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1. POPIS PRODUKTU A POUŽITÍ  

 

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 je souprava pro polymerázovou řetězovou reakci v reálném 

čase určená pro kvalitativní detekci Chlamydia trachomatis (C.  trachomatis), bakteriální DNA 

Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) a Mycoplasma genitalium (M. genitalium). Souprava je 

určena k použití se vzorky extrahovanými z vaginálních výtěrů, endocervikálních výtěrů, výtěrů z 

močové trubice, moči a očních výtěrů od jedinců podezřelých z infekce těmito bakteriemi, jak určí 

zdravotnické orgány. 

Tato souprava v multiplexním formátu má za cíl diagnostikovat přítomnost CT/NG/MG bakteriální 

DNA, a tím pomoci při diagnostice souvisejících onemocnění. Zařízení je vhodné pro použití u běžné 

populace, včetně dospělých, starších osob, těhotných jedinců, dětí a novorozenců s podezřením na 

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

Pozitivní výsledky ukazují na přítomnost CT/NG/MG bakteriální DNA. Pozitivní výsledek však 

nevylučuje možnost infekce jinými patogeny. Negativní výsledky by neměly být pouze používány k 

vyloučení infekce CT/NG/MG a musí být interpretovány ve spojení s klinickými pozorováními, 

anamnézou pacienta a epidemiologickými informacemi. 

Sada panelu Bosphore CT/NG/MG v1 je určena pro použití kvalifikovaným a vyškoleným 

klinickým laboratorním personálem, který absolvoval nezbytné školení v oblasti analýzy dat Real-Time 

PCR a provádění diagnostických postupů in vitro. 

Tato souprava detekuje tři patogeny, jmenovitě C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium, 

v jedné zkumavce pomocí jediného vzorku. Konzervované oblasti genu OmpA pro C. trachomatis, 

genu Porin pro N. gonorrhoeae a genu mgpC pro M. genitalium jsou zaměřeny na specifickou 

identifikaci každého patogenu. Fluorescenční detekce je dosažena pomocí filtrů FAM, HEX, Texas RED 

a Cy5. Sada obsahuje vnitřní kontrolu, syntetickou molekulu DNA, která zajišťuje kvalitu extrakce 

DNA, identifikuje inhibici PCR a pomáhá předcházet chybám při aplikaci. Vnitřní kontrolu lze přidat 

buď během kroku DNA extrakce, nebo PCR. 
 

 

Pokud má být extrakce DNA provedena pomocí sady Bosphore STD EX-Tract Kit, lze 

vnitřní kontrolu přidat pouze z kroku PCR. 

 

FAM 

(Gen) 

HEX 

(Gen) 

Texas RED 

(Gen) 
Cy5 

Chlamydia trachomatis 

(OmpA) 

Neisseria gonorrhoeae 

(Porin) 

Mycoplasma genitalium 

(mgpC) 

 

Vnitřní kontrola 

Tabulka 1: Kanály, kterými jsou patogeny kontrolovány, a související geny 
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Zařízení je určeno k tomu, aby bylo kompatibilní a pro použití s následujícími systémy Real-Time 

PCR a extrakce DNA. 

 

• 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 qPCR Cycler 

(Biomolecular Systems). 

• 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 má integrovanou vnitřní kontrolu pro kontrolu extrakce DNA, inhibice PCR nebo 

aplikačních problémů. Zesílení dat vnitřní kontroly jsou detekována pomocí Cy5. Vnitřní kontrolu lze 

přidat buď během extrakce DNA nebo v kroku PCR. 

2. OBSAH 

 

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 se skládá z následujících dH2O, Real-Time PCR Master Mix, 

pozitivní kontroly a vnitřní kontroly. 

 

Komponenta Činidlo 100 reakcí 50 reakcí 25 reakcí 

1 dH2O (1 000 μl) (1 000 μl) (1 000 μl) 

2 PCR Master Mix (825 μl x 2) (825 μl) (413 μl) 

3 Vnitřní kontrola (600 μL x 2) (600 μl) (600 μl) 

4 Pozitivní kontrola (140 μl x 2) (140 μl) (140 μl) 

Tabulka 2: Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 Obsah 

 
 

 

Před prvním použitím pečlivě zkontrolujte produkt a jeho součásti, abyste se ujistili, že 

jsou kompletní z hlediska množství, typu a obsahu. Nepoužívejte vadný nebo neúplný 

produkt, protože by to mohlo ohrozit výkon soupravy. 

3. SKLADOVÁNÍ 

 

Reagencie PCR pro sadu Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 by měly být skladovány při teplotě -20 °C. 

Je třeba se vyvarovat opakovaného rozmrazování a zmrazování (>3x), protože to může snížit citlivost. 

Pokud mají být složky použity v malých množstvích, měly by být zmrazeny v alikvotních částech. 

 

Při přípravě PCR by složky neměly být vystaveny pokojové teplotě a složky hlavního mixu PCR 

by neměly být vystaveny světlu nebo vzduchu více, než je nutné. Lahvičky musí být uzavřeny s 

výjimkou pipetování. Doporučujeme připravit PCR na chladícím bloku a PCR master mix uchovávat v 

uzavřené nádobě. 
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Pokud jsou komponenty skladovány podle doporučených podmínek, zůstanou stabilní až do data 

expirace uvedeného na etiketách. 

 

4. POTŘEBNÉ MATERIÁLY A ZAŘÍZENÍ  

 

• 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 qPCR Cycler 

(Biomolecular Systems), 

• 0,1 ml nebo 0,2 ml tenkostěnné zkumavky PCR, destičky nebo proužky PCR, 

• 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), 

• Mraznička (-20 °C), 

• Stolní centrifuga s rotorem pro mikrocentrifugační zkumavky o objemu 1,5 ml nebo 2 ml, 

• Kalibrované nastavitelné mikropipety, 

• DNase, RNáza, bezpyrogenní mikropipetovací špičky s filtry, 

• Mikrocentrifugační zkumavky o objemu 1,5 ml nebo 2 ml bez obsahu zkumavek DNáza, RNáza, 

bez pyrogenů, 

• Jednorázové laboratorní rukavice a laboratorní pláště. 

 

5. DŮLEŽITÉ POZNÁMKY A BEZPEČNOSTNÍ POKYNY  

 

Datum dodání a vypršení platnosti: 

 

• Výrobek by měl být dodáván na suchém ledu. Po příjezdu si ověřte jeho přítomnost. 

• Po příjezdu zkontrolujte data expirace na krabici a štítcích tuby. Nepoužívejte produkty 

nebo komponenty, jejichž platnost vypršela. 

Manipulace a prevence kontaminace: 

 

• Se součástmi produktu a vzorky zacházejte správně, abyste zabránili kontaminaci a udrželi 

optimální výkon. 

• Provádějte extrakci nukleových kyselin, nastavení PCR a analýzu PCR v různých oddílech. 

Vzorky skladujte odděleně, aby nedošlo ke kontaktu se součástmi soupravy. 

• Vyvarujte se výměny lahviček nebo uzávěrů lahví. 

• Skladujte vzorky a kontaminované materiály odděleně od součástí soupravy. 

• Po amplifikaci neotvírejte PCR destičky a/nebo zkumavky. 

• Pro nastavení PCR a extrakci nukleových kyselin použijte samostatné/přiřazené sady 
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mikropipet. 

• Noste laboratorní pláště, čepice, masky a čisté páry rukavic specifické/určené pro operace 

nastavení PCR, extrakce nukleových kyselin a analýzy PCR. 

Použití komponenty: 

 

• Nekombinujte komponenty z různých šarží sad, protože by to mohlo ohrozit výkon 

produktu. 

• Používejte pouze specifikované typy vzorků dodané s touto sadou. Použití jiných typů 

vzorků může ohrozit výkon produktu. 

• Zajistěte správnou centrifugaci složek produktu po rozmrazení, aby nedošlo ke kontaminaci 

zbytky reagencií ve víčkách, která by mohla ohrozit výkon produktu. 

Nastavení a analýza PCR: 

 

• Přítomnost inhibitorů PCR může vést k falešně negativním nebo neplatným výsledkům. 

• Postupujte podle zadaných svazků pro nastavení komponent uvedených v návodu k použití. 

Použití různých svazků ovlivňuje výkon produktu. 

 

 

 

Buďte opatrní, abyste se vyhnuli záměně vzorků nebo ID vzorků během nastavování PCR 

nebo přenosu do přístroje PCR, protože nesprávné přiřazení samples může vést k falešně 

pozitivním nebo falešně negativním výsledkům. 

• Dodržujte stanovené podmínky cyklování uvedené v návodu k použití. Použití jiných 

podmínek jízdy na kole může ohrozit výkon produktu. 

• Používejte pouze kontrolní nastevení specifikovaná v návodu k použití pro analýzu dat. 

Použití různých kontolních nastavení může vést k nesprávným výsledkům. 

 

Vybavení a rozmrazování: 

 

• Používejte kalibrované nebo ověřené mikropipety, bezpázové a bezpyrogenní 

mikropipetovací špičky s filtry a mikrocentrifugačními zkumavkami bez RNáz, RNáz a 

pyrogenů. 

• Před zahájením zkušebního postupu důkladně rozmrazte všechny součásti. Po rozmrazení 

krátce odstřeďte (odstřeďujte 3-5 sekund) a před použitím dobře promíchejte, abyste 

zajistili homogenitu. 

• Udržujte součásti soupravy na ledu nebo chladicím bloku, dokud není reakce připravena, a 

rychle je vraťte na -20 ºC. 

Bezpečnostní opatření a likvidace odpadu: 

 

• Prohlédněte si informace o patogenech, abyste si byli vědomi zdravotních rizik. 

• Přezkoumejte postupy čištění/dezinfekce vhodné pro příslušné patogeny. 
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S biologickými vzorky zacházejte s maximální opatrností v mikrobiologické bezpečnostní 

skříni příslušné třídy. Vyhněte se fyzickému kontaktu s patogeny nošením laboratorních 

plášťů, brýlí, čepic, masek a rukavic. Nejezte ani nepijte na pracovišti a zabraňte 

neoprávněným osobám v přístupu do pracovního prostoru. 

• Zlikvidujte všechny patogenní odpady vzniklé během kroku extrakce nukleových kyselin, 

včetně vzorků výtěrů a moči a materiálů, které s nimi přicházejí do styku, do zdravotnického 

odpadu v souladu s místními předpisy pro bezpečnou likvidaci. 

• Obalové materiály soupravy a plastové jednorázové výrobky mohou mít vliv na životní 

prostředí. Dodržujte vhodné protokoly recyklace nebo likvidace, abyste minimalizovali dopad 

na životní prostředí. Laboratoře musí splňovat místní předpisy pro bezpečnou likvidaci 

obalových materiálů a jednorázových plastů. 

 

5.1. Zbytková rizika 

 

I když byla tato souprava Real-Time PCR navržena tak, aby usnadnila přesnou detekci Chlamydia 

trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a Mycoplasma genitalium, je důležité si uvědomit určitá zbytková 

rizika spojená s jejím používáním. V souladu s předpisy byla poskytnuta následující omezení, 

kontraindikace, bezpečnostní opatření nebo varování, aby byla zajištěna bezpečnost uživatelů a 

spolehlivé výsledky: 

5.1.1. Omezení vzorku a detekce 

 

Tato souprava je speciálně určena pro použití s následujícími typy vzorků: vaginální výtěry, 

endocervikální výtěry, výtěry z moči, moči a očí. Při použití s jinými typy vzorků nemusí poskytovat 

přesné výsledky. 

Souprava je určena pro detekci Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a 

Pouze Mycoplasma genitalium . 

 

5.1.2. Kontraindikace 

 

Neexistují žádné specifické kontraindikace spojené s použitím této sady PCR. Lze jej použít ve 

všech věkových skupinách za předpokladu, že jsou odebrány vhodné vzorky. 

5.1.3. Opatření 

 

Podrobná opatření, která je třeba přijmout při používání sady, naleznete v celém 

"POŽADOVANÝCH MATERIÁLECH A ZAŘÍZENÍCH" a v této části uživatelské příručky. Tato opatření 

pokrývají aspekty, jako je odběr vzorků, manipulace s činidly a bezpečnostní opatření k zajištění 

přesných a spolehlivých výsledků. 
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Je důležité si uvědomit, že pokud je souprava používána během své doby použitelnosti, za 

vhodných skladovacích podmínek, ve vhodném laboratorním prostředí a kompetentním technickým 

personálem, neočekávají se žádné problémy. Je však důležité dodržovat bezpečnostní opatření a 

pokyny uvedené v uživatelské příručce, aby se minimalizovala případná rizika spojená s používáním 

sady. 

Pečlivě si prosím přečtěte a pochopte všechny poskytnuté informace, včetně omezení, 

bezpečnostních opatření a pokynů uvedených v uživatelské příručce, abyste zajistili bezpečné a 

efektivní používání této sady Real-Time PCR. 

