pokyny vyrobcu.
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9.3. Soucasti sady
9.3.1. Negativni kontrola

Negativni kontrola je zakladni soucasti Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl pro Real-Time PCR.
Sklada se z dvakrat destilované vody (dH20) a siou jako referencni vzorek pro zajisténi presnych vysledkl detekci

jakékoli kontaminace nebo chyb, které by mohly vést k fale$né pozitivhim vysledkdm.
Pouziti negativni kontroly:

e Oznacte samostatnou zkumavku nebo jamku jako "Negativni kontrola".

e Pridejte poskytnuty dH20 do oznacené zkumavky nebo jamky.

e S negativnim kontrolnim vzorkem se zachazi stejnym zplsobem jako s experimentalnimi vzorky.

e Zahrnte negativni kontrolu do kazdého béhu PCR.

Po celou dobu reakce peclivé sledujte negativni kontrolu. Mé&la by zlstat zdporna a vykazovat
zadné zesilovaci signaly (bez CT). Jakékoli zesileni v negativni kontrole ukazuje na potencidlni

kontaminaci.

Negativni kontrola hraje zdsadni roli v Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1, coZ zajistuje
spolehlivost vasich vysledkl. Zahrnuti negativni kontroly a jeji peclivé sledovani vam umozni s jistotou

interpretovat vase data.
9.3.2. PCR Master Mix

Real-Time PCR Master Mix je komplexni feSeni uréené pro efektivni a pfesnou amplifikaci Real-
Time PCR. Kombinuje vysoce specifickou a pfesnou Taq DNA polymerazu s vlastnosti hot-start, PCR
pufry, vyvazenou smés dNTP, specifické dopfedné a reverzni primery, dualné znacené sondy a zakladni
aditiva. Tento Master Mix byl peclivé vytvoren tak, aby umoZfnoval soucasnou detekci Chlamydia
trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (NG), Mycoplasma genitalium (MG) a vnitfni kontrolu v rdmci
jediné reakce. Pro pripravu reakce staci pfidat 10 yl extrahované nukleové kyseliny do 15 pl PCR

Master Mix.
9.3.3. VnitFni kontrola

Sada obsahuje vnitfni kontrolu, kterd slouZi k nékolika Gé¢elim. Vnitfni kontrola je synteticka
molekula DNA specialné navrzena k posouzeni Gcinnosti extrakce DNA, identifikaci chyb aplikace a

detekci jakékoli potencialni inhibice PCR.

Tato kontrola se pridava do smési vzorku a proteindzy K na zacatku procesu extrakce DNA, aby

se vyhodnotila U¢innost extrakce a identifikovaly se pfipadné chyby aplikace.
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PFi pfidavani vnitfni kontroly béhem extrakce nukleovych kyselin se doporucuje pfidat 5 pl na
vzorek. Naopak pfi pfimém pridani vnitini kontroly do PCR Master Mix pro sledovani inhibice PCR je
zapotrebi pouze 0,2 pl. Pro komplexni vyhodnoceni Gcinnosti odsavaciho systému doporucujeme pfidat

k negativni kontrole i vnitini kontrolu.

U negativnich vzorkd mdze absence vnitini kontrolni amplifikace v cilovych kanalech znamenat

problémy s extrakci nebo aplikaci nebo potencidlni inhibici PCR. V takovych pripadech je vhodné

opakovat jak extrakci, tak PCR krok.

Je dilezité si uv&domit, Ze u vzorkl s vysokou bakteridlni zat&%i, véetné pozitivni kontroly, mize

byt fluorescencni signal vnitini kontroly potlacen, coz ztézuje detekci zvyseni Urovné signalu.
9.3.4. Pozitivni kontrola

Dodana souprava zahrnuje syntetickou pozitivni kontrolu DNA, kterd zahrnuje syntetickou DNA
z C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium. Pro posouzeni ucinnosti PCR reakce je nezbytné

zaclenit tuto pozitivni kontrolu do procesu testovani.

Chcete-li uréit pfijatelnost vysledk( PCR, podivejte se prosim na tabulku kritérii pFijatelnosti
uvedenou v Casti 10 této prirucky. Tabulka urcuje prahovou hodnotu CT pozitivni kontroly. Pokud
prahovd hodnota Cr pozitivni kontroly prekro¢i horni mez stanovenou v tabulce kritérii, miZze to
znamenat potencialni snizeni vytéZku reakce. Sledovani hodnoty CT pozitivni kontroly proto pomaha

pfi posuzovani celkové ucinnosti reakce.
9.4. Priprava PCR

Pfed zahajenim Real-Time PCR je dllezité pfesné pripravit reakéni smés PCR. Kazdy PCR by mél
obsahovat alespon jednu negativni kontrolu a pozitivni kontrolu a vzorky s vnitfni kontrolou.

Postupujte podle podrobnych pokyn( nize:
e Pred pouzitim se ujistéte, Ze jsou véechny soucasti soupravy radné rozpustény. Cinidla
dtkladné promichejte jemnou inverzi nebo vitenim.

¢ Pomoci nize uvedené tabulky vypocitejte objemy kazdé slozky potfebné pro reakéni smés

PCR. Objemy uvedené v tabulce plati pouze pro jednu reakci.

e Chcete-li urcit objemy potfebné pro hlavni mix, vynasobte tyto objemy celkovym pocCtem

vzorkd.
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Soucasti Objem
PCR Master Mix 15 pl
Vnitfni kontrola* 0,2 pI*
X\lzeog;?il\jn?/NpAc‘)zitivni kontrola) 10 pL
Celkovy objem 25 pl

*Vnitfni kontrola by neméla byt pridavana do reakce,
pokud jiz byla pfidana béhem kroku extrakce.

Tabulka 4: Komponenty a objemy sady panell Bosphore CT/NG/MG v1

e Pro kazdou reakci si pfipravte zkumavky nebo prouzky PCR. Napipetujte 15 ul PCR Master
Mixu do kazdé zkumavky nebo jamky prouzku/desticky.

e Do kazdé urcené jamky nebo zbélavky se prida 10 ul prislusné DNA. Zajistéte, aby vzorky
DNA, pozitivni kontrola a negativni kontrola byly pridany do samostatnych jamek nebo
zkumavek.

e Peclivé uzavrete uzavéry zkumavek/utésnéte desticku PCR, abyste zabranili kontaminaci a
odparovani.

o Ujistéte se, ze smés v kazdé zkumavce je na dné zkumavky. V pripadé potfeby zkumavky

kratce otolte doll, aby se obsah shromazdil na dné.

e Jakmile je PCR reakc¢ni smés pripravena, je pfipravena na dalsi kroky v procesu PCR.

Postupujte podle poskytnutého protokolu a pokracujte v analyze Real-Time PCR.
9.5. Programovani pristroje pro méfeni Real-Time PCR

Tepelny protokol pro Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl se sklada z pocatecni denaturace pro
aktivaci Tag DNA polymerazy (s vlastnosti horkého startu), dvoustupriového amplifika¢niho cyklu a
koncového drzeni. Data Real-Time se shromazduji ve druhém kroku zesilovaciho cyklu. Tepelny

protokol, ktery ma byt pouzit pro reakci, je uveden nize:

Kroky Teplota Cas
Pocatecni denaturace 95 °C 05:00 minut
Denaturace 97 °C 00:15 minut
Annealing 58 °C 00:50 minut 42 s
(sbér dat) ’
Drzeni 32 °C 00:20 minut

Tabulka 5: Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 Tepelny protocol
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Nez zac¢nete pracovat se sadou Bosch CT/NG/MG Panel Kit v1, je nutné dokoncit a zkontrolovat

nasledujici kroky:

e Vyberte vSechny filtry, které chcete pouzit (FAM, HEX, Texas RED a Cy5),
o Identifikace nezndmych vzorkd, pozitivnich a negativnich kontrol,
e Zvolte spravny tepelny protokol,

e Spustte experiment.
9.5.1. Nastaveni experimentu pro Montania 4896 Real-Time PCR
Priprava:

o Ujistéte se, Ze je pristroj Montania 4896 Real-Time PCR spravné nastaven a pfipojen k
pocitaci nainstalovanému vyrobcem nebo autorizovanym technickym servisem.
e Oveérte, zda jsou k dispozici a skladovany za podminek vhodnych pro experimentalni

usporadani, zda jsou k dispozici vSechna potfebna cinidla a slozky pro reakci PCR.

Nastaveni vzorku a cinidla:

e Pripravte si reakéni smés PCR podle vysSe uvedenych specifikaci.

e PCR Master Mix rozdélte homogenné do zkumavek PCR.

Pridani vzorka:

e Ke kazdé zkumavce PCR pridejte templat DNA obsahujici pozadovanou cilovou sekvenci.

Ujistéte se, Ze jste do zkumavek zahrnuli vhodné pozitivni a negativni kontroly.

e Jemné promichejte obsah, aby bylo zajiSténo spravné promichani templatu s reakéni smési.

Nahrani pristroje PCR:

e Otevrete softwarové rozhrani pro pfistroj Montania 4896 Real-Time PCR na pfipojeném
pocitadi.

e Vytvorte novy experiment nebo vyberte jiz existujici Sablonu experimentu vhodnou pro vasi
reakci PCR.

e Zvolte, ve kterém bloku bude experiment proveden.

e Definujte potfebné parametry, jako je reakcni objem, podminky cyklovani a detekéni

kanaly fluorescence.
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Naditani vzorka:

e Pfeneste pripravené zkumavky PCR do pfisluéného bloku vzorkd ptistroje Montania 4896
Real-Time PCR. Ujistéte se, Ze jsou vicka pevné uzaviena a vzorky jsou spravné zarovnany
v bloku, aby se pfedeslo potencialnim problémim zplsobenym nahlymi zmé&nami teploty

béhem provozu.

Zahajeni PCR:

e Znovu zkontrolujte, zda byla vSechna pozadovana nastaveni a parametry spravné zadany

do softwarového rozhrani.

e Spustte béh PCR pomoci softwarového rozhrani pro zahajeni cyklovaciho programu a

procesu sbéru dat.

e Sledujte prib&h PCR v softwarovém rozhrani sledovanim amplifikaénich kfivek a

fluorescenénich signald.