 
 

 

Tyto informace slouží jako doplněk k uživatelské příručce a měly by být považovány za 

nezbytnou součást návodu k použití. 

 

 

Dokument Souhrn bezpečnosti a výkonu (SSP) naleznete na adrese: 

https://anatoliageneworks.com/SSP/SSP_Bosphore_CT_NG_MG_Panel_Kit_v1_v00.pdf 

6. OMEZENÍ POUŽITÍ PRODUKTU 

 

• Všechny složky mohou být použity výhradně pro diagnostiku in vitro . 

• Tento produkt by měl být používán touto uživatelskou příručkou. 

• Tento produkt by měl být používán personálem speciálně vyškoleným k provádění 

laboratorních technik molekulární genetiky. 

 

7. NÁKAZA 

 

7.1. Struktury Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a Mycoplasma 

genitalium 

Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae a Mycoplasma genitalium jsou bakteriální 

patogeny, které mohou způsobit sexuálně přenosné infekce. C. trachomatis a N. gonorrhoeae jsou 

gramnegativní bakterie, zatímco M. genitalium je grampozitivní bakterie. 

C. trachomatis má kulovitý tvar o průměru přibližně 300 až 1 000 nm. Jedná se o obligátní 

intracelulární bakterii, která má složitý životní cyklus zahrnující dvě odlišné vývojové formy, 

elementární tělo (EB) a síťované tělo (RB) (Kuo et al., 1995). EB je infekční forma bakterie a může 

přežít mimo hostitelskou buňku. 

N. gonorrhoeae má morfologii ve tvaru fazole a měří přibližně 0,6 až 1,0 μm na šířku a 0,9 až 

1,5 μm na délku (Unemo & Shafer, 2014). Jedná se o fakultativní intracelulární bakterii, která může 

přežít a replikovat se uvnitř hostitelských buněk, jako jsou neutrofily. 

M. genitalium je malá bakterie o průměru přibližně 200 až 300 nm. Postrádá buněčnou stěnu a 

výraznou membránu obsahující cholesterol (Borgogna et al., 2020). Jedná se o obligátní intracelulární 

https://anatoliageneworks.com/SSP/SSP_Bosphore_CT_NG_MG_Panel_Kit_v1_v00.pdf
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bakterii, která se může replikovat pouze uvnitř hostitelských buněk. 

K přenosu těchto patogenů může dojít pohlavním stykem a příznaky se mohou lišit v závislosti 

na konkrétním patogenu a místě infekce. 

 

Příznaky  infekcí C. trachomatis a N. gonorrhoeae mohou zahrnovat výtok, bolestivé močení a 

pánevní bolest, zatímco  infekce M. genitalium mohou způsobit uretritidu nebo cervicitidu (Falk et al., 

2005). Další podrobnosti o přenosu a příznacích budou diskutovány ve zprávě o hodnocení výkonu. 

7.2. Strukturní složky C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium 

 

C. trachomatis je gramnegativní bakterie složená z několika strukturních složek. Chromozom je 

malá, kruhová, nemethylovaná molekula DNA, která postrádá histony. Vnější membrána obsahuje 

porinové proteiny a lipopolysacharidy, zatímco peptidoglykanová vrstva chybí. 

C. trachomatis má také sekreční systém typu III, který napomáhá invazi hostitelských buněk a 

získávání živin. Přítomna jsou také inkluzní tělíska, což jsou husté struktury vázané na membránu, 

kde se bakterie replikuje. 

N. gonorrhoeae je gramnegativní bakterie s několika klíčovými strukturálními složkami. 

Chromozom je velká, lineární molekula DNA, která postrádá histony. Vnější membrána obsahuje 

porinové proteiny, lipooligosacharidy a různé proteiny vnější membrány. Peptidoglykanová vrstva je 

přítomna, ale tenká a nachází se mezi vnitřní a vnější membránou. N. gonorrhoeae má také sekreční 

systém typu IV, který se podílí na invazi hostitelských buněk, získávání živin a přenosu DNA. Pili, 

vlasové struktury, které napomáhají adherenci a invazi hostitelských buněk, jsou také přítomny. 

M. genitalium je malá bakterie s jedinečnými strukturálními složkami. Genom je malá, kruhová, 

dvouvláknová molekula DNA, která postrádá buněčnou stěnu. Membrána obsahuje cholesterol a 

glykolipidy, ale žádnou peptidoglykanovou vrstvu. Jsou přítomny adheziny, což jsou povrchové 

proteiny, které napomáhají adherenci k hostitelským buňkám. 

 

 
Bakterie 

Konstrukční 
komponenta 

 
Popis 

 
 
 
 
 
 
 

 
C. trachomatis 

Elementární 
tělesa 
(EBs) 

Tuhý, kulový tvar o průměru asi 300-400 nm; Skládá se z tuhé vnější 
membrány, peptidoglykanové vrstvy a vnitřní membrány. 

Síťovaná tělesa 
(RBs) 

Větší a více pleomorfní než EB; obsahují více nukleoidů a pružnější vnější 
membránu. 

 
Unikátní buněčná 

stěna 

Skládá se z lipopolysacharidů a peptidoglykanu; postrádá kyselinu muramovou 
a má jedinečné složení muropeptidu. 

 
Inkluzivní orgány 

Obsahují živiny odvozené z hostitelských buněk a lze je vizualizovat pomocí 
Giemsových nebo jódových skvrn; vzniklý z invaginací membrány hostitelských 
buněk. 

 
Malý genom 

Skládá se z jediného kruhového chromozomu o velikosti asi 1,04 Mb, 
postrádajícímu RNA polymerázu nebo metabolické enzymy pro de novo 
biosyntézu nukleotidů nebo aminokyselin. 
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Sekreční systém 

typu III 
Specializovaný systém sekrece proteinů, který dodává efektorové proteiny do 
hostitelských buněk. 

 
Serovar diverzita 

Existuje nejméně 15 různých sérovarů C. trachomatis, z nichž každý má odlišné 
antigenní vlastnosti. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
N. gonorrhoeae 

 
Vnější membrána 

Obsahuje lipopolysacharidy, vnější membránové proteiny a fosfolipidy; má 
jedinečnou lipidovou strukturu A, která přispívá k patogenezi. 

 
Pilus typu IV 

Hlavní faktor virulence a cíl pro imunitní únik, který se podílí na připojení k 
hostitelským buňkám a vychytávání DNA během přirozené transformace. 

 
Fimbriae 

Podílí se na připojení k hostitelským buňkám a antigenní variaci; Existuje 
několik typů fimbrií, včetně typů 1, 2 a 5. 

 
Složitý genom 

Skládá se z jednoho kruhového chromozomu o velikosti asi 2,25 Mb a několika 
plazmidů; s mnoha geny kódujícími proteiny buněčného povrchu a adheziny. 

Dvousložkový 
regulační systém 

Řídí genovou expresi v reakci na podněty z prostředí; Skládá se ze senzorkinázy 
a regulátoru odezvy. 

 
Opa proteiny 

Vnější membránové proteiny zprostředkovávají připojení k hostitelským buňkám 

a imunitní únik; existuje několik typů proteinů Opa s výraznými antigenními 
vlastnostmi. 

 
Varianta LOS 

Struktury lipooligosacharidů (LOS) se u různých kmenů liší, což přispívá k 
antigenní rozmanitosti. 

 
 
 
 
 
 

 
M. genitalium 

Jednoduch
á buněčná 
membrána 

Postrádá buněčnou stěnu a skládá se z lipidů a proteinů; Obsahuje cholesterol 
pro stabilitu. 

 
Cytoskelet 

Skládá se z proteinů podobných aktinu, které tvoří síť vláken v buňce, poskytují 
strukturální podporu a hrají roli při dělení buněk. 

 
Adhesiny 

Včetně P140 a P110, které se podílejí na připojení k hostitelským buňkám a 
patogenezi; P140 má špičatou strukturu, která může interagovat s povrchovými 
receptory hostitelských buněk. 

 
Malý genom 

Skládá se z jediného kruhového chromozomu o velikosti asi 580 kb, 
postrádajícího geny pro mnoho metabolických drah. 

Unikátní 
systém 
tRNA 

Používá nekanonický iniciační kodon pro iniciaci translace; iniciátor tRNA 
obsahuje pár bází C-U ve stonku antikodonu. 

Tabulka 3: Souhrn strukturních složek bakterií C. trachomatis, N. gonorrhoeae 

a M. genitalium. 

 

Obrázek 1: Vývojový cyklus C. trachomatis (Schust et al., 2012) 
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Obrázek 2: Schematická struktura N. gonorrhoeae (Quillin & Seifert, 2018) 

 

 

 

Obrázek 3: Schematická struktura M. genitalium (Wu et al., 2022) 

 

7.3. Globální prevalence a míra incidence 

 

Podle Světové zdravotnické organizace (WHO) je na celém světě každý den získáno více než 1 

milion sexuálně přenosných infekcí (STI), z nichž většina je asymptomatická. 

Odhaduje se, že každý rok se objeví 374 milionů nových infekcí jednou ze tří léčitelných pohlavně 

přenosných chorob: chlamydiemi, kapavkou a trichomoniázou. 
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V roce 2020 WHO odhadla 367 milionů nových infekcí jednou ze tří pohlavně přenosných chorob, 

včetně chlamydií (129 milionů), kapavky (82 milionů) a trichomoniázy (156 milionů). Pohlavně 

přenosné choroby (jako kapavka) mohou zvýšit riziko získání HIV. Pohlavně přenosné choroby, jako 

je kapavka a chlamydie, jsou hlavními příčinami zánětlivých onemocnění pánve a neplodnosti u žen 

(WHO, 2022). 

 

Obrázek 4: Míra pohlavně přenosných chorob podle zemí, 2023 

 

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

 

C. trachomatis: 

 

Mladí lidé: Chlamydie jsou nejčastější u sexuálně aktivních jedinců ve věku do 25 let, přičemž 

nejvyšší výskyt je u dospívajících a mladých dospělých ve věku 15-24 let. 

Ženy: U žen je větší pravděpodobnost než u mužů, že jim budou diagnostikovány chlamydie. To 

může být částečně způsobeno tím, že infekce může být asymptomatická až u 70 % žen. 

Muži, kteří mají sex s muži (MSM): MSM je vystavena zvýšenému riziku chlamydií, 

pravděpodobně kvůli vyšší míře nechráněného análního sexu v této populaci. 

Lidé s více sexuálními partnery: Mít více sexuálních partnerů může zvýšit riziko chlamydií a 

dalších pohlavně přenosných chorob. 

 

N. gonorrhoeae: 

 

Mladí lidé: Stejně jako u chlamydií je kapavka nejčastější u sexuálně aktivních jedinců mladších 

25 let, přičemž nejvyšší výskyt je u dospívajících a mladých dospělých ve věku 15-24 let. 

Muži, kteří mají sex s muži (MSM): MSM je vystaven vyššímu riziku kapavky než heterosexuální 

muži, pravděpodobně kvůli vyšší míře nechráněného análního sexu v této populaci. 
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Afroameričané: Afroameričané mají vyšší výskyt kapavky než jiné rasové a etnické skupiny ve 

Spojených státech. To může být částečně způsobeno faktory, jako je chudoba, omezený přístup ke 

zdravotní péči a stigma kolem pohlavně přenosných chorob. 

Lidé s více sexuálními partnery: Mít více sexuálních partnerů může zvýšit riziko kapavky a dalších 

pohlavně přenosných chorob. 

 

M. genitalium: 

 

Muži, kteří mají sex s muži (MSM): MSM je vystaven zvýšenému riziku  infekce M. genitalium, 

pravděpodobně kvůli vyšší míře nechráněného análního sexu v této populaci. 

Ženy: M. genitalium byla identifikována jako příčina cervicitidy (zánětu děložního čípku) a dalších 

genitálních infekcí u žen. 

Lidé s více sexuálními partnery: Stejně jako u chlamydií a kapavky může mít více sexuálních 

partnerů zvýšit riziko M. genitalium a dalších pohlavně přenosných chorob (WHO, 2016). 

Závěrem lze říci, že zatímco kdokoli sexuálně aktivní může být ohrožen C. trachomatis, N. 

gonorrhoeae a M. genitalium, některé populace jsou vystaveny zvýšenému riziku kvůli řadě faktorů, 

jako je věk, sexuální orientace a několik sexuálních partnerů. Jedinci v těchto vysoce rizikových 

skupinách se musí pravidelně testovat na pohlavně přenosné choroby (Kreisel, K et al., 2021). 

7.5. Současná praxe 

 

C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium jsou tři z nejběžnějších sexuálně přenosných 

infekcí (STI) na celém světě. Mohou způsobit širokou škálu příznaků, od mírných až po závažné, a 

mohou vést k vážným dlouhodobým zdravotním následkům, jako je neplodnost, mimoděložní 

těhotenství a zánětlivé onemocnění pánve. Proto je včasná a přesná diagnostika těchto infekcí zásadní 

pro účinnou léčbu a prevenci dalšího přenosu. 

Pro detekci těchto pohlavně přenosných chorob je k dispozici několik testovacích metod, z nichž 

každá má své výhody a omezení. Mezi nejpoužívanější testovací metody patří amplifikační testy 

nukleových kyselin (NAAT), enzymové imunosorbentní testy (ELISA), kultivační testy a testy v místě 

péče (POCT). 

NAAT jsou vysoce citlivé a specifické testy, které amplifikují genetický materiál bakterií, buď DNA 

nebo RNA, aby zjistily jejich přítomnost ve vzorku pacienta. Tyto testy mohou detekovat i malé 

množství bakteriální DNA nebo RNA a lze je provádět na různých typech vzorků, včetně výtěrů moči, 

vaginálních, děložního čípku, konečníku a hltanu. K dispozici jsou různé typy NAAT, jako je 

polymerázová řetězová reakce (PCR), amplifikace zprostředkovaná transkripcí (TMA) a amplifikace 

posunu řetězců (SDA), s různou citlivostí a specificitou. 
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ELISA jsou testy založené na protilátkách, které detekují přítomnost specifických protilátek proti 

bakteriím v séru nebo plazmě pacienta. Tyto testy jsou méně citlivé a specifické než NAAT a mohou 

detekovat pouze přítomnost minulých nebo současných infekcí, nikoli časných nebo asymptomatických 

infekcí. ELISA se používají především pro epidemiologické studie a pro sledování šíření infekcí v 

populaci. 

Kultura zahrnuje pěstování bakterií v laboratorním prostředí ze vzorku pacienta. Kultura byla v 

minulosti zlatým standardem pro testování STI, ale nyní se používá méně běžně kvůli své nižší citlivosti 

a delší době zpracování ve srovnání s NAAT. Kultivace může být také náročná na provádění a vyžaduje 

specializované laboratorní vybavení a zkušený personál. Kultivace však zůstává cenným nástrojem 

pro detekci antibiotické rezistence, která je stále větším problémem v léčbě  infekcí C. trachomatis a 

N. gonorrhoeae. Kultivace je také jedinou dostupnou metodou pro detekci M. genitalium, která není 

schválena FDA. 

POCT jsou rychlé diagnostické testy, které mohou poskytnout výsledky během několika minut, 

obvykle v klinickém prostředí, jako je ordinace lékaře nebo komunitní klinika. POCT mohou být 

prováděny nelaboratorním personálem a vyžadují minimální školení, takže jsou vhodné pro použití v 

oblastech s omezenými zdroji nebo v odlehlých oblastech. 

POCT pro C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium jsou však méně citlivé a specifické než 

NAAT a falešně pozitivní a falešně negativní výsledky jsou běžné (Muralidhar S., 2015). 

V současné době je k dispozici několik POCT pro detekci C. trachomatis a 

N. gonorrhoeae. Neexistují však žádné POCT schválené FDA pro detekci M. genitalium (Reinton et al., 

2013). 

Závěrem lze říci, že NAAT jsou nejcitlivější a nejspecifičtější testovací metodou pro detekci 

C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium a jsou široce používány v klinické praxi. Enzymové 

imunosorbentní testy (ELISA) a kultury se používají méně často, ale zůstávají cennými nástroji pro 

epidemiologické a antibiotické rezistence. Testy v místě péče (POCT) poskytují rychlé výsledky, ale 

jsou méně citlivé a specifické než NAAT a měly by být používány s opatrností. Volba testovací metody 

závisí na různých faktorech, jako je populace pacientů, klinické prostředí, dostupné zdroje a 

výkonnostní charakteristiky testu. Je důležité zvolit vhodnou testovací metodu, aby byla zajištěna 

přesná diagnóza a vhodná léčba těchto běžných pohlavně přenosných chorob (Calas et al., 2021). 

7.6. Typ vzorku pacienta 

 

C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium jsou bakteriální patogeny, které způsobují 

pohlavně přenosné choroby u lidí. Real-Time PCR je výkonný molekulární nástroj používaný k detekci 

těchto patogenů v klinických vzorcích s vysokou citlivostí a specificitou, a to i při nízkých hladinách 

bakteriální DNA ve složitých vzorcích. 
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Klinické vzorky použité pro qPCR analýzu C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium 

zahrnují výtěry, moč a další genitální vzorky, které závisí na místě infekce a příznacích pacienta. 

Vzorky výtěrů jsou nejpoužívanějšími vzorky pro qPCR analýzu těchto patogenů, protože jsou 

minimálně invazivní a mohou je snadno odebrat vyškolení zdravotničtí pracovníci. Pro detekci C. 

trachomatis a N. gonorrhoeae se obvykle odebírají vzorky výtěrů z děložního čípku, močové trubice, 

konečníku nebo hltanu, v závislosti na místě infekce. U M. genitalium se vzorky výtěrů obvykle 

odebírají z močové trubice nebo děložního čípku. 

Vzorky moči jsou dalším běžným typem vzorku pro qPCR analýzu C. trachomatis, 

N. gonorrhoeae a M. genitalium. Moč prvního zachycení, která obsahuje nejvyšší koncentraci bakterií, 

se obvykle používá k detekci C. trachomatis a N. gonorrhoeae. Jakýkoli vzorek moči může být použit 

pro detekci M. genitalium. 

Pro qPCR analýzu těchto patogenů lze použít i jiné vzorky genitálií, jako jsou vaginální výtěry. 

Vaginální výtěry se obvykle používají k detekci C. trachomatis a N. gonorrhoeae u žen, zatímco 

endocervikální vzorky se používají k detekci M. genitalium. Vzorky moči se obecně používají k detekci 

těchto patogenů u mužů. 

Stručně řečeno, qPCR je vysoce citlivá a specifická metoda pro detekci C. trachomatis, 

N. gonorrhoeae a M. genitalium v klinických vzorcích. Výběr typu vzorku by měl být založen na 

klinickém úsudku a specifických požadavcích použitého testu qPCR. 

Chlamydie jsou považovány za nejběžnější bakterie způsobující genitální infekce v průmyslovém 

světě a mohou vést k závažným stavům, jako je zánětlivé onemocnění pánve (PID), s následky včetně 

neplodnosti, mimoděložního těhotenství a chronické pánevní bolesti. Screening žen s rizikem pohlavně 

přenosných chorob může snížit polovinu případů PID (Welsh et al., 1997). Pro diagnostiku 

C. trachomatis kultivací, k diagnostice se doporučují pouze vzorky z místa infekce. 

 

Kvalita buněk cervikálních vzorků z cylindrické oblasti významně ovlivňuje míru pozitivity 

diagnózy C. trachomatis kultivací, molekulárními testy a přímým fluorescenčním testem protilátek 

(DFA). Tyto rozdíly v kvalitě vzorků a citlivosti diagnostických testů významně ovlivňují určování 

prevalence v populaci. Zprávy o míře adekvátnosti cervikálních vzorků v rozmezí od 50 % do 64 % 

naznačují nutnost školení a periodické rekvalifikace klinických lékařů, kteří získávají vzorky děložního 

čípku pro testování chlamydií. 

Metody amplifikace nukleových kyselin zlepšily citlivost diagnostických testů pro detekci 

genitální chlamydiové infekce. 
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Ligázová řetězová reakce (LCR) a polymerázová řetězová reakce (PCR) jsou amplifikační 

techniky, které používají oligonukleotidové sondy nebo primery k amplifikaci cílových sekvencí. Byly 

také vyvinuty metody amplifikace ribozomální RNA, jako je amplifikace replikázy Qβ a TMA. 

Nedávné studie prokázaly, že metody amplifikace nukleových kyselin představují vysoce citlivý 

a specifický přístup k detekci C. trachomatis v genitálních vzorcích mužů a žen ve srovnání s buněčnou 

kulturou. 

Srovnávací studie mezi PCR, LCR a TMA prokázaly vysokou citlivost při detekci 

C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium z výtěrů z genitálií a moči u mužů i žen (Lee et al., 

1995). Na rozdíl od metod založených na kultuře jsou podmínky přepravy a skladování pro amplifikační 

testy méně kritické a transportní média jsou obvykle poskytována výrobcem. Zatímco diagnostika 

genitálních chlamydiových infekcí založená na buněčných kulturách vyžaduje vzorky z místa infekce s 

dostatečným množstvím elementárních tělísek (EB), amplifikační testy prokázaly vysokou účinnost při 

identifikaci genitálních chlamydiových infekcí u mužů i žen, včetně moči jako neinvazivního vzorku. 

Automatizované testy LCR a PCR na moč první vyprázdněné moči (FVU) u žen detekovaly až o 

30 % více žen infikovaných chlamydiemi než kultivace endocervikálních výtěrů (Bass et al., 1993, 

Stary et al., 1999). Testování moči amplifikačními metodami se doporučuje pro muže i ženy a citlivost 

FVU je stejná jako u vzorků děložního čípku (Quinn et al., 1996, Jensen et al., 1997). Mužská moč 

však vykazuje lepší výkonnost ve srovnání s ženskou močí. Amplifikační metody jako TMA mají nižší 

citlivost, pravděpodobně kvůli většímu počtu inhibičních látek a nižší zátěži organismů (Lee et al., 

1995, Smith & Weed, 1975). Vzhledem k tomu, že většina organismů kontaminujících moč již není 

životaschopná, moč jako neinvazivní vzorek není vhodná pro chlamydiovou diagnostiku buněčnou 

kulturou, která má citlivost pouze asi 30% (Taylor-Robinson, 1996). 

Enzymové imunotesty (EIA) byly použity k provedení antigenního testování močového sedimentu pro 

C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium. U asymptomatických osob s nízkým počtem 

elementárních tělísek (EBs) je však senzitivita těchto testů poměrně nízká (Stary et al., 1996, Gaydos 

et al., 1998). Použití neinvazivních vzorků, jako je moč, vulvální stěry a vaginální výtěry, má zásadní 

vliv na účinnost kontrolních programů u mužů i žen (Gaydos et al., 1998, Kacena et al., 1998, Stary 

et al., 1997, Limberger et al., 1992). 

Kromě toho mohou vulvální nátěry sloužit také jako vhodné neinvazivní vzorky u žen a jejich 

zpracování pro laboratorní vyšetření je nekomplikované a nezdá se, že by bylo ovlivněno inhibičními 

problémy nebo nízkou zátěží EB (Hook et al., 1997). 

Stejně jako moč však nelze vulvální výtěry doporučit pro kultivační testy kvůli nízkému počtu 

životaschopných organismů, což má za následek citlivost až 30 %. Pro EIA nelze použít ani vulvální 

nebo vaginální výtěry, a to kvůli nízkému počtu EB, což vede k citlivosti 40,7 % (Hook et al., 1997, 

Limberger et al., 1992). 
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Vaginální výtěry lze použít jako semiinvazivní vzorky místo vzorků děložního čípku a poskytují 

vysokou citlivost 91,8 % (Limberger et al., 1992). Odběr vulvy nebo pochvy mohou dokonce provádět 

ženy samy. 

Nedávné studie naznačují, že různé neinvazivní typy vzorků jsou vhodné pro vysoce citlivé 

amplifikační testy, jako je LCR, polymerázová řetězová reakce (PCR) a transkripčně zprostředkovaná 

amplifikace (TMA) a mohou být použity zejména pro testování chlamydií pro screening 

asymptomatických skupin populace. 

Předpokládaná diagnóza N. gonorrhoeae je založena na přítomnosti typických intracelulárních 

gramnegativních diplokoků se senzitivitou v rozmezí 40 % až 98 % v závislosti na symptomatickém 

stavu onemocnění u mužů a žen. Kultura gonokoků je stále považována za zlatý standard, který 

vyžaduje přítomnost životaschopných bakterií, přesné podmínky odběru a přepravy vzorků a vhodné 

kultivační médium. 

Diagnóza N. gonorrhoeae oligonukleotidem namířeným proti rRNA specifické pro gonokoky však 

měla senzitivitu a specificitu až 100 % ve srovnání s kultivační technikou (Whiley, D, 2006). 

Ve studii s celkem 502 muži a ženami byli všichni infikovaní jedinci detekováni testem DNA sondy 

(systém Gen-Probe PACE 2) pro gonokokovou diagnózu v případech nespolehlivých kultivačních 

podmínek (Limberger R.J. et al., 1992). 

Hraniční výsledky byly potvrzeny testem zkušební soutěže, aby se zabránilo falešně pozitivním 

výsledkům, zejména u žen. Bylo hlášeno, že metody amplifikace nukleových kyselin, jako je PCR nebo 

LCR, mají vysokou citlivost a specificitu pro detekci N. gonorrhoeae a C. trachomatis v urogenitálních 

vzorcích. LCR je účinný při identifikaci N. gonorrhoeae ve FVU infikovaných žen a poskytuje praktickou 

alternativu ke kultuře pro screening vysoce rizikových populací. Multiplexní PCR a LCR jsou vysoce 

citlivé pro detekci C. trachomatis i N. gonorrhoeae z jedné moči nebo genitálního výtěru, což z nich 

činí nákladově efektivnější způsob screeningu více patogenů. 