Analyza a interpretace dat:

o Podivejte se prosim na kartu "ANALYZA" pro nastaveni Cross Talk.

e Po dokonceni PCR béhu systém Montania 4896 Real-Time PCR automaticky vygeneruje

amplifika¢ni krivky pro kazdy vzorek.
e Interpretujte vygenerovana data na zakladé informaci uvedenych v této uzivatelské pfirucce.

e Analyzujte odpovidajicim zplsobem cilové zesileni, pokud jsou negativni a pozitivni

kontroly v souladu s kritérii pfijatelnosti.
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Obrazek 5: Amplifikac¢ni kfivka pro Montania 4896
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9.5.2. Nastaveni experimentu pro CFX96

Priprava pristroje:

e Ujistéte se, ze je pristroj CFX96 spravné pripojen ke zdroji napajeni a zapnuty.
e Nechte pFistroj zah¥at na pozadovanou teplotu (pokud je to moZné) podle pokynt vyrobce.

e Otevrete software CFX Manager na pfipojeném pocitaci.

Priprava vzorku:

o Pripravte si reakéni smés PCR podle pokynl dodanych se sadou Bosphore CT/NG/MG Panel
Kit v1.

o Pridejte sv{j vzorek DNA do PCR Master Mixu.
e Reakce se dikladné& promichad jemnym pipetovdnim a zajisti, aby byly v&echny slozky dobfe

spojeny.

Nastaveni desky:

e Pripravte si bilou PCR desticku kompatibilni se systémem CFX96. Ujistéte se, Ze jsou jamky

spravné oznaceny, aby bylo mozné identifikovat vzorky.

e Preneste reakcni smés PCR do pfislusnych jamek desticky PCR pomoci mikropipety.

Zahmte pozitivni a negativni kontroly.

e Zakryjte PCR desti¢ku opticky prihlednou lepici félii nebo t&snénim, abyste zabranili

kontaminaci a odpafovani.

Nastaveni pristroje:

e Spustte software CFX Manager na pfipojeném pocitaci, pokud jesté neni otevieny.
e Pripravenou PCR desti¢ku vlozte do pristroje CFX96.

e Vytvorfte v softwaru novy experiment a specifikujte parametry experimentu (napf. cil,

reakcni objem atd.).

o Nastavte podminky tepelnych cykll, véetné pocateéni teploty a ¢asu denaturace,

zesilovacich cykll a teplot Zihani.

Spusténi experimentu:

e Experiment spustite kliknutim na tlacitko "Spustit" v softwaru CFX Manager.
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e Pristroj CFX96 bude provadét specifikovany program tepelného cyklovani a

soucasné monitoruje fluorescencni signaly v readlném case.

¢ Jakmile je béh dokoncen, software CFX Manager vygeneruje graf amplifikace Real-Time

PCR a poskytne moznosti analyzy dat.

Analyza dat:

e Analyzujte graf amplifikace Real-Time PCR pomoci softwaru CFX Manager. Interpretujte

vysledky podle experimentalnich cild a kritérii pFijatelnosti uvedenych v této ptirudce.
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Obrazek 6: Krivka zesileni pro CFX96 s_

pouzitim korekce driftu fluorescence a nastaveni zakladni linie:

e V softwaru CFX Manager prejdéte do nastaveni experimentu.

e Aktivujte funkci korekce posunu fluorescence, abyste kompenzovali pfipadné odchylky v

intenzité fluorescence béhem béhu.

¢ Nastavte Nastaveni Gcafi na prislusné parametry, abyste zajistili pfesné vypocty acari

béhem analyzy dat.

Kéd: MB534v6f
Datum: 08. kvétna 2024 31/62



9.5.3. Nastaveni experimentu pro LightCycler 480 II

Priprava pristroje:

e Ujistéte se, Ze je systém LightCycler 480 Instrument II spravné pripojen ke zdroji napajeni
a zapnuty.

o Ujistéte se, Ze je pouzita bild deska kompatibilni s Roche LightCycler 480 Instrument II.

Priprava Cinidla:

o Pripravte si PCR Master Mix podle pokynt dodanych se sadou Bosphore CT/NG/MG Panel
Kit v1.

e Ujistéte se, ze vas PCR Master Mix je spravné alikvotovan do jednotlivych jamek bilé desky.

Priprava vzorku:

e Pripravte vzorky a kontroly ve vhodnych objemech.

e Pridejte své vzorky do PCR Master Mixu a ujistéte se, Ze obsahuji pozitivni a negativni
kontroly.

Provedeni experimentu

Otevrete software LightCycler 480 Instrument II na pfipojeném pocitaci. Vytvoreni

nového experimentu:

¢ Nastavte experiment zadanim typu experimentu (kvantifikace).

e Zadeijte nezbytné podrobnosti experimentu, jako jsou cilové kandly, ndzvy vzorkl a reakéni

podminky.

o Definujte vhodny protokol cyklovani pro va$ experiment, véetné teplot a ¢as denaturace,

zihani a prodlouzeni.

Nastaveni rozvrzeni desky:

e Pfifadte ndzvy vzorkd k odpovidajicim jamkam na bilé desce.

o Zahrfite vhodné kontrolni jamky (pozitivni a negativni kontroly) pro interpretaci vysledkd.

Nalozte bilou desku:

e Opatrné viozte bilou desticku s pfipravenym PCR Master Mixem a vzorky podle rozlozeni

definovaného v softwaru.
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e Ujistéte se, Ze je deska radné utésnéna, aby se zabranilo kontaminaci a odpafovani.

Perform Color Compensation Protocol:

¢ Provedte protokol kompenzace barev pomoci sady kompenzace barev Bosphore B nebo

sady D specialné navrzené pro systém LightCycler 480 Instrument II.

e Postupujte podle pokynt dodanych se sadou a provedte protokol kompenzace barev

presné.

Spustte experiment:

e Umistéte bilou desku do vicejamkového nakladace desticek systému LightCycler 480 Instrument
II.

e Zasunte nakladac s vloZzenou PCR destickou do pfistroje.

e Spustte béh pomoci preddefinovaného cyklovaciho protokolu.
Analyza a interpretace dat

Sleduijte zesileni Real-Time:

e Béhem experimentu bude systém LightCycler 480 Instrument II nepretrzité meérit

fluorescenci vyzarovanou vzorky.

e Software pfristroje zobrazi zesilovaci kfivky v realném case pro kazdou jamku.

Analyza dat:

e Po dokonceni béhu otevrete software LightCycler 480 Instrument II pro analyzu dat.

e Jako typ analyzy vyberte "Abs Quant/Fit Points", abyste zajistili vhodny vybér prahové

urovné.

e Provedte analyzu pomoci moznosti "Rozsah cyklu".

Interpretujte vysledky:

o Interpretace vysledkl naleznete v kritériich ptijatelnosti obsazenych v této pfirucce.

Nezapomerite se podivat do uzivatelské pfirucky systému LightCycler 480 Instrument II, kde
najdete podrobné pokyny k nastaveni, provozu a analyze dat pfistroje. Dale postupujte podle pokynl
dodanych se sadou kompenzace barev Bosphore B nebo D pro presné provedeni protokolu

kompenzace barev.
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Obrazek 7: Zesilovaci kfivka pro pfistroj LightCycler480 II

9.5.4. Nastaveni experimentu pro Rotorgene Q

Nastaveni pristroje:

e Ujistéte se, Ze je nastroj RotorGene Q umistén na stabilnim a rovném povrchu.
e Pripojte pristroj ke zdroji napajeni a zapnéte jej.

e Nechte pfistroj zahtat podle pokynd vyrobce.

Priprava vzorku:

e Odeberte a pFipravte vzorky podle pokynl Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1.

Nastaveni reakce:

o Davkovejte PCR Master Mix do zkumavek nebo prouzkl PCR, pfi¢emZ dbejte na to, aby nedoslo ke
kontaminaci.

e Pridejte templaty DNA a pozitivni/negativni kontroly do pfislusnych jamek nebo zkumavek,

abyste zajistili spravnou identifikaci vzorku.
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Vlozte pasy/trubky:

e Opatrné vlozte prouzky/zkumavky pripravenym PCR Master Mixem a vzorky podle spravné

identifikace vzorku definované v softwaru.

e Ujistéte se, ze uzdvéry prouzkl/zkumavek jsou fddné uzavieny, aby se zabranilo kontaminaci a

odparovani.

Podminky tepelného cyklovani:

o Nastavte vhodné podminky tepelného cyklu na pfistroji RotorGene Q podle pokyn{

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1.

e Zakazte automatickou optimalizaci zesileni a ru¢né nastavte zesileni pro kazdy kanal na 10.

e Optimalizujte parametry cyklovani, véetné teploty denaturace, teploty annealingu a poctu

cykll, pro vas konkrétni test.

Analyza dat:

Po dokonceni béhu Real-Time PCR analyzujte data pomoci softwaru RotorGene Q.

e Pro analyzu pouzijte moznosti "Korekce sklonu" a "Dynamicka trubice" podle doporuceni
sady panell Bosphore CT/NG/MG v1.

e Pokud neni sigmoidalni kfivka pozorovana, zkuste analyzovat vzorek bez moznosti

"Korekce sklonu".

e Nastavte vhodné parametry analyzy, véetné nastaveni prahové hodnoty, korekce smérného

planu a normalizace.
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9.5.5. Nastaveni experimentu pro Quant Studio 5 Real-Time PCR

Priprava pristroje:

o Ujistéte se, Ze je pristroj Quant Studio 5 zapnuty a pfipojeny k pocitaci s nainstalovanym

prislusnym softwarem.

e Zkontrolujte, zda je pfistroj Cisty a bez jakékoli kontaminace. V pfipadé potreby pfistroj

vycistéte podle pokynd vyrobce.