7.7. Přehled alternativních zařízení pro měření cílového analytu 

 

Real-Time PCR je běžně používaná metoda pro detekci patogenů, jako je C. trachomatis a 

N. gonorrhoeae, v klinických vzorcích. Pro měření těchto cílových analytů jsou však k dispozici i další 

zařízení a techniky. 

Jednou z alternativních metod je detekce na základě jazykové verze. Tato metoda zahrnuje růst 

patogenů v laboratorním prostředí k identifikaci a potvrzení jejich přítomnosti (Hassanzadeh, P et al., 

2013). 
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Přestože je tato metoda vysoce specifická a může poskytnout cenné informace o citlivosti na 

antimikrobiální látky, může trvat několik dní, než se získají výsledky, což může zpozdit léčbu a zvýšit 

riziko přenosu. Kromě toho detekce založená na kultuře nemusí být vždy dostatečně citlivá, aby 

detekovala nízké hladiny patogenů. 

Další možností je použití testů detekce antigenu, které detekují specifické proteiny spojené s 

patogeny. Tyto testy mohou poskytnout rychlé výsledky, často do 15 minut, a jsou relativně levné ve 

srovnání s jinými metodami. Nemusí však být tak citlivé nebo specifické jako Real-Time PCR, zejména 

pro detekci asymptomatických infekcí. Kromě toho může přítomnost nespecifických zkříženě 

reaktivních antigenů vést k falešně pozitivním výsledkům, zatímco nepřítomnost antigenů v určitých 

samples může vést k falešně negativním výsledkům. (Wi, T. E. et al., 2019). 

NAAT jsou další možností detekce cílových analytů. NAAT používají různé metody k amplifikaci 

a detekci genetického materiálu patogenů. Příklady NAAT zahrnují amplifikaci zprostředkovanou 

transkripcí (TMA), amplifikaci posunutí řetězců (SDA) a izotermickou amplifikaci zprostředkovanou 

smyčkou (LAMP). Každá z těchto metod má své výhody a nevýhody z hlediska citlivosti, specifičnosti, 

nákladů a snadnosti použití. 

TMA je vysoce citlivý a specifický NAAT, který dokáže detekovat nízké hladiny patogenů, včetně 

těch, které nemusí být detekovány metodami založenými na kultivaci. TMA je zvláště užitečná pro 

detekci asymptomatických infekcí a je schválena FDA pro detekci C. trachomatis a N. gonorrhoeae. 

TMA však vyžaduje specializované vybavení a vyškolený personál, což ji může prodražit než jiné 

metody. 

SDA je další NAAT, který je vysoce specifický a dokáže detekovat nízké hladiny patogenů. SDA 

se používá méně často než TMA a Real-Time PCR, ale je účinná pro detekci N. gonorrhoeae. Stejně 

jako TMA, i SDA vyžaduje specializované vybavení a vyškolený personál. 

LAMP je nový NAAT, který může rychle amplifikovat DNA za izotermických podmínek. LAMP je 

vysoce citlivý a specifický a lze jej provádět s minimálním vybavením, což z něj činí potenciální 

alternativu k Real-Time PCR pro prostředí s omezenými zdroji. LAMP však může být náchylnější ke 

kontaminaci a falešně pozitivním výsledkům než Real-Time PCR (Cosentino, L. A. et al., 2012). 

Je důležité si uvědomit, že volba metody detekce závisí na několika faktorech, včetně dostupnosti 

zdrojů, naléhavosti situace a specifických potřeb populace pacientů. Poskytovatelé zdravotní péče 

musí před rozhodnutím pečlivě zvážit výhody a omezení každého zařízení nebo techniky. V některých 

případech může být pro maximalizaci senzitivity a specifičnosti nezbytná kombinace metod. 
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Závěrem lze říci, že zatímco Real-Time PCR je vysoce citlivá a specifická metoda pro detekci 

C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium, existuje také několik alternativních zařízení a technik 

pro měření těchto cílových analytů. Poskytovatelé zdravotní péče musí pečlivě vyhodnotit klady a 

zápory každé metody, než vyberou tu nejlepší možnost pro své pacienty. 

7.8. Konsensuální odborné názory / stanoviska příslušných profesních sdružení 

 

C. trachomatis: 

 

WHO doporučuje používat NAAT, včetně PCR, TMA a SDA, k detekci 

C. trachomatis. Tyto testy lze provádět na různých typech vzorků, jako je moč, vaginální výtěry a 

endocervikální výtěry (WHO, 2016). 

CDC také doporučuje použití NAAT jako preferované metody pro  testování C. trachomatis, 

přičemž preferovaným typem vzorku jsou vzorky moči (CDC, 2014). 

 

N. gonorrhoeae: 

 

WHO doporučuje používat NAAT, včetně PCR a TMA, k detekci 

N. gonorrhoeae (WHO, 2016). 

 

CDC doporučuje použití NAAT jako preferované metody pro  testování N. gonorrhoeae, přičemž 

preferovaným typem vzorku jsou vzorky moči (CDC, 2014). 

 

M. genitalium: 

 

CDC také doporučuje použití NAAT jako preferované metody pro  testování M. genitalium, 

přičemž vaginální výtěry jsou preferovaným typem vzorku. (CDC, 2021) 

8. METODA 

 

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 je kvalitativní diagnostický nástroj určený k detekci 

specifických oblastí DNA pomocí metody Real-Time PCR. Real-Time PCR, také známá jako kvantitativní 

PCR (qPCR), je výkonná technika, která umožňuje sledování PCR reakce v reálném čase, což eliminuje 

potřebu dalších analytických metod, jako je gelová elektroforéza. 

Reakce Real-Time PCR začíná počátečním krokem denaturace. Během tohoto kroku se PCR 

zkumavka obsahující reakční směs zahřeje na teplotu 95 °C a tato vysoká teplota se udržuje po dobu 

5 minut. Účelem počáteční denaturace je rozdělit dvouvláknový templát DNA na jednotlivá vlákna, což 

poskytuje výchozí bod pro následnou amplifikaci. Tento krok zajišťuje, že řetězce DNA jsou k dispozici 

pro vazbu se specifickými primery. 
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Po počáteční denaturaci probíhá reakce řadou cyklů, z nichž každý se skládá z kroků denaturace 

a žíhání. K denaturačnímu kroku dochází během každého cyklu, kdy se reakční směs zahřívá na teplotu 

97 °C po dobu 15 sekund. Tato vysoká teplota zajišťuje, že se vlákna DNA zcela oddělí a poskytují 

jednovláknové templáty pro následující kroky. Denaturace zahrnuje narušení vodíkových vazeb mezi 

řetězci DNA, což vede k rozdělení dvouvláknové DNA na jednotlivé jednovláknové templáty DNA. 

Po denaturaci se reakční teplota během kroku žíhání sníží na 58 °C po dobu 50 sekund. Při této 

nižší teplotě se primery navržené tak, aby byly komplementární k cílovým oblastem templátu DNA, 

vážou na své specifické sekvence. Primery jsou krátké sekvence DNA, které jsou navrženy tak, aby 

hybridizovaly nebo žíhaly na komplementárních sekvencích na jednovláknovém templátu DNA. Tento 

krok umožňuje primerům najít své cílové oblasti a navázat se na ně, což indikuje přítomnost cílových 

sekvencí DNA. 

Během cyklů se kroky denaturace a žíhání opakují celkem 42 opakování. Každý cyklus se skládá 

z denaturačního kroku pro oddělení řetězců DNA a kroku žíhání, který umožňuje primerům navázat se 

na své cílové sekvence. Tyto opakované cykly zvyšují šanci na detekci cílových sekvencí DNA, což 

znamená pozitivní výsledek. 

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 využívá Real-Time PCR s počátečním krokem denaturace, po 

kterém následují opakované cykly denaturace a žíhání a kroku podržení. Krok denaturace zajišťuje 

úplnou separaci řetězců DNA, zatímco krok žíhání usnadňuje vazbu primerů na jejich cílové sekvence, 

což naznačuje přítomnost cílových oblastí DNA. 

Prahový cyklus (CT) a interpretace výsledků: 

 

Během reakce Real-Time PCR je sledována fluorescence generovaná molekulou reportéru. Bod, 

ve kterém fluorescenční signál stoupá nad úroveň pozadí a stává se rozlišitelným, je známý jako 

prahový cyklus (CT). Vzorky, které překročí prahovou hodnotu, jsou považovány za pozitivní. Vzorky, 

které nepřekračují prahovou hodnotu, musí být považovány za negativní nebo s bakteriální zátěží pod 

detekčním limitem stanoveným v testu. 

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 je kvalitativní test, což znamená, že poskytuje výsledek 

přítomnosti nebo nepřítomnosti cílových sekvencí DNA. Pozitivní výsledek indikuje přítomnost cílových 

sekvencí DNA, zatímco negativní výsledek znamená jejich nepřítomnost nebo bakteriální zátěž pod 

detekčním limitem testu. 
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Multiplexní qPCR a vnitřní kontrola: 

 

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 využívá multiplexní qPCR, který umožňuje současnou detekci 

a amplifikaci více cílových oblastí DNA. Kromě toho je do systému zahrnuta vnitřní kontrola pro 

sledování extrakčního postupu, inhibice PCR a potenciálních problémů během aplikace. 

Vnitřní kontrola zajišťuje spolehlivost výsledků PCR validací celkového procesu PCR a identifikací 

případných problémů, které mohou ovlivnit interpretaci výsledků. 

9. PROCEDURA 

 

9.1. Odběr vzorků a skladování 

 

Pro zajištění přesných a spolehlivých výsledků je nezbytné dodržovat vhodné postupy odběru 

vzorků a skladování při použití sady Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 pro analýzu Real-Time PCR. 

Dodržujte prosím pokyny uvedené v této části. 

Výběr tamponu 

 

Doporučuje se používat tampony ponořené do univerzálního transportního média (UTM), jako je 

systém Copan Universal Transport Medium (UTM-RT) nebo systém sběru a transportu tekutých 

tamponů Amies (ESwab). Tyto tampony jsou kompatibilní se sadou Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1. 

Neměly by se však používat tampony s dřevěnými dříky, alginátem vápenatým a hliníkovými tampony, 

protože mohou způsobit inhibici PCR (Wadowsky et al., 1994; Cloud et al., 2002). 

Odběr a manipulace se vzorky 

 

Všechny vzorky musí být odebrány v souladu s dokumentem WHO s názvem: "Laboratoř 

Diagnóza sexuálně přenosných infekcí, včetně viru lidské imunodeficience". 

 

Pokyny pro odběr vzorku endocervikálního výtěru (provádí vyškolený poskytovatel zdravotní 

péče): 

• Před odběrem vzorku použijte čisticí tampk odstranění přebytečného hlenuamp. 

• Vložte tampon 2–3 cm do cervikální osy a jemně otáčejte po dobu 5–10 sekund. 

 

Vezměte prosím na vědomí, že endocervikální vzorky by neměly být odebírány prepubertálním 

dívkám nebo ženám po hysterektomii. Místo toho by měly být vzorky odebrány z předsíně pochvy. 

Kromě toho by měl být odebrán vzorek moči pro diagnostiku testování amplifikace nukleových kyselin 

(NAAT). 
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Pokyny pro odběr vzorku vaginálního výtěru (provádí vyškolený poskytovatel zdravotní péče): 

 

• Otáčejte tamponem proti zadním poševním stěnám po dobu 5 sekund. 

 

Návod na odběr vzorku moči: 

 

• Nenechávejte pacienta čistit oblast genitálií. 

• Odeberte 10–20 ml první vyprázdněné moči do sterilní sběrné nádoby alespoň 1 hodinu 

poté, co se pacient vymočil. 

 

Pokyny pro odběr vzorku očního výtěru (provádí vyškolený poskytovatel zdravotní péče): 

 

• Zatáhněte dolní víčko. 

• Pohybujte tenkým tamponem po povrchu dolní palpebrální spojivky směrem k vnitřnímu 

koutku oka. 

Pokyny pro odběr vzorku výtěru z uretry (provádí vyškolený poskytovatel zdravotní péče): 

• Odebírejte vzorky močové trubice nejméně 1 hodinu poté, co se pacient vymočil. 

• Sbírejte výtok přímo na tampon. Pokud není patrný žádný výboj: 

 

a. U mužů by měla být močová trubice odizolována směrem k otvoru, aby se exsudát odváděl. 

 

b. Pokud není získán žádný exsudát, zaveďte tenký tampon 2–3 cm do močové trubice a 

jemně otáčejte po dobu 5–10 sekund. 

c. U žen masírujte močovou trubici proti sponě stydké a používejte stejnou techniku jako u 

mužů. 

Stabilita vzorku 

 

Stabilita vzorků hraje klíčovou roli při zajišťování přesných a spolehlivých výsledků při analýze 

Real-Time PCR. Je nezbytné správně zacházet se vzorky a skladovat je, aby byla zachována jejich 

integrita během celého procesu testování. Následující informace shrnují stabilitu vzorku na základě 

analýzy různých patogenů v různých skladovacích podmínkách: 

Pro vzorky moči: 

 

• Vzorky skladované při +4 °C zůstaly stabilní po dobu až 5 dnů. 
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Pro vzorky výtěrů v UTM-RT: 

 

• Vzorky skladované při pokojové teplotě zůstaly stabilní po dobu až 48 hodin. 

• Vzorky skladované při +4 °C zůstaly stabilní po dobu až 5 dnů. 

• Vzorky skladované při -20 °C zůstaly stabilní po dobu až 30 dnů. 

 

Pro vzorky výtěrů v ESwabu: 

 

• Vzorky skladované při pokojové teplotě zůstaly stabilní po dobu až 48 hodin. 

• Vzorky skladované při +4 °C zůstaly stabilní po dobu až 7 dnů. 

• Vzorky skladované při -20 °C zůstaly stabilní po dobu až 30 dnů. 

Přeprava vzorku: 

Klinické vzorky moči lze přepravovat do 5 dnů při teplotě +4 ⁰C (např. se studenými zábaly); 

Vzorky výtěrů v UTM-RT a ESwab lze přepravovat při pokojové teplotě nejpozději do 2 dnů. 

Kromě toho byly provedeny experimenty s cyklem zmrazení a rozmrazení: 

 

Vzorky prošly třemi cykly zmrazení a rozmrazení, bylo pozorováno, že 3 zmrazení a rozmrazení 

neovlivnily výsledky ve vzorcích moči a výtěrů ve vzorcích UTM-RT a výtěrech ve vzorcích v ESwabu. 

Je důležité dodržovat doporučené podmínky skladování a časové rámce, aby byla zajištěna stabilita 

vzorku a získání přesných výsledků PCR. 

Bakteriální extrakce DNA 

 

Extrakce bakteriální DNA by měla být provedena podle pokynů poskytnutých výrobcem extrakční 

sady. Zajistěte, aby všechny kroky extrakce bakteriální DNA byly prováděny v biologické bezpečnostní 

skříni. 

9.2. Extrakce DNA 

 

Pro efektivní extrakci DNA doporučujeme použít následující sady: 

 

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

• Unio 96 Extrakce & PCR Setup System – Unio 96 Nucleic Acid Versatile Kit (Anatolia 

Geneworks). 

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

 

Ujistěte se prosím, že extrakce bakteriální DNA je provedena v souladu s pokyny výrobců. 
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9.3. Součásti sady 

 

9.3.1. Negativní kontrola 

 

Negativní kontrola je základní součástí Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 pro Real-Time PCR. 

Skládá se z dvakrát destilované vody (dH2O) a slouží jako referenční vzorek pro zajištění přesných výsledků detekcí 

jakékoli kontaminace nebo chyb, které by mohly vést k falešně pozitivním výsledkům. 

Použití negativní kontroly: 

 

• Označte samostatnou zkumavku nebo jamku jako "Negativní kontrola". 

• Přidejte poskytnutý dH2O do označené zkumavky nebo jamky. 

• S negativním kontrolním vzorkem se zachází stejným způsobem jako s experimentálními vzorky. 

• Zahrňte negativní kontrolu do každého běhu PCR. 

 

Po celou dobu reakce pečlivě sledujte negativní kontrolu. Měla by zůstat záporná a vykazovat 

žádné zesilovací signály (bez CT). Jakékoli zesílení v negativní kontrole ukazuje na potenciální 

kontaminaci. 

Negativní kontrola hraje zásadní roli v Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1, což zajišťuje 

spolehlivost vašich výsledků. Zahrnutí negativní kontroly a její pečlivé sledování vám umožní s jistotou 

interpretovat vaše data. 

9.3.2. PCR Master Mix 

 

Real-Time PCR Master Mix je komplexní řešení určené pro efektivní a přesnou amplifikaci Real-

Time PCR. Kombinuje vysoce specifickou a přesnou Taq DNA polymerázu s vlastností hot-start, PCR 

pufry, vyváženou směs dNTP, specifické dopředné a reverzní primery, duálně značené sondy a základní 

aditiva. Tento Master Mix byl pečlivě vytvořen tak, aby umožňoval současnou detekci Chlamydia 

trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (NG), Mycoplasma genitalium (MG) a vnitřní kontrolu v rámci 

jediné reakce. Pro přípravu reakce stačí přidat 10 μl extrahované nukleové kyseliny do 15 μl PCR 

Master Mix. 

9.3.3. Vnitřní kontrola 

 

Sada obsahuje vnitřní kontrolu, která slouží k několika účelům. Vnitřní kontrola je syntetická 

molekula DNA speciálně navržená k posouzení účinnosti extrakce DNA, identifikaci chyb aplikace a 

detekci jakékoli potenciální inhibice PCR. 

Tato kontrola se přidává do směsi vzorku a proteinázy K na začátku procesu extrakce DNA, aby 

se vyhodnotila účinnost extrakce a identifikovaly se případné chyby aplikace. 
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Při přidávání vnitřní kontroly během extrakce nukleových kyselin se doporučuje přidat 5 μl na 

vzorek. Naopak při přímém přidání vnitřní kontroly do PCR Master Mix pro sledování inhibice PCR je 

zapotřebí pouze 0,2 μl. Pro komplexní vyhodnocení účinnosti odsávacího systému doporučujeme přidat 

k negativní kontrole i vnitřní kontrolu. 

 
 

 

Vezměte prosím na vědomí, že pokud vnitřní kontrola byla zahrnuta již v kroku extrakce, 

není třeba ji začleňovat do PCR Master Mixu. 

U negativních vzorků může absence vnitřní kontrolní amplifikace v cílových kanálech znamenat 

problémy s extrakcí nebo aplikací nebo potenciální inhibici PCR. V takových případech je vhodné 

opakovat jak extrakci, tak PCR krok. 

Je důležité si uvědomit, že u vzorků s vysokou bakteriální zátěží, včetně pozitivní kontroly, může 

být fluorescenční signál vnitřní kontroly potlačen, což ztěžuje detekci zvýšení úrovně signálu. 

9.3.4. Pozitivní kontrola 

 

Dodaná souprava zahrnuje syntetickou pozitivní kontrolu DNA, která zahrnuje syntetickou DNA 

z C. trachomatis, N. gonorrhoeae a M. genitalium. Pro posouzení účinnosti PCR reakce je nezbytné 

začlenit tuto pozitivní kontrolu do procesu testování. 

Chcete-li určit přijatelnost výsledků PCR, podívejte se prosím na tabulku kritérií přijatelnosti 

uvedenou v části 10 této příručky. Tabulka určuje prahovou hodnotu CT pozitivní kontroly. Pokud 

prahová hodnota CT pozitivní kontroly překročí horní mez stanovenou v tabulce kritérií, může to 

znamenat potenciální snížení výtěžku reakce. Sledování hodnoty CT pozitivní kontroly proto pomáhá 

při posuzování celkové účinnosti reakce. 

9.4. Příprava PCR 

 

Před zahájením Real-Time PCR je důležité přesně připravit reakční směs PCR. Každý PCR by měl 

obsahovat alespoň jednu negativní kontrolu a pozitivní kontrolu a vzorky s vnitřní kontrolou. 

Postupujte podle podrobných pokynů níže: 

• Před použitím se ujistěte, že jsou všechny součásti soupravy řádně rozpuštěny. Činidla 

důkladně promíchejte jemnou inverzí nebo vířením. 

• Pomocí níže uvedené tabulky vypočítejte objemy každé složky potřebné pro reakční směs 

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

• Chcete-li určit objemy potřebné pro hlavní mix, vynásobte tyto objemy celkovým počtem 

vzorků. 
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Pokud připravujete směs pro více než 5 vzorků, přidejte k celkovému počtu vzorků 10 % 

a odpovídajícím způsobem upravte objemy. 

 

Součásti Objem 

PCR Master Mix 15 μl 

Vnitřní kontrola* 0,2 μl* 

Vzorek DNA 

(Negativní / pozitivní kontrola) 
10 μL 

Celkový objem 25 μl 
 

*Vnitřní kontrola by neměla být přidávána do reakce, 
pokud již byla přidána během kroku extrakce. 

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

• Pro každou reakci si připravte zkumavky nebo proužky PCR. Napipetujte 15 μl PCR Master 

Mixu do každé zkumavky nebo jamky proužku/destičky. 

• Do každé určené jamky nebo zbělavky se přidá 10 μl příslušné DNA. Zajistěte, aby vzorky 

DNA, pozitivní kontrola a negativní kontrola byly přidány do samostatných jamek nebo 

zkumavek. 

• Pečlivě uzavřete uzávěry zkumavek/utěsněte destičku PCR, abyste zabránili kontaminaci a 

odpařování. 

• Ujistěte se, že směs v každé zkumavce je na dně zkumavky. V případě potřeby zkumavky 

krátce otočte dolů, aby se obsah shromáždil na dně. 

• Jakmile je PCR reakční směs připravena, je připravena na další kroky v procesu PCR. 

Postupujte podle poskytnutého protokolu a pokračujte v analýze Real-Time PCR. 

9.5. Programování přístroje pro měření Real-Time PCR 

 

Tepelný protokol pro Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 se skládá z počáteční denaturace pro 

aktivaci Taq DNA polymerázy (s vlastností horkého startu), dvoustupňového amplifikačního cyklu a 

koncového držení. Data Real-Time se shromažďují ve druhém kroku zesilovacího cyklu. Tepelný 

protokol, který má být použit pro reakci, je uveden níže: 

 

 

 

 

 

 

42 cyklů 

 

 

 

 

 

Tabulka 5: Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 Tepelný protocol 

 

Kroky Teplota Čas 

Počáteční denaturace 95 °C 05:00 minut 

Denaturace 97 °C 00:15 minut 

     Annealing  

    (sběr dat) 
58 °C 00:50 minut 

Držení 32 °C 00:20 minut 
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Než začnete pracovat se sadou Bosch CT/NG/MG Panel Kit v1, je nutné dokončit a zkontrolovat 

následující kroky: 

 

• Vyberte všechny filtry, které chcete použít (FAM, HEX, Texas RED a Cy5), 

• Identifikace neznámých vzorků, pozitivních a negativních kontrol, 

• Zvolte správný tepelný protokol, 

• Spusťte experiment. 

 

9.5.1. Nastavení experimentu pro Montania 4896 Real-Time PCR 

 

Příprava: 

 

• Ujistěte se, že je přístroj Montania 4896 Real-Time PCR správně nastaven a připojen k 

počítači nainstalovanému výrobcem nebo autorizovaným technickým servisem. 

• Ověřte, zda jsou k dispozici a skladovány za podmínek vhodných pro experimentální 

uspořádání, zda jsou k dispozici všechna potřebná činidla a složky pro reakci PCR. 

Nastavení vzorku a činidla: 

 

• Připravte si reakční směs PCR podle výše uvedených specifikací. 

• PCR Master Mix rozdělte homogenně do zkumavek PCR. 

 

Přidání vzorků: 

 

• Ke každé zkumavce PCR přidejte templát DNA obsahující požadovanou cílovou sekvenci. 

Ujistěte se, že jste do zkumavek zahrnuli vhodné pozitivní a negativní kontroly. 

• Jemně promíchejte obsah, aby bylo zajištěno správné promíchání templátu s reakční směsí. 

 

Nahrání přístroje PCR: 

 

• Otevřete softwarové rozhraní pro přístroj Montania 4896 Real-Time PCR na připojeném 

počítači. 

• Vytvořte nový experiment nebo vyberte již existující šablonu experimentu vhodnou pro vaši 

reakci PCR. 

• Zvolte, ve kterém bloku bude experiment proveden. 

• Definujte potřebné parametry, jako je reakční objem, podmínky cyklování a detekční 

kanály fluorescence. 
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Načítání vzorků: 

 

• Přeneste připravené zkumavky PCR do příslušného bloku vzorků přístroje Montania 4896 

Real-Time PCR. Ujistěte se, že jsou víčka pevně uzavřena a vzorky jsou správně zarovnány 

v bloku, aby se předešlo potenciálním problémům způsobeným náhlými změnami teploty 

během provozu. 

Zahájení PCR: 

 

• Znovu zkontrolujte, zda byla všechna požadovaná nastavení a parametry správně zadány 

do softwarového rozhraní. 

 
 

 

Doporučuje se označit experiment v této fázi, aby se zabránilo záměně pořadí vzorku, 

pozitivní kontroly a negativní kontroly ve směsích. 

• Spusťte běh PCR pomocí softwarového rozhraní pro zahájení cyklovacího programu a 

procesu sběru dat. 