Nastaveni desky:

e Pripravte si 96jamkovou desti¢ku. Desku odpovidajicim zplsobem oznaéte, abyste mohli sledovat
vzorky a kontroly.

e Pridejte PCR Master Mix a DNA templaty a pozitivni/negativni kontroly do pfislusnych

jamek, ¢imz zajistite presné a precizni pipetovani.

Nastaveni pfistroje:

e Oteviete na svém pocitaci software Quant Studio Design and Analysis a navazte spojeni s

pristrojem Quant Studio 5.

e Vyberte chemii: Protokol TagMan pro Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl na zakladé specifikaci

sady. Podrobné pokyny k vybéru protokolu naleznete v uZivatelské pfirucce k softwaru.

o Nastavte pozadované parametry cyklovani, véetné poctu cykll, denaturace, zihani a teplot a

¢ast drzeni, jak je specifikovdno sadou panell Bosphore CT/NG/MG v1.
e Pasivni referencni barvivo nastavte na "zadné".
e Vyberte vhodné fluorescenéni kanaly pro sondy pouZité v sadé paneld Bosphore CT/NG/MG

vl.

Spustte experiment:

e Vlozte pfipravenou 96jamkovou desticku do pfistroje Quant Studio 5 a ujistéte se, Ze je

spravné zarovnana.

e Spustte experiment ze softwaru, ¢imzZ zahajite béh Real-Time PCR podle zvoleného

protokolu Chemistry: TagMan a definovanych cyklickych parametrd.

e Sledujte pribé&h Real-Time b&hu na softwarovém rozhrani. Pfistroj provede potfebny

teplotni cyklus a fluorescencni detekci pro kazdy cyklus.

e Po dokonceni béhu vam software poskytne data, véetné zesilovacich kfivek, hodnot CT a

dalSich relevantnich informaci.
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Analyza dat:

o Interpretujte vysledky na zakladé pokyn( Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 uvedenych v

prirucce k sadé.
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Obrazek 9: Zesileni kfivky pro Quant Studio 5
9.5.6. Nastaveni experimentu pro Q Real-Time

Nastaveni pristroje:

e Ujistéte se, Ze je pristroj Q Real-Time gPCR pfipojen ke zdroji napajeni.

o Stisknutim tla¢itka napajeni zapnéte pfistroj a nechte jej zahtat a stabilizovat podle pokynd

vyrobce.

Nastaveni reakce:

o Davkovejte PCR Master Mix do zkumavek nebo prouzkd PCR, pfi¢emz dbejte na to, aby nedoslo ke
kontaminaci.

¢ Pridejte templaty DNA a pozitivni/negativni kontroly do pfislusnych jamek, abyste zajistili

spravnou identifikaci vzorku.

Vlozte pasy/trubky:

e Opatrné vilozte prouzky/zkumavky pfipravenym PCR Master Mixem a vzorky podle spravné
identifikace vzorku definované v softwaru.
e Ujistéte se, ze uzdvéry prouzkli/zkumavek jsou rddné uzavieny, aby se zabranilo kontaminaci a

odparovani.
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Podminky tepelného cyklovani:

¢ Nastavte podminky tepelného cyklu na pfistroji Q Real-Time gPCR na zakladé doporuceni
poskytnutych sadou Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1.

e Specifikujte teploty a Casy denaturace a zihani pro kazdy cyklus.
Analyza a interpretace dat

Stanoveni prahové hodnoty:

¢ Definujte prahovou hodnotu fluorescence, ktera odliSuje signal pozadi od signalu zesileni.

e V pripadé potreby nastavte "Fluorescent Cutoff Level" az na 15 %, abyste optimalizovali

stanoveni prahové hodnoty.

Vypocet CT:

e Urcete prahovou hodnotu cyklu (CT) pro kazdy vzorek, predstavujici Cislo cyklu, pfi kterém
fluorescenc¢ni signal prekroci prahovou hodnotu.
e Pouzijte software pfistroje nebo vhodné nastroje pro analyzu dat k automatickému vypoctu

hodnot CT.

Interpretace dat:

e Analyzujte data gPCR a vyvodte smysluplné zavéry a interpretace na zakladé

experimentalnich cild.

e Porovneijte a porovneijte Urovné kvantifikace mezi rliznymi vzorky nebo experimentalnimi

podminkami.
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Obrazek 10: Amplifika¢ni kfivka pro kvantitativni Real-Time PCR pfistroj Q
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10. ANALYZA

Na konci tepelného protokolu software Real-Time PCR Instrument automaticky vypocita zakladni
cykly a prahovou hodnotu. Analyzu vysledk( by mél provadét vydkoleny personal, ktery absolvoval
pozadované &koleni pro analyzu dat Real-Time PCR. Doporudujeme, aby vysledky testl vyhodnotil

odborny klinicky Iékaf s prihlédnutim ke klinickym nalezim pacienta a vysledkim dal&ich testd.

Veskera analyza se provadi automaticky pfi rutinnim pouziti. Pokud vSak vyskoleny personal,
ktery absolvoval poZzadované Skoleni od vyrobce, povazuje za nezbytné, pokud systém umoznuje co
nejvice snizit prah pro detekci nizkych zesileni, je tfeba vénovat pozornost tomu, aby prahova cara

zUstala nad pozadim.

Negativni kontrola je nezbytna pro presnou analyzu vysledkd. Zkontrolujte negativni kontrolu a
ujistéte se, ze nevykazuje zadné zesileni mimo pfidruzeny vnitfni kontrolni filtr. Pokud ma negativni
kontrola signal mimo filtr spojeny s vnitfni kontrolou, neuvadé&jte hlddeni vysledkd. Experiment
opakujte po provedeni nezbytnych opatfeni proti kontaminaci. Pokud se stejny vysledek objevi znovu,

obratte se na vyrobce.

Vnitini kontrola a pozitivni kontrola sady Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl jsou nezbytné pro
presnou analyzu vysledk{. Kritéria pfijatelnosti prahovych hodnot cyklu pro vnitini kontrolu a pozitivni

kontrolu jsou uvedena nize:

Komponenta / parametr | Prahova hodnota (CT)

Pozitivni kontrola <35

Vnitfni kontrola <35

Tabulka 6: Kritéria pFijatelnosti sady panell Bosphore CT/NG/MG v1

Vysledky testd by nemé&ly byt oznamovany, pokud nedojde k zesilen{ vnitini kontroly u negativnich
vzork(. Pokud zjistite zhor&eni vykonu produktu, kontaktujte prosim vyrobce (kontaktni informace

naleznete na posledni strance).

Presamples, které prekroci prahovou hodnotu v kanalech FAM, Texas RED a HEX, se zobrazi s
pozitivnimi /negativnimi vysledky, samples, které prahovou hodnotu nesnizi, se zobrazi jako "No CT".
Tyto vzorky musi byt povazovany za negativni nebo s bakterialni zatézi pod detekénim limitem testu.
U t&chto nedetekovatelnych vzork( by méla byt také zkontrolovana data Cy5 vnitini kontroly, aby se
predeslo falené negativnim vysledkdim. Opozdénad amplifikace vnitfni kontroly mdZe znamenat

problém v extrakci nukleovych kyselin, inhibici PCR nebo chyby aplikace.
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V tomto pfipadé je tfeba opakovat extrakci a PCR. Nize uvedena tabulka ukazuje mozné vysledky

a jejich interpretaci. Vezméte prosim na védomi, Ze tento produkt poskytuje pouze testovani

CT/NG/MG a experimentalni vysledky ze zkumavky musi byt vzaty v GUvahu pfi poskytovani vysledku

pro pacienty, a to i s ohledem na klinické nalezy pacienta a pokyny pfisludnych zdravotnickych organt:

Chlamydia Neisseria Mycoplasma | Vnitini
trachomatis | gonorrhoeae | genitalium kontrola Vysledek
(FAM) (HEX) (Texas Red) (Cy5)
+ - - +/- Vzorek je pozitivni na
C. trachomatis
- + - +/- Vzorek je pozitivni na
N. gonorrhoeae
) ) ) Vzorkem je pozitivni na
>< + +/ M. genitalium
=
o - - - + Vzorek je negativni
2
s + + ) +/- Vzorek je pozitivni na
5 C. trachomatis a N. gonorrhoeae
o ,
) + + +/- Vzorek je pozitivni
N. gonorrhoeae a M. genitalium
+ ) + +/- Vzorek je pozitivni
C. trachomatis a M. genitalium
Vzorek je pozitvni na
+ + + +/- C. trachomatis,
N. gonorrhoeae a M. genitalium
- - - - Test by se mél opakovat!

Tabulka 7: Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 Interpretace v;'/sledkﬁ

Ve vzacnych piipadech inhibice PCR v dlsledku Iéku nebo jinych inhibitorl PCR ve vzorku

doporuéujeme test inhibovanych vzork( opakovat, a to zmrazenim a rozmrazenim vzorkt DNA a jejich

pouzitim v PCR po nafedéni v poméru 1:2 dH2o.

Pristroj Montania 4896:

¢ PCR Master Mix: Moznost Cross Talk by méla byt upravena tak, jak je uvedeno nize.
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¢ LightCycler 480 Instrument II-Roche: Pro Roche LightCycler 480 Instrument II pouzijte
bilou desku. "Abs Quant/Fit Points" by mél byt zvolen jako typ analyzy pro vybér vhodné
prahové Urovné. Analyza by méla byt provedena pomoci moznosti "Rozsah cyklu". Pro LC480
je nutné provést protokol kompenzace barev (Bosphore Color Compensation Set B nebo Set
D).

e CFX96-Biorad: Pro analyzu se doporucuje pouzit bilou desku a zapnout "Pouzit korekci

posunu fluorescence" v "Nastaveni smérného planu".
¢ Q qPCR MIC qPCR Cycler: V pfipadé potfeby pouzijte "Fluorescen¢ni mezni Uroven" az do 15 %.