• Sledujte průběh PCR v softwarovém rozhraní sledováním amplifikačních křivek a 

fluorescenčních signálů. 

 

Analýza a interpretace dat: 

 

• Podívejte se prosím na kartu "ANALÝZA" pro nastavení Cross Talk. 

• Po dokončení PCR běhu systém Montania 4896 Real-Time PCR automaticky vygeneruje 

amplifikační křivky pro každý vzorek. 

• Interpretujte vygenerovaná data na základě informací uvedených v této uživatelské příručce. 

• Analyzujte odpovídajícím způsobem cílové zesílení, pokud jsou negativní a pozitivní 

kontroly v souladu s kritérii přijatelnosti. 

 

Obrázek 5: Amplifikační křivka pro Montania 4896 
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9.5.2. Nastavení experimentu pro CFX96  

 

Příprava přístroje: 

 

• Ujistěte se, že je přístroj CFX96 správně připojen ke zdroji napájení a zapnutý. 

• Nechte přístroj zahřát na požadovanou teplotu (pokud je to možné) podle pokynů výrobce. 

• Otevřete software CFX Manager na připojeném počítači. 

 

Příprava vzorku: 

 

• Připravte si reakční směs PCR podle pokynů dodaných se sadou Bosphore CT/NG/MG Panel 

Kit v1. 

• Přidejte svůj vzorek DNA do PCR Master Mixu. 

• Reakce se důkladně promíchá jemným pipetováním a zajistí, aby byly všechny složky dobře 

spojeny. 

Nastavení desky: 

 

• Připravte si bílou PCR destičku kompatibilní se systémem CFX96. Ujistěte se, že jsou jamky 

správně označeny, aby bylo možné identifikovat vzorky. 

• Přeneste reakční směs PCR do příslušných jamek destičky PCR pomocí mikropipety. 

Zahrňte pozitivní a negativní kontroly. 

• Zakryjte PCR destičku opticky průhlednou lepicí fólií nebo těsněním, abyste zabránili 

kontaminaci a odpařování. 

 

Nastavení přístroje: 

 

• Spusťte software CFX Manager na připojeném počítači, pokud ještě není otevřený. 

• Připravenou PCR destičku vložte do přístroje CFX96. 

• Vytvořte v softwaru nový experiment a specifikujte parametry experimentu (např. cíl, 

reakční objem atd.). 

• Nastavte podmínky tepelných cyklů, včetně počáteční teploty a času denaturace, 

zesilovacích cyklů a teplot žíhání. 

 

Spuštění experimentu: 

 

• Experiment spustíte kliknutím na tlačítko "Spustit" v softwaru CFX Manager. 
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• Přístroj CFX96 bude provádět specifikovaný program tepelného cyklování a 

současně monitoruje fluorescenční signály v reálném čase. 

• Jakmile je běh dokončen, software CFX Manager vygeneruje graf amplifikace Real-Time 

PCR a poskytne možnosti analýzy dat. 

Analýza dat: 

 

• Analyzujte graf amplifikace Real-Time PCR pomocí softwaru CFX Manager. Interpretujte 

výsledky podle experimentálních cílů a kritérií přijatelnosti uvedených v této příručce. 

 

Obrázek 6: Křivka zesílení pro CFX96 s 

použitím korekce driftu fluorescence a nastavení základní linie: 

• V softwaru CFX Manager přejděte do nastavení experimentu. 

• Aktivujte funkci korekce posunu fluorescence, abyste kompenzovali případné odchylky v 

intenzitě fluorescence během běhu. 

• Nastavte Nastavení účaří na příslušné parametry, abyste zajistili přesné výpočty účaří 

během analýzy dat. 
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9.5.3. Nastavení experimentu pro LightCycler 480 II 

 

Příprava přístroje: 

 

• Ujistěte se, že je systém LightCycler 480 Instrument II správně připojen ke zdroji napájení 

a zapnutý. 

• Ujistěte se, že je použita bílá deska kompatibilní s Roche LightCycler 480 Instrument II. 

 

Příprava činidla: 

 

• Připravte si PCR Master Mix podle pokynů dodaných se sadou Bosphore CT/NG/MG Panel 

Kit v1. 

• Ujistěte se, že váš PCR Master Mix je správně alikvotován do jednotlivých jamek bílé desky. 

 

Příprava vzorku: 

 

• Připravte vzorky a kontroly ve vhodných objemech. 

• Přidejte své vzorky do PCR Master Mixu a ujistěte se, že obsahují pozitivní a negativní 

kontroly. 

Provedení experimentu 

 

Otevřete software LightCycler 480 Instrument II na připojeném počítači. Vytvoření 

nového experimentu: 

• Nastavte experiment zadáním typu experimentu (kvantifikace). 

• Zadejte nezbytné podrobnosti experimentu, jako jsou cílové kanály, názvy vzorků a reakční 

podmínky. 

• Definujte vhodný protokol cyklování pro váš experiment, včetně teplot a časů denaturace, 

žíhání a prodloužení. 

 

Nastavení rozvržení desky: 

 

• Přiřaďte názvy vzorků k odpovídajícím jamkám na bílé desce. 

• Zahrňte vhodné kontrolní jamky (pozitivní a negativní kontroly) pro interpretaci výsledků. 

 

Naložte bílou desku: 

 

• Opatrně vložte bílou destičku s připraveným PCR Master Mixem a vzorky podle rozložení 

definovaného v softwaru. 
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• Ujistěte se, že je deska řádně utěsněna, aby se zabránilo kontaminaci a odpařování. 

 

Perform Color Compensation Protocol: 

 

• Proveďte protokol kompenzace barev pomocí sady kompenzace barev Bosphore B nebo 

sady D speciálně navržené pro systém LightCycler 480 Instrument II. 

• Postupujte podle pokynů dodaných se sadou a proveďte protokol kompenzace barev 

přesně. 

 

Spusťte experiment: 

 

• Umístěte bílou desku do vícejamkového nakladače destiček systému LightCycler 480 Instrument 

II. 

• Zasuňte nakladač s vloženou PCR destičkou do přístroje. 

• Spusťte běh pomocí předdefinovaného cyklovacího protokolu. 

 

Analýza a interpretace dat 

 

Sledujte zesílení Real-Time: 

 

• Během experimentu bude systém LightCycler 480 Instrument II nepřetržitě měřit 

fluorescenci vyzařovanou vzorky. 

• Software přístroje zobrazí zesilovací křivky v reálném čase pro každou jamku. 

 

Analýza dat: 

 

• Po dokončení běhu otevřete software LightCycler 480 Instrument II pro analýzu dat. 

• Jako typ analýzy vyberte "Abs Quant/Fit Points", abyste zajistili vhodný výběr prahové 

úrovně. 

• Proveďte analýzu pomocí možnosti "Rozsah cyklu". 

 

Interpretujte výsledky: 

 

• Interpretace výsledků naleznete v kritériích přijatelnosti obsažených v této příručce. 

 

Nezapomeňte se podívat do uživatelské příručky systému LightCycler 480 Instrument II, kde 

najdete podrobné pokyny k nastavení, provozu a analýze dat přístroje. Dále postupujte podle pokynů 

dodaných se sadou kompenzace barev Bosphore B nebo D pro přesné provedení protokolu 

kompenzace barev. 
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Obrázek 7: Zesilovací křivka pro přístroj LightCycler480 II 

 
 

 

Zesilovací křivka je pro jeden kanál. Podrobné pokyny specifické pro vaši sadu a model 

přístroje naleznete v uživatelské příručce LightCycler 480 Instrument II. 

9.5.4. Nastavení experimentu pro Rotorgene Q 

 

Nastavení přístroje: 

 

• Ujistěte se, že je nástroj RotorGene Q umístěn na stabilním a rovném povrchu. 

• Připojte přístroj ke zdroji napájení a zapněte jej. 

• Nechte přístroj zahřát podle pokynů výrobce. 

 

Příprava vzorku: 

 

• Odeberte a připravte vzorky podle pokynů Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1. 

 

Nastavení reakce: 

 

• Dávkovejte PCR Master Mix do zkumavek nebo proužků PCR, přičemž dbejte na to, aby nedošlo ke 

kontaminaci. 

• Přidejte templáty DNA a pozitivní/negativní kontroly do příslušných jamek nebo zkumavek, 

abyste zajistili správnou identifikaci vzorku. 
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Vložte pásy/trubky: 

 

• Opatrně vložte proužky/zkumavky připraveným PCR Master Mixem a vzorky podle správné 

identifikace vzorku definované v softwaru. 

• Ujistěte se, že uzávěry proužků/zkumavek jsou řádně uzavřeny, aby se zabránilo kontaminaci a 

odpařování. 

 

Podmínky tepelného cyklování: 

 

• Nastavte vhodné podmínky tepelného cyklu na přístroji RotorGene Q podle pokynů 

Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1. 

• Zakažte automatickou optimalizaci zesílení a ručně nastavte zesílení pro každý kanál na 10. 

• Optimalizujte parametry cyklování, včetně teploty denaturace, teploty annealingu a počtu 

cyklů, pro váš konkrétní test. 

Analýza dat: 

 

• Po dokončení běhu Real-Time PCR analyzujte data pomocí softwaru RotorGene Q. 

• Pro analýzu použijte možnosti "Korekce sklonu" a "Dynamická trubice" podle doporučení 

sady panelů Bosphore CT/NG/MG v1. 

• Pokud není sigmoidální křivka pozorována, zkuste analyzovat vzorek bez možnosti 

"Korekce sklonu". 

• Nastavte vhodné parametry analýzy, včetně nastavení prahové hodnoty, korekce směrného 

plánu a normalizace. 
 

Obrázek 8: Amplifikační křivka pro Rotorgene Q 
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9.5.5. Nastavení experimentu pro Quant Studio 5 Real-Time PCR 

 

Příprava přístroje: 

 

• Ujistěte se, že je přístroj Quant Studio 5 zapnutý a připojený k počítači s nainstalovaným 

příslušným softwarem. 

• Zkontrolujte, zda je přístroj čistý a bez jakékoli kontaminace. V případě potřeby přístroj 

vyčistěte podle pokynů výrobce. 

 

Nastavení desky: 

 

• Připravte si 96jamkovou destičku. Desku odpovídajícím způsobem označte, abyste mohli sledovat 

vzorky a kontroly. 

• Přidejte PCR Master Mix a DNA templáty a pozitivní/negativní kontroly do příslušných 

jamek, čímž zajistíte přesné a precizní pipetování. 

Nastavení přístroje: 

 

• Otevřete na svém počítači software Quant Studio Design and Analysis a navažte spojení s 

přístrojem Quant Studio 5. 

• Vyberte chemii: Protokol TaqMan pro Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 na základě specifikací 

sady. Podrobné pokyny k výběru protokolu naleznete v uživatelské příručce k softwaru. 

• Nastavte požadované parametry cyklování, včetně počtu cyklů, denaturace, žíhání a teplot a 

časů držení, jak je specifikováno sadou panelů Bosphore CT/NG/MG v1. 

• Pasivní referenční barvivo nastavte na "žádné". 

• Vyberte vhodné fluorescenční kanály pro sondy použité v sadě panelů Bosphore CT/NG/MG 

v1. 

 

Spusťte experiment: 

 

• Vložte připravenou 96jamkovou destičku do přístroje Quant Studio 5 a ujistěte se, že je 

správně zarovnána. 

• Spusťte experiment ze softwaru, čímž zahájíte běh Real-Time PCR podle zvoleného 

protokolu Chemistry: TaqMan a definovaných cyklických parametrů. 

• Sledujte průběh Real-Time běhu na softwarovém rozhraní. Přístroj provede potřebný 

teplotní cyklus a fluorescenční detekci pro každý cyklus. 

• Po dokončení běhu vám software poskytne data, včetně zesilovacích křivek, hodnot CT a 

dalších relevantních informací. 
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Analýza dat: 

 

• Interpretujte výsledky na základě pokynů Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 uvedených v 

příručce k sadě. 

 

Obrázek 9: Zesílení křivky pro Quant Studio 5 

 

9.5.6. Nastavení experimentu pro Q Real-Time  

 

Nastavení přístroje: 

 

• Ujistěte se, že je přístroj Q Real-Time qPCR připojen ke zdroji napájení. 

• Stisknutím tlačítka napájení zapněte přístroj a nechte jej zahřát a stabilizovat podle pokynů 

výrobce. 

 

Nastavení reakce: 

 

• Dávkovejte PCR Master Mix do zkumavek nebo proužků PCR, přičemž dbejte na to, aby nedošlo ke 

kontaminaci. 

• Přidejte templáty DNA a pozitivní/negativní kontroly do příslušných jamek, abyste zajistili 

správnou identifikaci vzorku. 

 

Vložte pásy/trubky: 

 

• Opatrně vložte proužky/zkumavky připraveným PCR Master Mixem a vzorky podle správné 

identifikace vzorku definované v softwaru. 