¢ Rotorgene Q-Qiagen: Pro analyzu se doporucuje pouzit moznosti "Korekce sklonu" a
"Dynamicka trubice". Pokud se sigmoidalni kfivka nepozoruje, zkuste analyzovat vzorek bez
moznosti "Korekce sklonu". Doporucuje se pouzit nastaveni "Gain" jako 10 pro vsSechny
kanaly. Pouzijte prosim moznosti odstranéni odlehlych hodnot az do 5 % pro zelené, Zluté,

oranzové a cervené filtry.

¢ Quant Studio 5: Ujistéte se, Ze pasivni referencni barvivo je nastaveno na zadné.
11. SPECIFIKACE
11.1. Analyticka citlivost / mez detekce

Studie analytické citlivosti byly provedeny na tfech rliznych systémech extrakce DNA s matricemi

r, v O V.
vyteru a moci:

e Unio B24/B48 Extraction Systems - Unio Bacterial DNA Extraction Kit (Anatolia Geneworks) s
pocatecnim objemem 600 pl a elu¢nim objemem 100 pl.

e Unio 96 Extraction & PCR Setup System - Unio 96 Nucleic Acid Extraction Versatile Kit
(Anatolia Geneworks) s pocate¢nim objemem 200 pl a elu¢nim objemem 60 pl.

e Bosphore STD EX-Tract Kit (Anatolia Geneworks)

Experimenty byly provedeny ve 24 replikatech pro kazdy patogen. AMPLIRUN TOTAL
CT/NG/TV/MGE CONTROL (vytér) / (Vircell, Spanélsko), AMPLIRUN TOTAL CT/NG CONTROL (URINE)
/ (Vircell, Spanélsko) a AMPLIRUN TOTAL MYCOPLASMA GENITALIUM CONTROL (MOC) / (Vircell,
Spanélsko)

byly pouzity jako referencéni material a fedéni bylo provedeno podle jejich bakterialni zatéze/koncentrace.

Analyticka citlivost pro testy amplifikace nukleovych kyselin je vyjadrena 95% pozitivni mezni
hodnotou. Jednd se o koncentraci analytu, pfi které 95 % zkuSebnich cykld poskytuje pozitivni

vysledky po sériovém Fedéni mezinarodniho referenc¢niho materialu.
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LOD je nejnizsi koncentrace analytu, kterou Ize spolehlivé detekovat v 95 % vzorkd testovanych
v bézném laboratornim prostfedi pomoci vhodné matrice vzorku. Pro vypocet Urovni citlivosti byl

pouzit probitovy program Biostat Pro v 7.6.5.0 a byla stanovena LOD 95 %.

Hladiny LOD Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl byly stanoveny na pfistroji Montania 4896 Real-
Time PCR, poté byly hladiny LOD potvrzeny pomoci 5 rliznych platforem Real-Time PCR, kterymi jsou
Rotor-Gene Q, LightCycler 480 Instrument II, CFX96 Real-Time PCR DetectSystem, QuantStudio 5
Real-Time PCR Instrument a Q Real-Time PCR Cycler.

Uroven Mira detekce platforem Real-Time PCR
Extrakcéni Typ LOD
systém/sada (Montania LightCycler| RotorGene Quant
vzorku
4896) |CFX96) " o0 11 Q | QP | studio s
Extrakcni 174
CT cop/mi >95 100% >95% 100% >95%
systémy %
Unio 256
Vytér NG cop/ml 100% >95% >95% >95% 100%
B24/B48 467
a MG cop/ml 100% 100% >95% >95% 100%
L CT 676 100% 100% 100% 100% 100%
Bacterial Mo cozpz/ ;nl ° ° ° ° °
o¢
DNA NG cop/ml >95 100% 100% 100% 100%
Extraction %
i 533
Kit MG cop/ml 100% 100% 100% 100% 100%
D 2XE cT 291 || >95% 100% 100% 100% >95%
Extrakéni cop/m
& PCR 229 0 0 0 0 0
systém Vytér NG cop/ml 100% 100% 100% >95% 100%
a Unio 96 MG co4p5/?nI 100% 100% 100% >95% 100%
Nucleic 382.5
Acid CT | op/ml 100% 100% >95% 100% >95%
Extraction Mo¢é 184 o o o o o
Versatile NG cop/ml >100% >95% 100% 100% >95%
Kit MG Cigfr']fl >95% >95% >95% 100% >95%
700
CT cop/ml 100% >95% 100% >95% 100%
Vytér 121.4
NG cop/ml >95 >95% 100% 100% 100%
%
Bosphore 384.2
gTD MG cop/ml 100% >95% >95% 100% >95%
EX-tract 531.5
Kit CT cop/ml 100% 100% 100% 100% 100%
Mo¢ 1,040
NG ! 100% 100% 100% 100% 100%
cop/ml
1,625
MG cop/ml 100% 100% 100% 100% 100%

Tabulka 8: Hladiny LOD byly stanoveny na Montania 4896 Real-Time PCR Instrument a poté
potvrzeny pomoci 5 rlznych platforem Real-Time PCR.
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11.2. Analyticka specificita

vrv

11.2.1. KFiZzova reaktivita

K eliminaci potencidlni zkfizené reaktivity byly pouzity jak dlkazy o navrhu testu, tak
experimentalni studie. Sekvence primeru a sondy byly vyhodnoceny z hlediska mozné homologie s
jinymi zndmymi sekvencemi patogenl pomoci srovnavaci analyzy sekvenci pomoci zarovnani
databdaze. Aby se zmirnilo riziko zkrizenych reakci, byla souprava testovana na zkfizenou reaktivitu na

patogeny pomoci vysoce pozitivnich vzorkd a bylo zjisté&no, Ze je negativni.

Experimentalni vysledky ziskané testovanim t&chto zndmych vzorkd v rlznych koncentracich na

vSech systémech prokazaly, Ze souprava specificky a vyhradné detekuje zamyslené patogeny, pro

které je urCena, aniz by detekovala ostatni.

Vzorek Zdroj vzorku Koncentrace Bosphzrvzlg'g?:: G/MG
Panel Kit v1
Legionella pneumophila Vircell 800 kopii/pl Negativni
Mycobacterium avium Vircell 850 kopii/pl Negativni
Mycoplasma pneumoniae Vircell 750 kopii/pl Negativni
Haemophilus ducreyi Vircell 700 kopii/pl Negativni
Haemophilus influenzae typu b Vircell 850 kopii/pl Negativni
Streptococcus agalactiae Vircell 750 kopii/pl Negativni
Streptococcus pneumoniae Vircell 900 kopii/pl Negativni
Bordetella pertussis Vircell 850 kopii/pl Negativni
Neisseria meningitidis Vircell 760 kopii/pl Negativni
Salmonella enterica Vircell 700 kopii/pl Negativni
Ureaplasma urealyticum Vircell 800 kopii/pl Negativni
Treponema pallidum ATCC 5x103 kopii/ul Negativni
Gardnerella vaginalis ATCC 6x104 kopii/ul Negativni
HSV-1 Vircell 1 000 kopii/pl Negativni
HSV-2 Vircell 1 000 kopii/pl Negativni
Lidsky papilomavirus KDO 1x103 IU/ml Negativni
Mycoplasma hominis Vircell 1 000 kopii/pl Negativni
Shigella flexneri Vircell 1 000 kopii/pl Negativni
Trichomonas vaginalis Vircell 1 000 kopii/pl Negativni
Candida albicans Vircell 1 000 kopii/pl Negativni
Campylobacter jejuni Vircell 1 000 kopii/pl Negativni
Virus lidské imunodeficience-1 KDO 10 000 IU/ml Negativni
Virus lidské imunodeficience-2 ATCC 1 000 kopii/pl Negativni
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Virus hepatitidy B KDO 10 000 IU/ml Negativni

*Vzorek deklarovan

Giardia lamblia *Zeptometrix - Negativni
jako vysoce
pozitivni
Ménavka obecna (Entamoeba ATCC 4’3Xt?winl§%3“| Negativni
histolytica) 9 H
Ureaplasma parvum Vircell 1 000 kopii/pl 1 000 kopii/pl

Negativni vytér (vytér z genitalii) - - -

Negativni moc - - -
Tabulka 9: Vysledky experiment( se zkfizenou reaktivitou v mokré laboratofi

Analyza in-silico pro tuto soupravu Real-Time PCR zahrnuje posouzeni rizika zkfizené reakce
primerd a sekvenci sond zahrnutych v testu. Riziko zkfizené reakce se tykd potencidlni tvorby
nespecifickych produktl PCR, kdyZ primery i sekvence sondy zahrnuté v testu vykazuji 80 % nebo
vice shody s necilovymi sekvencemi, které jsou v t&sné blizkosti (do 500 part bazi) a maji spravnou

orientaci (opacna vlakna).

B&hem in-silico analyzy byla data analyzovdna porovnanim sekvenci primeru a sondy s rliznymi
organismy prostrednictvim blast analyzy. Hlavnim cilem bylo kontrolovat procento identickych cisel
bazi pro kazdy primer a sondu. Pokud bylo zjiSténo vice nez 80 % identit, bylo provedeno dalsi
zkoumani identit, v€etné orientace a zakladni pozice. Tato podrobna analyza byla provedena za Gcelem

zjisténi moznosti vzniku nespecifického PCR produktu.

Obecné kritérium pro posouzeni rizika zkfizené reakce je zalozeno na ptitomnosti primer( i
sekvenci sond, které vykazuji 80% nebo vyssi homologii k necilovym sekvencim v tésné blizkosti (pod
500 par( bazi) a na opaénych vldknech. Identifikované riziko naznacéuje potencidl pro tvorbu

nespecifickych PCR produktd.

Vysledky analyzy in silico naleznete v nasledujicich tabulkach.