• Ujistěte se, že uzávěry proužků/zkumavek jsou řádně uzavřeny, aby se zabránilo kontaminaci a 

odpařování. 
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Podmínky tepelného cyklování: 

 

• Nastavte podmínky tepelného cyklu na přístroji Q Real-Time qPCR na základě doporučení 

poskytnutých sadou Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1. 

• Specifikujte teploty a časy denaturace a žíhání pro každý cyklus. 

 

Analýza a interpretace dat 

 

Stanovení prahové hodnoty: 

 

• Definujte prahovou hodnotu fluorescence, která odlišuje signál pozadí od signálu zesílení. 

• V případě potřeby nastavte "Fluorescent Cutoff Level" až na 15 %, abyste optimalizovali 

stanovení prahové hodnoty. 

Výpočet CT: 

 

• Určete prahovou hodnotu cyklu (CT) pro každý vzorek, představující číslo cyklu, při kterém 

fluorescenční signál překročí prahovou hodnotu. 

• Použijte software přístroje nebo vhodné nástroje pro analýzu dat k automatickému výpočtu 

hodnot CT. 

Interpretace dat: 

 

• Analyzujte data qPCR a vyvodte smysluplné závěry a interpretace na základě 

experimentálních cílů. 

• Porovnejte a porovnejte úrovně kvantifikace mezi různými vzorky nebo experimentálními 

podmínkami. 

 

Obrázek 10: Amplifikační křivka pro kvantitativní Real-Time PCR přístroj Q  
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Zesilovací křivka je pro jeden kanál. Podrobné pokyny specifické pro vaši sadu a model 

přístroje naleznete v uživatelské příručce k nástroji Q Real-Time qPCR. 

10. ANALÝZA 

 

Na konci tepelného protokolu software Real-Time PCR Instrument automaticky vypočítá základní 

cykly a prahovou hodnotu. Analýzu výsledků by měl provádět vyškolený personál, který absolvoval 

požadované školení pro analýzu dat Real-Time PCR. Doporučujeme, aby výsledky testů vyhodnotil 

odborný klinický lékař s přihlédnutím ke klinickým nálezům pacienta a výsledkům dalších testů. 

Veškerá analýza se provádí automaticky při rutinním použití. Pokud však vyškolený personál, 

který absolvoval požadované školení od výrobce, považuje za nezbytné, pokud systém umožňuje co 

nejvíce snížit práh pro detekci nízkých zesílení, je třeba věnovat pozornost tomu, aby prahová čára 

zůstala nad pozadím. 

Negativní kontrola je nezbytná pro přesnou analýzu výsledků. Zkontrolujte negativní kontrolu a 

ujistěte se, že nevykazuje žádné zesílení mimo přidružený vnitřní kontrolní filtr. Pokud má negativní 

kontrola signál mimo filtr spojený s vnitřní kontrolou, neuvádějte hlášení výsledků. Experiment 

opakujte po provedení nezbytných opatření proti kontaminaci. Pokud se stejný výsledek objeví znovu, 

obraťte se na výrobce. 

Vnitřní kontrola a pozitivní kontrola sady Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 jsou nezbytné pro 

přesnou analýzu výsledků. Kritéria přijatelnosti prahových hodnot cyklu pro vnitřní kontrolu a pozitivní 

kontrolu jsou uvedena níže: 

Komponenta / parametr Prahová hodnota (CT) 

Pozitivní kontrola ≤35 

Vnitřní kontrola ≤35 

Tabulka 6: Kritéria přijatelnosti sady panelů Bosphore CT/NG/MG v1 

 

Výsledky testů by neměly být oznamovány, pokud nedojde k zesílení vnitřní kontroly u negativních 

vzorků. Pokud zjistíte zhoršení výkonu produktu, kontaktujte prosím výrobce (kontaktní informace 

naleznete na poslední stránce). 

Presamples, které překročí prahovou hodnotu v kanálech FAM, Texas RED a HEX, se zobrazí s 

pozitivními /negativními výsledky, samples, které prahovou hodnotu nesníží, se zobrazí jako "No CT". 

Tyto vzorky musí být považovány za negativní nebo s bakteriální zátěží pod detekčním limitem testu. 

U těchto nedetekovatelných vzorků by měla být také zkontrolována data Cy5 vnitřní kontroly, aby se 

předešlo falešně negativním výsledkům. Opožděná amplifikace vnitřní kontroly může znamenat 

problém v extrakci nukleových kyselin, inhibici PCR nebo chyby aplikace. 
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V tomto případě je třeba opakovat extrakci a PCR. Níže uvedená tabulka ukazuje možné výsledky 

a jejich interpretaci. Vezměte prosím na vědomí, že tento produkt poskytuje pouze testování 

CT/NG/MG a experimentální výsledky ze zkumavky musí být vzaty v úvahu při poskytování výsledku 

pro pacienty, a to i s ohledem na klinické nálezy pacienta a pokyny příslušných zdravotnických orgánů: 

 

P
C

R
 M

a
s
te

r
 M

ix
 

Chlamydia 

trachomatis 
(FAM) 

Neisseria 

gonorrhoeae 
(HEX) 

Mycoplasma 

genitalium 
(Texas Red) 

Vnitřní 

kontrola 
(Cy5) 

 

Výsledek 

+ - - +/- Vzorek je pozitivní na  

C. trachomatis  

- + - +/- Vzorek je pozitivní na  

N. gonorrhoeae 

- - + +/- 
Vzorkem je pozitivní na 

 M. genitalium 

- - - + Vzorek je negativní 

+ + - +/- 
Vzorek je pozitivní na  

C. trachomatis a N. gonorrhoeae 

- + + +/- 
Vzorek je pozitivní 

N. gonorrhoeae a M. genitalium 

+ - + +/- 
Vzorek je pozitivní 

 C. trachomatis a M. genitalium 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+/- 

Vzorek je pozitvní na 

 C. trachomatis, 

N. gonorrhoeae a M. genitalium 

- - - - Test by se měl opakovat! 

Tabulka 7: Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 Interpretace výsledků 

 

Ve vzácných případech inhibice PCR v důsledku léku nebo jiných inhibitorů PCR ve vzorku 

doporučujeme test inhibovaných vzorků opakovat, a to zmrazením a rozmrazením vzorků DNA a jejich 

použitím v PCR po naředění v poměru 1:2 dH2O. 

Přístroj Montania 4896: 

• PCR Master Mix: Možnost Cross Talk by měla být upravena tak, jak je uvedeno níže. 
 

Obrázek 11: Možnost přeslechů Montania 4896 
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• LightCycler 480 Instrument II-Roche: Pro Roche LightCycler 480 Instrument II použijte 

bílou desku. "Abs Quant/Fit Points" by měl být zvolen jako typ analýzy pro výběr vhodné 

prahové úrovně. Analýza by měla být provedena pomocí možnosti "Rozsah cyklu". Pro LC480 

je nutné provést protokol kompenzace barev (Bosphore Color Compensation Set B nebo Set 

D). 

• CFX96-Biorad: Pro analýzu se doporučuje použít bílou desku a zapnout "Použít korekci 

posunu fluorescence" v "Nastavení směrného plánu". 

• Q qPCR MIC qPCR Cycler: V případě potřeby použijte "Fluorescenční mezní úroveň" až do 15 %. 

• Rotorgene Q-Qiagen: Pro analýzu se doporučuje použít možnosti "Korekce sklonu" a 

"Dynamická trubice". Pokud se sigmoidální křivka nepozoruje, zkuste analyzovat vzorek bez 

možnosti "Korekce sklonu". Doporučuje se použít nastavení "Gain" jako 10 pro všechny 

kanály. Použijte prosím možnosti odstranění odlehlých hodnot až do 5 % pro zelené, žluté, 

oranžové a červené filtry. 

• Quant Studio 5: Ujistěte se, že pasivní referenční barvivo je nastaveno na žádné. 

 

11. SPECIFIKACE 

 

11.1. Analytická citlivost / mez detekce 

 

Studie analytické citlivosti byly provedeny na třech různých systémech extrakce DNA s matricemi 

výtěrů a moči: 

• Unio B24/B48 Extraction Systems – Unio Bacterial DNA Extraction Kit (Anatolia Geneworks) s 

počátečním objemem 600 μl a elučním objemem 100 μl. 

• Unio 96 Extraction & PCR Setup System – Unio 96 Nucleic Acid Extraction Versatile Kit 

(Anatolia Geneworks) s počátečním objemem 200 μl a elučním objemem 60 μl. 

• Bosphore STD EX-Tract Kit (Anatolia Geneworks) 

 

Experimenty byly provedeny ve 24 replikátech pro každý patogen. AMPLIRUN TOTAL 

CT/NG/TV/MGE CONTROL (výtěr) / (Vircell, Španělsko), AMPLIRUN TOTAL CT/NG CONTROL (URINE) 

/ (Vircell, Španělsko) a AMPLIRUN TOTAL MYCOPLASMA GENITALIUM CONTROL (MOČ) / (Vircell, 

Španělsko) 

byly použity jako referenční materiál a ředění bylo provedeno podle jejich bakteriální zátěže/koncentrace. 

Analytická citlivost pro testy amplifikace nukleových kyselin je vyjádřena 95% pozitivní mezní 

hodnotou. Jedná se o koncentraci analytu, při které 95 % zkušebních cyklů poskytuje pozitivní 

výsledky po sériovém ředění mezinárodního referenčního materiálu. 
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LOD je nejnižší koncentrace analytu, kterou lze spolehlivě detekovat v 95 % vzorků testovaných 

v běžném laboratorním prostředí pomocí vhodné matrice vzorku. Pro výpočet úrovní citlivosti byl 

použit probitový program Biostat Pro v 7.6.5.0 a byla stanovena LOD 95 %. 

Hladiny LOD Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 byly stanoveny na přístroji Montania 4896 Real-

Time PCR, poté byly hladiny LOD potvrzeny pomocí 5 různých platforem Real-Time PCR, kterými 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. 

 

 

Extrakční 

systém/sada 

 

Typ 

vzorku 

Úroveň 

LOD  

(Montania 
4896) 

Míra detekce platforem Real-Time PCR 

 

CFX96 
LightCycler 

480 II 

RotorGene 

Q 

 

Q Qpcr 
Quant 

Studio 5 

Extrakční 

systémy 

Unio 

B24/B48 

a 

Unio 

Bacterial 

DNA 

Extraction 

Kit 

 

 
 

CT 
174 

>95

% 

100% >95% 100% >95% 
cop/ml 

NG 
256 

100% >95% >95% >95% 100% 
Výtěr cop/ml 

 
MG 

467 
100% 100% >95% >95% 100% 

 cop/ml 
 

CT 
676 

100% 100% 100% 100% 100%  cop/ml 

Moč 
NG 

227 
>95

% 

100% 100% 100% 100%  cop/ml 

 
MG 

533 
100% 100% 100% 100% 100% 

 cop/ml 

Unio 96 

Extrakční 

& PCR 

systém  

a Unio 96 

Nucleic 

Acid 

Extraction 

Versatile 

Kit 

 

 

 

Výtěr 

CT 
291 

cop/ml 
>95% 100% 100% 100% >95% 

NG 
229 

cop/ml 
100% 100% 100% >95% 100% 

MG 
458 

cop/ml 
100% 100% 100% >95% 100% 

 

 

Moč 

CT 
382.5 

cop/ml 
100% 100% >95% 100% >95% 

NG 
184 

cop/ml >100% >95% 100% 100% >95% 

MG 
303.5 

cop/ml 
>95% >95% >95% 100% >95% 

 
 
 
 
 

Bosphore 
STD 

EX-tract 
Kit 

 
CT 

700 
100% >95% 100% >95% 100% 

 cop/ml 

Výtěr 
NG 

121.4 
>95

% 

>95% 100% 100% 100% 
 cop/ml 

 
MG 

384.2 
100% >95% >95% 100% >95% 

 cop/ml 
 

CT 
531.5 

100% 100% 100% 100% 100% 
 cop/ml 

Moč 
NG 

1,040 
100% 100% 100% 100% 100% 

 cop/ml 
 

MG 
1,625 

100% 100% 100% 100% 100% 
 cop/ml 

Tabulka 8: Hladiny LOD byly stanoveny na Montania 4896 Real-Time PCR Instrument a poté 

potvrzeny pomocí 5 různých platforem Real-Time PCR. 
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11.2. Analytická specificita 

 

11.2.1. Křížová reaktivita 

 

K eliminaci potenciální zkřížené reaktivity byly použity jak důkazy o návrhu testu, tak 

experimentální studie. Sekvence primeru a sondy byly vyhodnoceny z hlediska možné homologie s 

jinými známými sekvencemi patogenů pomocí srovnávací analýzy sekvencí pomocí zarovnání 

databáze. Aby se zmírnilo riziko zkřížených reakcí, byla souprava testována na zkříženou reaktivitu na 

patogeny pomocí vysoce pozitivních vzorků a bylo zjištěno, že je negativní. 