Mikroorganismus TAXID ID | Cilovy gen Riziko zkFizené reakce

Mycoplasma genitalium 2,097 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Metamycoplasma hominis 2,098 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Chlamydia trachomatis 813 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Ureaplasma urealyticum 2,130 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Treponema pallidum 160 Porin Nebyla predpovézena zadna

zkfizend reaktivita
Haemophilus ducreyi 730 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkfizend reaktivita

Calymmatobacterium granulomatis 39,824 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita
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Shigella 620 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Campylobacter 194 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkrizena reaktivita

HIV-1 11,676 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

HIV-2 11,709 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Herpesviridae 10,292 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Papillomaviridae 151,340 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Hepatovirus 12,091 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Herpes virus 10,358 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Virus Molluscum contagiosum 10,279 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Deltaretrovirus 153,136 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Trichomonas vaginalis 5,722 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Ménavka obecna (Entamoeba 5,759 Porin Nebyla predpovézena zadna
histolytica) zkFizena reaktivita

Giardia lamblia 5,741 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Candida albicans 5,476 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Phthirus pubis 121,228 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Sarcoptes scabiei 52,283 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Streptokok skupiny B 1,319 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Ureaplasma parvum 134,821 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Gardnerella vaginalis 2,702 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Bakterie 2 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Houby 4,751 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Viry 10,239 Porin Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Lidstvo 9,606 Porin Nebyla predpovézena zadna

zkfizena reaktivita

Tabulka 10: In silico analyza Neisseria gonorrhoeae pro exkluzivitu véetné hlavnich a

esencialnich patogend STD
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Mikroorganismus TAXID ID | Cilovy gen Riziko zkFizené reakce

Mycoplasma genitalium 2,097 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Metamycoplasma hominis 2,098 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Neisseria gonorrhoeae 485 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkrizena reaktivita

Ureaplasma urealyticum 2,130 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkrizena reaktivita

Treponema pallidum 160 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Haemophilus ducreyi 730 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Calymmatobacterium granulomatis 39,824 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Shigella 620 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Campylobacter 194 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

HIV-1 11,676 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

HIV-2 11,709 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkFiZzena reaktivita

Herpesviridae 10,292 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkFiZzena reaktivita

Papillomaviridae 151,340 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkFiZzena reaktivita

Hepatovirus 12,091 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkFiZzena reaktivita

Herpes virus 10,358 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkFiZzena reaktivita

Virus Molluscum contagiosum 10,279 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Deltaretrovirus 153,136 OMPA Nebyla predpovézena Zzadna
zkFizena reaktivita

Trichomonas vaginalis 5,722 OMPA Nebyla predpovézena Zzadna
zkFizena reaktivita

Ménavka obecna (Entamoeba 5,759 OMPA Nebyla predpovézena zadna
histolytica) zkrizend reaktivita

Giardia lamblia 5,741 OMPA Nebyla predpovézena Zzadna
zkFizena reaktivita

Candida albicans 5,476 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkfiZzena reaktivita

Phthirus pubis 121,228 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkFiZzena reaktivita

Sarcoptes scabiei 52,283 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkfiZzena reaktivita

Streptokok skupiny B 1,319 OMPA Nebyla predpovézena Zzadna
zkFizena reaktivita

Ureaplasma parvum 134,821 OMPA Nebyla predpovézena zadna
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zkFizena reaktivita

Gardnerella vaginalis 2,702 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Bakterie 2 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Houby 4,751 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkrizena reaktivita

Viry 10,239 OMPA Nebyla predpovézena zadna
zkrizena reaktivita

Homo sapiens 9,606 OMPA Nebyla predpovézena zadna

zkfizena reaktivita

Tabulka 11: In silico analyza Chlamydia trachomatis pro exkluzivitu véetné hlavnich a

esencialnich patogend STD

Mikroorganismus TAXID ID | Cilovy gen Riziko zkFizené reakce

Chlamydia trachomatis 813 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Metamycoplasma hominis 2,098 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Neisseria gonorrhoeae 485 mgpC Nebyla predpovézena Zzadna
zkFizena reaktivita

Ureaplasma urealyticum 2,130 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Treponema pallidum 160 mgpC Nebyla predpovézena Zzadna
zkFizena reaktivita

Haemophilus ducreyi 730 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Calymmatobacterium granulomatis 39,824 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Shigella 620 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Campylobacter 194 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkFiZzena reaktivita

HIV-1 11,676 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkFiZzena reaktivita

HIV-2 11,709 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfiZzena reaktivita

Herpesviridae 10,292 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfiZzena reaktivita

Papillomaviridae 151,340 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfiZzena reaktivita

Hepatovirus 12,091 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Herpes virus 10,358 mgpC Nebyla predpovézena zadna

zkFizena reaktivita
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Virus Molluscum contagiosum 10,279 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Deltaretrovirus 153,136 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Trichomonas vaginalis 5,722 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Ménavka obecna (Entamoeba 5,759 mgpC Nebyla predpovézena zadna
histolytica) zkfizena reaktivita

Giardia lamblia 5,741 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Candida albicans 5,476 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkrizena reaktivita

Phthirus pubis 121,228 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkrizena reaktivita

Sarcoptes scabiei 52,283 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Streptokok skupiny B 1,319 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Ureaplasma parvum 134,821 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Gardnerella vaginalis 2,702 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Bakterie 2 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Houby 4,751 mgpC Nebyla predpovézena Zzadna
zkFizena reaktivita

Viry 10,239 mgpC Nebyla predpovézena zadna
zkFiZzena reaktivita

Homo sapiens 9,606 mgpC Nebyla predpovézena zadna

zkFizena reaktivita

Tabulka 12: In silico analyza Mycoplasma genitalium pro exkluzivitu vCetné hlavnich a

esencialnich patogend STD

Mikroorganismus TAXID ID | Cilovy gen Riziko zkFizené reakce

Chlamydia trachomatis 813 syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Mycoplasma genitalium 2,097 syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Metamycoplasma hominis 2,098 synteticka DNA Nebyla predpovézena Zzadna
zkFizena reaktivita

Neisseria gonorrhoeae 485 syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Ureaplasma urealyticum 2,130 synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Treponema pallidum 160 synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna

zkfizena reaktivita

Haemophilus ducreyi 730 synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Calymmatobacterium granulomatis 39,824 | syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkfizend reaktivita
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Shigella 620 synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna
zkrizena reaktivita

Campylobacter 194 synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna
zkrizena reaktivita

HIV-1 11,676 |syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

HIV-2 11,709 | syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Herpesviridae 10,292 | syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Papillomaviridae 151,340 |synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Hepatovirus 12,091 |synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Herpes virus 10,358 | syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Virus Molluscum contagiosum 10,279 | syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Deltaretrovirus 153,136 |synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Trichomonas vaginalis 5,722 synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Mériavka obecna (Entamoeba 5,759 synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna
histolytica) zkFizena reaktivita

Giardia lamblia 5,741 syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Candida albicans 5,476 syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Phthirus pubis 121,228 | syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Sarcoptes scabiei 52,283 | syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Streptokok skupiny B 1,319 syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Ureaplasma parvum 134,821 | syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Gardnerella vaginalis 2,702 syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkfizena reaktivita

Bakterie 2 syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Houby 4,751 synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Viry 10,239 | syntetickd DNA Nebyla predpovézena zadna
zkFizena reaktivita

Homo sapiens 9,606 synteticka DNA Nebyla predpovézena zadna

zkfizena reaktivita

Tabulka 13: In silico analyza vnitfni kontroly pro exkluzivitu véetné zavaznych a esencialnich

patogen( STD

Kéd: MB534v6f
Datum: 08. kvétna 2024

49/ 62




11.2.2. Interference

Potencialni interference na Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 byly testovany s endogennimi nebo

exogennimi latkami, které mohou byt pfitomny ve vytérech a/nebo vzorcich modi.

Negativni a 3xLOD vzorky pro vzorky moci a vytéry obsahujici kazdou interferujici latku byly
testovany v 5 replikatech. Extrakce DNA byla provedena extrakénim systémem Unio B24 s Unio
Bacterial DNA Extraction Kit s poc¢ate¢nim objemem 600 pl a eluénim objemem 100 pl. VSechny studie

interferujicich latek ukazaly, Ze v nize uvedenych materidlech a koncentracich nebyla zjisténa zadna

interference:
Pro Pro_ N
_— pozitivni
negativni
vzorky vzorky )
(3xLOD) Vysledky
Substance Koncentrace U NG TesF _—
negativni pozitivni
PIna krev 2,5, 5a 10 % obj. 5/5 5/5 Nebylo zjisténo
zadné ruseni
Mocovina 1,2a4 % v/v 5/5 5/5 Nve,bqu ZJ'§ter)O
zadne ruseni
Antibiotika (trihydrat Nebvlo Zii&t&no
amoxicilinu a kyselina 0,5, 1a2mg/ml 5/5 5/5 EDylo zjisten
R zadné ruseni
klavulanova) *
Antivirotikum (Oseltamivir) 1,2a4 mg/ml 5/5 5/5 Nvelbylol ZJ|§ter,10
zadne ruseni
Lék proti bolesti 0,5,1a2mg/mil 5/5 5/5 Nve,bqu Z]'§ter:'°
zadne ruseni
(paracetamol)

Zakladni soubor ) 5/5 5/5 Nebylo zjisténo
vzork( mo¢i (pH4) 74dné ruseni
Zakladni soubor ) 5/5 5/5 Nebylo zjisténo
vzorkd moéi (pH9) 74dné ruseni
Alkohol 1,2 a4 % obj. 5/5 5/5 Nebylo zjisténo

zadné ruseni

Tabulka 14: Analyza in vitro : potencialni interferujici latky navySené do negativnich a pozitivnich
CT/NG/MG zéakladnich souborl klinickych vzork( mogi

Pro Pro pozitivni
negativni vzorky
vzorky (3xLOD) Vysledky
Substance Koncentrace e - Tes? -
negativni pozitivni
Nebylo
PIna krev 2,5, 5 a 10 % obj. 5/5 5/5 zjisténo
zadné ruseni
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Antibiotika (trihydrat Nebylo

amoxicilinu a kyselina 0,5,1a2mg/ml 5/5 5/5 zZjisténo
klavulanova) zadné ruseni

Nebylo

Antivirotikum (Oseltamivir)| 1, 2 a 4 mg/ml 5/5 5/5 zZjisténo
zadné ruseni

Nebylo

Lék proti bolesti 0,5,1a 2 mg/ml 5/5 5/5 zZjisténo
(paracetamol) zadné ruseni

. , Nebylo

Pt y AR s 5| ke
Y Y P Zadné ruseni

. , Nebylo

Zakladni soubor ) 5/5 5/5 Zji&t&no

vytérovych vzorkl (pH9) 34dné rugeni

Nebylo
5/5 5/5 zjigténo
zadné ruseni

0,05,0,1a0,2%

Hygienicky vyrobek VIV

Tabulka 15: Analyza in vitro: potencidlni interferujici latky navysené do negativnich a

pozitivnich CT/NG/MG zékladnich skupin vzorkt klinickych vyté&rl

Je vdak dlleZité poznamenat, e toto hodnoceni bylo omezeno na latky uvedené ve vyse
uvedenych tabulkach. Jiné latky nebo stavy, které nebyly testovany v této studii, mohou potencialné
interferovat s testem. Pokud méate podezieni na ptitomnost jakychkoli takovych latek nebo stavid ve
vasich vytérech nebo vzorcich modi, doporuc¢ujeme poradit se se zdravotnickym pracovnikem nebo

kontaktovat nas tym technické podpory pro dalsi pokyny.

11.3. Mérici rozsah

Rozsah méreni tohoto testu byl stanoven experimentalnimi postupy zahrnujicimi plazmidy,

protoZe nebylo mozné ziskat dostatecny pocet vysoce pozitivnich klinickych vzorkd.

Ze zfedéného referenéniho materialu (AMPLIRUN TOTAL CT/NG/TV/MGE CONTROL (swab) (Ref.:
MBTCO024-R) byla vygenerovana standardni kfivka se zndmou koncentraci a vzorky obsahujici sériové

Fedéni plazmidd byly kvantifikovany. Rozsah méfeni byl stanoven na zaklad& nejvyssich a nejnizsich

pozorovanych koncentraci.

Rozsah méreni sady Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl byl stanoven vyhodnocenim korela¢niho
koeficientu a hodnoty sklonu standardnich kfivek. U obou parametrt byla splnéna kritéria pfijatelnosti,
coz sv&d&i o spolehlivosti vysledk( ziskanych z negativnich vzorkd obsahujicich plazmidy. Bylo
zjiSténo, Ze rozsah méreni pro FAM kanal, konkrétné pro Chlamydia trachomatis, je mezi 1,36x109

kopiemi/ml a 1,2x102 kopiemi/ml.
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Obrazek 12: Krivky zesileni méficiho rozsahu Chlamydia trachomatis obsahujici sériové cislo

redéni vzorku

Rozsah méreni pro HEX kanal, zaméreny na Neisseria gonorrhoeae, byl stanoven na rozmezi
mezi 3,26x109 kopii/ml a 1,2x102 kopie/ml.
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Obrazek 13: Rozsah méreni amplifikacnich kfivek Neisseria gonorrhoeae obsahujicich sériové Cislo

fedéni vzorku

Pro Texas RED kanal, urCeny pro detekci Mycoplasma genitalium, byl rozsah méfeni stanoven
mezi 2,01x1010 kopii/ml a 2,85x102 kopie/ml.
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Obrazek 14: Rozsah méreni amplifikacnich kfivek Mycoplasma genitalium
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11.4. Presnost
11.4.1. Precizni studie

Udaje o reprodukovatelnosti pro presnou studii byly ziskany analyzou zfedénych CT/NG/MG
pozitivnich klinickych vzork( pfi olekdvanych Grovnich LOD (na zakladé hodnot CT). Studie byla
provedena dvéma rlznymi operatory, ve tfech rlznych prostfedich, po dobu péti rlznych dn{, s
pouZitim dvou rlznych arZi a péti replikdtl. Kromé toho byly pouZity vzorky ve tfech rdznych
koncentracich (3xLOD, 100xLOD a High Positive). Experimentalni design je uveden v tabulce nize. K
extrakci byl pouzit Unio B24 Extraction System a Unio Bacterial DNA Extraction Kit (s pocate¢nim

objemem 600 a elu¢nim objemem 100), nasledované pristrojem Montania 4896 Real-Time PCR.

Replikuje

Lokalita 1 Lokalita 2 Lokalita 3

q (Anatolia Production (Anatolia Free Zone Branch
(Anatolia R&D Laboratory) Laboratory) Laboratory)

Nastroj 1 Nastroj 2 Nastroj 3

Polozka 1/Polozka 2 Polozka 1/Polozka 2 Polozka 1/Polozka 2
Operator 1 Operator 2 Operator 1 Operator 2 Operator 1 Operator 2
Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den

1 3 5 2 4 6 1 3 5 2 4 6 1 3 5 2 4 6
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Tabulka 16: Plany pFesnych experimentd
Vysledky PCR (hodnoty CT) byly seskupeny samostatné pro kazdy kanal:

e FAM - Chlamydia trachomatis
e HEX - Neisseria gonorrhoeae
e Texas RED - Mycoplasma genitalium

V rémci kazdého kanalu byly individudlné vyhodnoceny tfi riizné koncentrace (3xLOD, 100xLOD

a High Positive).

Po seskupeni byly provedeny statistické vypocty. Vypocty byly provedeny pro kazdy cil v ramci
koncentraci rozdélenych do podskupin. Stfedni hodnoty, smérodatné odchylky, rozptyly a variacni
koeficient byly vypocteny pro statistickou analyzu pomoci "Analyse-it (Method Validation Edition)" -
verze 6.15.4.

Vysledky opakovatelnosti a reprodukovatelnosti jsou uvedeny na nasledujici strance:
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SD [ CVo% | SD [ CV9% | SD | CV% | SD | CV% | SD | V% | SD | V%
30,252 | 90 |0462| 1,5 [0268| 09 | 00 | 00 | 0534 | 18 | 0,13 | 04 0,55 18
25373 | 90 | 0132 05 [0087| 04 [ 00 | 00 | 0,164 | 06 0,0 00 | 0,164 0.6
19,098 [ S0 [0059| 05 | 0,203 0,5 | 0,087| 05 | 0168 [ 0,9 [ 0046 | 0,2 0,174 0,9
30,225 | 90 | 0389 1,3 |0225) 0,7 [0074] 02 | 045 | 1,5 0,0 0,0 0,456 1,5
25311 | 90 | 0,096| 04 |0036| 01 [0023| 01 | 0,105]| 04 | 0042 ]| 0,2 0,113 0,4
19069 [ %0 (0062 03 |0167]| 09 | 00 | 00 [ 0179 09 |0093]| 05 0,201 1,1
31,82 90 [069] 22 | 024 | 08 | 005)] 03 | 073 [ 23 | 0,19 | 06 0,76 24
26,83 9 | 029 ] 1,1 | 018 ) 07 [ 00 00 | 034 1,3 0,0 0,0 0,34 1,3
19,29 % (010| 05 | 015 08 | 00 | 00 | 018 [ 05 | 003 | 02 0,18 0,9
31,804 | 9 |0752| 24 [ 039 | 1,2 | 0,0 00 | 0847 [ 2,7 | 0,098 | 0,3 0,853 2,7
26815 | 9 | 0157 06 |0,077| 03 | 00 | 00 [ 0175 | 0,7 0,0 0,0 0,175 0,7
19,259 | %0 | 0,078)| 04 |0075| 04 | 0,0 00 | 0109 ] 06 0,0 0,0 0,109 0,6

Tabulka 17: Vypocty a srovnani hodnot CT ziskanych pro rizné matrice a rlzné koncentrace v kanalu

FAM - Chlamydia trachomatis pro Sarzi 1 a Sarzi 2

SD |CV% | SD |CV% | SD [CV% | SD | CV% | SD | CV% | SD V%

3xLOD 31,259 | 90 [0458] 15 [0342] 11 | o0 [ o0 Josm2a| 18 [o62] o5 [ 054 | 19

'f 100xL0D | 26,385 | 50 [0,202] 08 |0a56] 06 | 00 | 00 [0255 ] 10 [0135] 05 [ 0289 | 11
m () 111 i) i lll G ¥ il lr () L i i
High Positive | 20,663 | %0 | 0,171 0,8 | 0,218 00 | 00 | 0277 | 1,3 |0088] 03 | 0,28 | 03

30D 31,199 | 90 o8] 13 [o0053] 02 [o158] 05 [ 0450 | 14 [1,137] 04 | 0470 | 15

'-;‘ 100XLOD | 26,294 | 90 | 0,172 0,7 | 0027 | 0,1 | 00 | 0,0 | 0,174 | 0,7 | 0,116 04 | 0,209 | 08

High Positive | 20620 | 50 [0141] 07 {0178 ] 09 Jo0s0[ 04 Jo2a1 [ 12 [ 00 [ 00 [02a1 | 12

IxLOD 3258 | 90| 0,76 ) 24 | 00 | 00 | 018 | 05 | 0,80 | 2,5 | 0,38 | 12 | 089 | 2,7

"'1* 100000 | 2737 [ s0[o4s| 18 [o022] 08 |00 [ 00 053 [ 19 [o07 [ 03 [ 0535 | 19
HighPositive | 2082 | 90| 05| 1,2 | 0,24 | 1,1 | 00 | 0,0 | 6,35 | 1,7 | 011 | 05 | 0,3 | 17

(R 3XLOD 32464 | 90 [ 0537] 17 [027 [ 08 [ 00 [ 00 [og01 | 19 [ote1] o5 [ o622 | 19
'-g‘ 100XLOD | 27,319 | 90 | 0,143| 0,5 |0059| 02 | 0,0 | 0,0 | 0,155 | 06 | 0,088 0,3 | 0,178 | 07
Positive | 20,765 | 50 [ 0153 0,7 [o205] 1.0 [ o0 [ 00 [o256 [ 1,2 Joosi] 02 [ o2 [ 13

Tabulka 18: Vypocty a srovnani hodnot CT ziskanych pro rizné matrice a rlizné koncentrace v kanalu

HEX - Neisseria gonorrhoeae pro Sarzi 1 a Sarzi 2

SD | CV% | SD | CV% | SD [CV9% | SD |CV% | SD | CV% | SD | CV%

| 3xLoD 32,973 | %0 | 0,778 _2.4 0,322] 1,0 3,0 00 | 0842 | 26 0197 06 | 0,865 26

ull 100XLOD 27812 [ 90 | 0178) 06 (0,194( 07 [0097| 03 | 0,280 10 [0125] 0,5 | 0,307 11

P High Positive | 20,327 | 90 [ 0,094| 05 | 0,197 1,0 [0198] 1,0 [ 0,294 | 14 | 00 | 00 | 029 14
fonlail | 3x0D 32,591 [ 90 |0716] 22 (0,337 10 [0149| 05 | 0,805 | 25 [ 00 | 0,0 | 0,805 2,5
27,726 | 90 | 0,155]| 06 [O41| OS5 | 00 | 00 | 0210 | 08 [0187] 07 | 0,281 1,0

20,300 (S0 [0471) 08 [0196f 10 | 00 | 00 | 0,260 [ 13 [0073]| 04 | 027 13

3,79 | %0 | 051 | 16 [030] 1,0 | 00 [ 00 | 059 | 19 | 0,20 | 06 | 063 2,0

2680 (5| 013) 05 (02 07 | 00| 00 ) 024 |09 [O015] 06 | 0,28 i1

2044 [ 90| 012) 06 [017 | 08 [013| 07 | 025 | 1,2 [ 00 | 00 | 025 1,2

31672 | 90 0623 20 [0323]| 10 | 00 [ 00 (0701 [ 22 | Q181 | 06 | 0724 2,3

26,733 [ 90 [ 0120 05 [0152| 06 | 00 | 00 | 0,94 | 07 [0032] 01 | 0,197 0,7

20479 | 50 [0088] 04 [0172] 08 J0052] 03 | 02 | 10 ] 00 | 00 0.2 10

Tabulka 19: Vypocty a srovnani hodnot CT ziskanych pro rizné matrice a rlizné koncentrace v kanalu

Texas RED - Mycoplasma genitalium pro Sarzi 1 a Sarzi 2
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SD CV% SD CV% SD CV%

3xLOD 0.358 1.2 0.112 0.4 0.375 1.3

E - 100xLOD 0.086 0.3 0.061 0.2 0.105 0.4

w Y Vysoce 0.072 0.4 0.1 0.5 0.123 0.6
pozitivni

3xLOD 0.355 1.2 0.0 0.0 0.355 1.2

ﬁ G 100xLOD 0.14 0.5 0.0 0.0 0.14 0.5

T 5 Vysoce 0.135 0.7 0.0 0.0 0.135 0.7
pozitivni

3xLOD 0.842 2.5 1.113 3.4 1.396 4.2

a G 100xLOD 0.135 0.5 0.0 0.0 0.133 0.5

%Z Vysoce 0.084 0.4 0.129 0.7 0.154 0.8
pozitivni

| Opakovatelnost | Mezi arsemi _|Reprodukovatelnost

SD CV% SD CV% SD CV%

3xLOD 0.733 2.3 0.265 0.8 0.779 2.4

=0 100xLOD 0.150 0.6 0.069 0.3 0.165 0.6

E S Vysoce 0.095 0.5 0.025 0.1 0.099 0.5
pozitivni

3xLOD 0.48 1.5 0.0 0.0 0.48 1.5

iu< G 100xLOD 0.085 0.3 0.087 0.3 0.121 0.4

T Z Vysoce 0.075 0.4 0.045 0.2 0.088 0.4
pozitivni

3xLOD 0.538 1.7 0.0 0.0 0.538 1.7

a G 100xLOD 0.121 0.5 0.0 0.0 0.121 0.5

ﬁ 5 Vysoce 0.058 0.3 0.008 0.0 0.058 0.3
pozitivni

Tabulka 20: Srovnani mezi Sarzi 1 a $arzi 2 pro rizné matrice a rlznou koncentraci

V experimentech, presné studii provedené 2 rlznymi operatory, na 3 rlznych mistech, v 5
riznych dnech, s pouzitim 2 rlznych $arzi, v 5 replikatech, bylo pozorovano, Ze nebyl zadny vyznamny

rozdil (5% rozdily) mezi t&mi, ktefi pouzivali stejnou koncentraci vzorkd.

11.4.2. Pravdivost

Ve studii pravdivosti byl pfipraven referen¢ni vzorek s nazvem AMPLIRUN TOTAL CT/NG/TV/MGE
CONTROL (swab) (Ref.: MBTC024-R) ve tfech rlznych koncentracich. Na t&chto fedé&nich byla
provedena linearni analyza a testovani bylo provedeno ve dvou samostatnych dnech, pficemz kazdy

den se skladal z 20 replikatd.
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Pro proces extrakce byl pouzit Unio B24 Extraction System a Unio Bacterial DNA Extraction Kit.

Pocatecni objem byl 600 ul a eluce byla provedena za pouziti 100 pl.

Nasledné byl pro PCR analyzu pouzit pfistroj Montania 4896 Real-Time PCR. Ziskané vysledky

byly vyhodnoceny ve vzajemném vztahu.

Béhem studie pravdivosti je zasadni porovnavat vysledky pouze v koncentra¢nim rozmezi, do
kterého patfi. Navic v experimentu s 20 opakovanimi je dlleZité, aby vSechny replikaty poskytly

pozitivni vysledky. RUzné testovaci dny a koncentrace byly povaZzovany za nezdvislé parametry, aby

bylo zajisténo presné posouzeni.

« . |Smérodatna o
Primér odchylka CV%
AMPLIRUN CELKEM FAM (CT) 26.026 0.060033 0.230667
T/NG/TV/MGE KONTROLA
C({an('su/aon/) p?o C'IC')/NG/?/IG HEX (NG) 27.452 0.113428 0.413188
bakterialni DNA (Ref.:
MBTC024-R) Redéni 1:2 T.RED (MG) 29.765 0.182058 0.61165
/AM;’LII}UN CELKEM FAM (CT) 27.865 0.110295 0.395819
CT/NG/TV/MGE KONTROLA
Den 1 (tampon) pro CT/NG/MG HEX (NG) 29.352 0.220082 0.749802
bakteriaini DNA (Ref.:
MBTCO024-R) Redéni 1:8 T.RED (MG) 31.548 0.305411 0.968084
AMPLIRUN CELKEM FAM (CT) 29.918 0.189278 0.632655
C-(r{;\ln(iéz\é/)Mp(Eg CK-?/I?I\IER/%LGA HEX (NG) 31.4965 | 0.308728 0.980197
bakterialni DNA (Ref.:
MBTC024-R) Redéni 1:32 T.RED (MG) 33.6365 0.711184 2.114322

Tabulka 21: Den 1: Statistickd analyza hodnot CT ziskanych z rlznych koncentraci AMPLIRUN
TOTAL CT/NG/TV/MGE CONTROL (tampon) pro CT/NG/MG bakteridlni DNA
(Odkaz: MBTC024-R)

<. |Smérodatna S
Primér odchylka CV%
AMPLIRUN CELKEM FAM (CT) 25.998 | 0.07724 0.297099
CT/NG/TV/MGE KONTROLA
({améon/) pro CT/NG/MG | HEX(NG) 27.451 | 0.120744 0.439851
bakterialni DNA (Ref.:
MBTCO024-R) Redéni 1:2 T.RED (MG) 29.6995 0.177129 0.596405
AMPLIRUN CELKEM FAM (CT) 27.9635 | 0.14914 0.533338
CT/NG/TV/MGE KONTROLA
Den 2 (tampon) pro CT/NG/MG | HEX (NG) 29.382 | 0.190226 0.647424
bakterialni DNA (Ref.:
MBTCO024-R) Redéni 1:8 | T.RED (MG) | 31.549 | 0.378456 1.199582
AMPLIRUN CELKEM FAM (CT) 29.969 \ 0.244313 \ 0.81522
CT/NG/TV/MGE KONTROLA
({améon/) pro CT/NG/MG | HEX(NG) | 31.2815| 0.327082 | 1.045609
bakterialni DNA (Ref.:
MBTC024-R) Redéni 1:32 |T.RED (MG) | 33.602 | 0.78347 2.331619

Tabulka 22: Den 2: Statistickad analyza hodnot CT ziskanych z riznych koncentraci AMPLIRUN
TOTAL CT/NG/TV/MGE CONTROL (tampon) pro CT/NG/MG bakterialni DNA

(Odkaz: MBTC024-R)
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Studie pravdivosti, provddéna po dobu dvou dnl a zahrnujici 20 replikatd pro kazdou ze tii
rlznych koncentraci AMPLIRUN TOTAL CT/NG/TV/MGE CONTROL (swab) pro CT/NG/MG bakteridln{
DNA (Ref.: MBTC024-R), pfinesla pozitivni vysledky pro vSechny vzorky, jak se olekavalo.

11.5. Prenos

Experimentalni studie byly pouzity k rizeni prenosového Ucinku zarizeni. K testovani tohoto
parametru byl nejprve pouzit jeden vysoce pozitivni klinicky vzorek, po kterém nasledoval jeden
negativni klinicky vzorek. Pro proces extrakce byl pouzit extrakéni systém Unio B24 a souprava Unio
Bacterial DNA Extraction Kit s poc¢atecnim objemem 600 pl a elu¢nim objemem 100 pul. Nasledné byl

pro analyzu pouzit pfistroj Montania 4896 Real-Time PCR.

V kazdém béhu bylo testovano 5 vysoce pozitivnich vzorkl, mezi nimiz bylo rozptyleno 5
negativnich klinickych vzork. Tento pFistup zajistil splnéni vykonnostnich kritérii. Konkrétné& se
olekavalo, 7e v8ech 5 negativnich vzorkd pfinese negativni vysledky v kazdém béhu, bez jakékoli
kontaminace pfedchozim vysoce pozitivnim vzorkem. Kritéria pfijatelnosti byla definovana jako
absence hodnoty CT v negativnich vzorcich. NiZze jsou uvedeny vysledky ziskané z experimentalnich
studii hodnoticich prenosové Ucinky Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1:

Vzorek Béh 1 Béh 2 Béh 3 Béh 4 Béh 5
Vysoce pozitivni
vzorek CT/NG/MG Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
(replikace 1)
Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni
vzorek (bez CT) (bez CT) (bez CT) (bez CT) (bez CT)

(opakovani 1)
Vysoce pozitivni

Vzorek CT/NG/MG Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
(replikace 2)

Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni

vzorek (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT)

(Replikace 2)
Vysoce pozitivni

Vzorek CT/NG/MG Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
(replikace 3)

Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni

vzorek (bez CT) (bez CT) (bez CT) (bez CT) (bez CT)

(opakovani 3)
Vysoce pozitivni

Vzorek CT/NG/MG Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
(replikace 4)

Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni

vzorek (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT)

(opakovani 4)
Vysoce pozitivni

vzorek CT/NG/MG Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
(Replikace 5)

Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni

vzorek (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT)

(opakovani 5)
Tabulka 23: Pfenosové ucinky soupravy panelu Bosphore CT/NG/MG vi1

Kéd: MB534v6f
Datum: 08. kvétna 2024 58 /62



Na z&kladé ziskanych dajd véechny negativni vzorky vykazovaly "Z&dné CT", jak se ocekavalo.
A bylo zjisténo, Ze nedoslo k zadnému prenosovému efektu pro vSechny negativni vzorky ve vSech

sériich.
11.6. Stabilita Real-Time

Podle extrapolovanych udajl a Gdajd o zrychlené stabilit&, stejné jako experimentl se stabilitou

v redlném ¢ase, naznacuji, Ze trvanlivost soupravy je 18 mé&sicl pro optimalni vykon.
11.7. Stabilita pfFi pouziti

Sada panell Bosphore CT/NG/MG v1 proéla komplexnim testovanim stability b&hem pouzivani,
aby byl zajitén spolehlivy vykon v rliznych podminkach. Stabilitni studie se Fidily pokyny CLSI25A a
EN ISO 23640:2015.

Pro vyhodnoceni stability soupravy byly navrzeny experimentalni sestavy, které simulovaly
scénafe z redlného svéta. Bylo provedeno nékolik cykld zmrazeni/rozmrazeni na dvou rlznych
koncentracich (100xLOD a 3xLOD) vzorkd mo¢i a vytérd spolu s pozitivnimi a negativnimi kontrolami.
Souprava byla poté porovnana s vysledky z 0. dne. Pro statistickou analyzu byl pouzit t-test

(dvouvybé&rovy za predpokladu nestejnych rozptyll, dvoustranny).

Zjisténi ukézala, e Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl z(stava stabilni az do tH cykld
zmrazeni/rozmrazeni. Pro optimalni vykon se tedy doporucuje omezit soupravu na tfi cykly

zmrazeni/rozmrazeni.

Dale byla hodnocena stabilita soupravy béhem 90minutové inkubace v chladicim stojanu Unio
96 Extraction & PCR Setup System. Analyza zahrnovala testovani dvou koncentraci (100xLOD a
3xLOD) vzorkd modi a vytérd a jejich porovnani s referenéni soupravou. Statistickd analyza prokazala,

7e souprava zlstala b&hem inkubace ve studeném stojanku stabilni (p>0,05).

Tyto studie stability pfi pouzivani ujistuji uzivatele, e sada panell Bosphore CT/NG/MG v1 si

zachovava svij vykon a zajistuje presné a spolehlivé vysledky pro aplikace PCR v readlném &ase.
11.8. Stabilita pfi prepravé

Tato Cast obsahuje pokyny pro hodnoceni pfepravni stability (pfepravni stability) sady Bosphore
CT/NG/MG Panel Kit v1 prostfednictvim experimentalnich studii provedenych na pfistroji Montania
4896 Real-Time PCR Instrument (Anatolia Geneworks). U¢elem tohoto hodnoceni je zjistit, zda je

vykon soupravy ovlivnén prfepravnimi podminkami.

Pro posouzeni prepravniho retézce byla souprava odeslana leteckou dopravou za béZznych
prepravnich podminek a vracena do Ustfedi. Tento proces nam umoznil otestovat stabilitu zafizeni
béhem prepravy.

Na zadkladé ziskanych statistickych Gdajd bylo zji$t&no, Ze neexistuje statisticky vyznamny

Kéd: MB534v6f
Datum: 08. kvétna 2024 59/ 62



rozdil mezi vSemi matricemi a vSemi koncentracemi v testovaném zafizeni pfed a po odeslani.
Vysledkem je, Ze souprava Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl Real-Time PCR Kit je podle statistickych
Gdajl (p >0,05) stabilni, pFestoZe byla prepravovana, b&hem prepravy travila ¢as na suchém ledu a

pfi navratu dokonce ztracela cas.

Stabilita prepravy byla ovéfena pomoci 25 kg suchého ledu, 2 gelovych oball se studenym
Fetézcem a 1 tepelného indikatoru po dobu az 6 dnl. Pfepravni box musi byt vyroben z polystyrenu
se specifikacemi; rozmér vnéjsi ¢asti 675x520x300 mm, vnitini rozmér 575x420x200 mm, tloustka
stény 50 mm, hustota 30 kg/m3. Vlastnosti gelovych oball se studenym Fetézcem musi mit hmotnost
500+50 grami a musi byt naplnény gelem se studenym fetézcem. Kruh tepelného indikatoru musi
byt po prepravé bily. Nakonec musi byt polystyrenova krabice a prohlubné vika Uhledné zarovnany a
pevné uzavreny lisovanim shora a utésnény lepici paskou o velikosti 45 mm x 100 m, pficemz kolem
vika se utésni alesponn 3 naboji. Polystyrénova krabice obsahujici sadu Real Time PCR o
specifikovanych rozmérech nesmi byt oteviena v zadné fazi prepravy a pfi prijeti musi obsahovat
suchy led. Také pokud dojde ke zméné nékteré z uvedenych podminek, je nutné studii stability
dopravy opakovat. Na zakladé téchto zjisténi musi byt validovany rozsah pfepravnich teplot v rozmezi
-20 °C az -90 °C.

11.9. Metrologicka navaznost

Metrologickd navaznost pozitivni kontroly soupravy Bosphore CT/NG/MG Panel Kit vl je
kalibrovéana z hlediska hodnoty koncentrace/CT vi¢ DNA kontroly Amplirun Total CT/NG/TV/MGE
(SWAB).

Experimentalni vysledky prokazaly, ze koncentrace pozitivni kontroly pro C. trachomatis je
3,598x106 kopii/ml a to odpovida prdmérné hodnoté& CT 20,6 (podle ptistroje Montania 4896 Real-
Time PCR).

Experimentalni vysledky prokazaly, ze koncentrace pozitivni kontroly pro N. gonorrhoeae je
1,134x106 kopii/ml a to odpovida primérné hodnoté& CT 21,96 (podle ptistroje Montania 4896 Real-
Time PCR).

Experimentalni vysledky prokazaly, Ze koncentrace pozitivni kontroly pro M. genitalium je
2,467x106 kopii/ml a to odpovida primé&rné hodnoté CT 20,63 (podle pfistroje Montania 4896 Real-
Time PCR).

12. TECHNICKA POMOC

V pFipadé jakékoli technické pomoci nebo dotazl tykajicich se va&i sady Real-Time PCR jsme tu,
abychom vam pomohli. Chapeme, Ze mohou nastat situace, kdy budete potifebovat odborné vedeni a
podporu. At uz mate dotazy tykajici se pouzivani sady, FeSeni problémd nebo interpretace dat, nas
specializovany tym technickych odbornikd je vdm k dispozici.

Kéd: MB534v6f
Datum: 08. kvétna 2024 60 / 62



Chcete-li kontaktovat nas tym technické podpory, pouzijte prosim kontaktni idaje uvedené v Casti 16.

Kdyz nas kontaktujete, uvedte prosim podrobné informace o vasem konkrétnim dotazu nebo
obavé. To nam umozni poskytnout vdm co nejpresnéjsi a nejefektivnéjsi pomoc. Prosime vas, abyste

si pripravili nasledujici informace:

Podrobnosti experimentu: Popiste své experimentalni nastaveni, vcetné typu vzorku, cilového
genu, reakénich podminek a jakychkoli specifickych problémd, se kterymi se setkavate. Cim vice
informaci ndm muizZete poskytnout, tim Iépe porozumime vadim potfebdm a nabidneme spravnou

podporu.

PFistrojové vybaveni a software: Pokud je to mozné, uvedte pfistroj a software Real-Time PCR,
ktery pouzivate. Tyto informace nam umozni poskytnout pokyny specifické pro moznosti a vlastnosti

vaseho pfistroje.
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15. INFORMACE PRO OBJEDNANI

ABMNC3 (100 rxn/box)
Katalogové Cislo: ABMNC2 (50 rxn/box)
ABMNC1 (25 rxn/box)

16. KONTAKTNI INFORMACE

Anatolia Tani ve Biyoteknoloji Uriinleri Arastirma
Gelistirme Sanayi ve Ticaret A.S
Adresa: Hasanpasa Mah. Beydagi Sok. No: 1-9H, 34920
Sultanbeyli / Istanbul / Tirkiye

Aydinli Sb Ma_h. Matras Cad. No: 18/Z02, 34956
Tuzla / Istanbul / Tlrkiye

Telefon: +90 216 330 04 55 Fax: +90 216 330 00 42
E-mail: info@anatoliageneworks.com
www.anatoliageneworks.com

Anatolia Geneworks®, Bosphore®, Montania® a Unio® jsou registrované ochranné
znamky spolec¢nosti
Anatolia Tani ve Biyoteknoloji A.S.
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