Experimentální výsledky získané testováním těchto známých vzorků v různých koncentracích na 

všech systémech prokázaly, že souprava specificky a výhradně detekuje zamýšlené patogeny, pro 

které je určena, aniž by detekovala ostatní. 

 

Vzorek Zdroj vzorku Koncentrace 
Výsledek  

Bosphore CT/NG/MG 

Panel Kit v1 

Legionella pneumophila Vircell 800 kopií/μl Negativní 

Mycobacterium avium Vircell 850 kopií/μl Negativní 

Mycoplasma pneumoniae Vircell 750 kopií/μl Negativní 

Haemophilus ducreyi Vircell 700 kopií/μl Negativní 

Haemophilus influenzae typu b Vircell 850 kopií/μl Negativní 

Streptococcus agalactiae Vircell 750 kopií/μl Negativní 

Streptococcus pneumoniae Vircell 900 kopií/μl Negativní 

Bordetella pertussis Vircell 850 kopií/μl Negativní 

Neisseria meningitidis Vircell 760 kopií/μl Negativní 

Salmonella enterica Vircell 700 kopií/μl Negativní 

Ureaplasma urealyticum Vircell 800 kopií/μl Negativní 

Treponema pallidum ATCC 5x103 kopií/μl Negativní 

Gardnerella vaginalis ATCC 6x104 kopií/μl Negativní 

HSV-1 Vircell 1 000 kopií/μl Negativní 

HSV-2 Vircell 1 000 kopií/μl Negativní 

Lidský papilomavirus KDO 1x103 IU/ml Negativní 

Mycoplasma hominis Vircell 1 000 kopií/μl Negativní 

Shigella flexneri Vircell 1 000 kopií/μl Negativní 

Trichomonas vaginalis Vircell 1 000 kopií/μl Negativní 

Candida albicans Vircell 1 000 kopií/μl Negativní 

Campylobacter jejuni Vircell 1 000 kopií/μl Negativní 

Virus lidské imunodeficience-1 KDO 10 000 IU/ml Negativní 

Virus lidské imunodeficience-2 ATCC 1 000 kopií/μl Negativní 
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Virus hepatitidy B KDO 10 000 IU/ml Negativní 

Giardia lamblia *Zeptometrix 
*Vzorek deklarován 

jako vysoce 

pozitivní 

Negativní 

Měňavka obecná (Entamoeba 

histolytica) 

ATCC 
4,3x103 kopií 

genomu/μl 
Negativní 

Ureaplasma parvum Vircell 1 000 kopií/μl 1 000 kopií/μl 

Negativní výtěr (výtěr z genitálií) - - - 

Negativní moč - - - 

Tabulka 9: Výsledky experimentů se zkříženou reaktivitou v mokré laboratoři 

 

Analýza in-silico pro tuto soupravu Real-Time PCR zahrnuje posouzení rizika zkřížené reakce 

primerů a sekvencí sond zahrnutých v testu. Riziko zkřížené reakce se týká potenciální tvorby 

nespecifických produktů PCR, když primery i sekvence sondy zahrnuté v testu vykazují 80 % nebo 

více shody s necílovými sekvencemi, které jsou v těsné blízkosti (do 500 párů bází) a mají správnou 

orientaci (opačná vlákna). 

Během in-silico analýzy byla data analyzována porovnáním sekvencí primeru a sondy s různými 

organismy prostřednictvím blast analýzy. Hlavním cílem bylo kontrolovat procento identických čísel 

bází pro každý primer a sondu. Pokud bylo zjištěno více než 80 % identit, bylo provedeno další 

zkoumání identit, včetně orientace a základní pozice. Tato podrobná analýza byla provedena za účelem 

zjištění možnosti vzniku nespecifického PCR produktu. 

Obecné kritérium pro posouzení rizika zkřížené reakce je založeno na přítomnosti primerů i 

sekvencí sond, které vykazují 80% nebo vyšší homologii k necílovým sekvencím v těsné blízkosti (pod 

500 párů bází) a na opačných vláknech. Identifikované riziko naznačuje potenciál pro tvorbu 

nespecifických PCR produktů. 

Výsledky analýzy in silico naleznete v následujících tabulkách. 

 

Mikroorganismus TAXID ID Cílový gen Riziko zkřížené reakce 

Mycoplasma genitalium 2,097 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Metamycoplasma hominis 2,098 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Chlamydia trachomatis 813 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Ureaplasma urealyticum 2,130 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Treponema pallidum 160 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Haemophilus ducreyi 730 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Calymmatobacterium granulomatis 39,824 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 
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Shigella 620 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Campylobacter 194 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 
 

HIV-1 11,676 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

HIV-2 11,709 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Herpesviridae 10,292 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Papillomaviridae 151,340 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Hepatovirus 12,091 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Herpes virus 10,358 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Virus Molluscum contagiosum 10,279 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Deltaretrovirus 153,136 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Trichomonas vaginalis 5,722 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Měňavka obecná (Entamoeba 

histolytica) 

5,759 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Giardia lamblia 5,741 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Candida albicans 5,476 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Phthirus pubis 121,228 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Sarcoptes scabiei 52,283 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Streptokok skupiny B  1,319 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Ureaplasma parvum 134,821 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Gardnerella vaginalis 2,702 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Bakterie 2 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Houby 4,751 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Viry 10,239 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Lidstvo 9,606 Porin Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Tabulka 10: In silico analýza Neisseria gonorrhoeae pro exkluzivitu včetně hlavních a 

esenciálních patogenů STD 
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Mikroorganismus TAXID ID Cílový gen Riziko zkřížené reakce 

Mycoplasma genitalium 2,097 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Metamycoplasma hominis 2,098 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Neisseria gonorrhoeae 485 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Ureaplasma urealyticum 2,130 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Treponema pallidum 160 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Haemophilus ducreyi 730 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Calymmatobacterium granulomatis 39,824 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Shigella 620 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Campylobacter 194 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

HIV-1 11,676 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

HIV-2 11,709 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Herpesviridae 10,292 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 
 

Papillomaviridae 151,340 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Hepatovirus 12,091 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Herpes virus 10,358 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Virus Molluscum contagiosum 10,279 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Deltaretrovirus 153,136 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Trichomonas vaginalis 5,722 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Měňavka obecná (Entamoeba 

histolytica) 

5,759 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Giardia lamblia 5,741 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Candida albicans 5,476 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Phthirus pubis 121,228 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Sarcoptes scabiei 52,283 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Streptokok skupiny B  1,319 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Ureaplasma parvum 134,821 OMPA Nebyla předpovězena žádná 
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zkřížená reaktivita 

Gardnerella vaginalis 2,702 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Bakterie 2 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Houby 4,751 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Viry 10,239 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Homo sapiens 9,606 OMPA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Tabulka 11: In silico analýza Chlamydia trachomatis pro exkluzivitu včetně hlavních a 

esenciálních patogenů STD 

 

Mikroorganismus TAXID ID Cílový gen Riziko zkřížené reakce 

Chlamydia trachomatis 813 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Metamycoplasma hominis 2,098 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Neisseria gonorrhoeae 485 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Ureaplasma urealyticum 2,130 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Treponema pallidum 160 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Haemophilus ducreyi 730 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Calymmatobacterium granulomatis 39,824 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Shigella 620 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Campylobacter 194 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

HIV-1 11,676 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

HIV-2 11,709 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Herpesviridae 10,292 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Papillomaviridae 151,340 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Hepatovirus 12,091 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Herpes virus 10,358 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 
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Virus Molluscum contagiosum 10,279 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Deltaretrovirus 153,136 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Trichomonas vaginalis 5,722 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Měňavka obecná (Entamoeba 

histolytica) 

5,759 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Giardia lamblia 5,741 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Candida albicans 5,476 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Phthirus pubis 121,228 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Sarcoptes scabiei 52,283 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Streptokok skupiny B  1,319 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Ureaplasma parvum 134,821 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Gardnerella vaginalis 2,702 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Bakterie 2 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Houby 4,751 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Viry 10,239 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Homo sapiens 9,606 mgpC Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Tabulka 12: In silico analýza Mycoplasma genitalium pro exkluzivitu včetně hlavních a 

esenciálních patogenů STD 

 

Mikroorganismus TAXID ID Cílový gen Riziko zkřížené reakce 

Chlamydia trachomatis 813 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Mycoplasma genitalium 2,097 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Metamycoplasma hominis 2,098 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Neisseria gonorrhoeae 485 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Ureaplasma urealyticum 2,130 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Treponema pallidum 160 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Haemophilus ducreyi 730 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Calymmatobacterium granulomatis 39,824 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 
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Shigella 620 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Campylobacter 194 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

HIV-1 11,676 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

HIV-2 11,709 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Herpesviridae 10,292 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Papillomaviridae 151,340 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Hepatovirus 12,091 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Herpes virus 10,358 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Virus Molluscum contagiosum 10,279 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Deltaretrovirus 153,136 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 
 

Trichomonas vaginalis 5,722 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Měňavka obecná (Entamoeba 

histolytica) 

5,759 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Giardia lamblia 5,741 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Candida albicans 5,476 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Phthirus pubis 121,228 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Sarcoptes scabiei 52,283 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Streptokok skupiny B  1,319 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Ureaplasma parvum 134,821 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Gardnerella vaginalis 2,702 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Bakterie 2 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Houby 4,751 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Viry 10,239 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Homo sapiens 9,606 syntetická DNA Nebyla předpovězena žádná 

zkřížená reaktivita 

Tabulka 13: In silico analýza vnitřní kontroly pro exkluzivitu včetně závažných a esenciálních 

patogenů STD 
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11.2.2. Interference 

 

Potenciální interference na Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 byly testovány s endogenními nebo 

exogenními látkami, které mohou být přítomny ve výtěrech a/nebo vzorcích moči. 

Negativní a 3xLOD vzorky pro vzorky moči a výtěry obsahující každou interferující látku byly 

testovány v 5 replikátech. Extrakce DNA byla provedena extrakčním systémem Unio B24 s Unio 

Bacterial DNA Extraction Kit s počátečním objemem 600 μl a elučním objemem 100 μl. Všechny studie 

interferujících látek ukázaly, že v níže uvedených materiálech a koncentracích nebyla zjištěna žádná 

interference: 

 
 

Pro 

negativní 

vzorky 

Pro 

pozitivní 

vzorky 

(3xLOD) 

 

 

 

Výsledky 

Substance Koncentrace 
Test 

negativní 

Test 

pozitivní 

Plná krev 2,5, 5 a 10 % obj. 5/5 5/5 
Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Močovina 1, 2 a 4 % v/v 5/5 5/5 
Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Antibiotika (trihydrát 

amoxicilinu a kyselina 

klavulanová) * 

 

0,5, 1 a 2 mg/ml 

 

5/5 

 

5/5 
Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Antivirotikum (Oseltamivir) 1, 2 a 4 mg/ml 5/5 5/5 
Nebylo zjištěno 

žádné rušení 
 

Lék proti bolesti 

(paracetamol) 

0,5, 1 a 2 mg/ml 5/5 5/5 
Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Základní soubor  

vzorků moči (pH4) 
- 5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Základní soubor  

vzorků moči (pH9) 
- 5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Alkohol 1, 2 a 4 % obj. 5/5 5/5 
Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Tabulka 14: Analýza in vitro : potenciální interferující látky navýšené do negativních a pozitivních 

CT/NG/MG základních souborů klinických vzorků moči 

 
 Pro 

negativní 

vzorky 

Pro pozitivní 

vzorky 

(3xLOD) 

 

 

Výsledky 

Substance Koncentrace 
Test 

negativní 

Test 

pozitivní 

 

Plná krev 

 

2,5, 5 a 10 % obj. 

 

5/5 

 

5/5 

Nebylo 

zjištěno 

žádné rušení 
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Antibiotika (trihydrát 

amoxicilinu a kyselina 

klavulanová) 

 

0,5, 1 a 2 mg/ml 

 

5/5 

 

5/5 

Nebylo 

zjištěno 

žádné rušení 

 

Antivirotikum (Oseltamivir) 

 

1, 2 a 4 mg/ml 

 

5/5 

 

5/5 

Nebylo 

zjištěno 

žádné rušení 

 

Lék proti bolesti 

(paracetamol) 

 

0,5, 1 a 2 mg/ml 

 

5/5 

 

5/5 

Nebylo 

zjištěno 

žádné rušení 

Základní soubor  

výtěrových vzorků (pH4) 

 

- 

 

5/5 

 

5/5 

Nebylo 

zjištěno 

žádné rušení 

Základní soubor  

výtěrových vzorků (pH9) 

 

- 

 

5/5 

 

5/5 

Nebylo 

zjištěno 

žádné rušení 

 

Hygienický výrobek 
0,05, 0,1 a 0,2 % 

v/v 

 

5/5 

 

5/5 

Nebylo 

zjištěno 

žádné rušení 

Tabulka 15: Analýza in vitro: potenciální interferující látky navýšené do negativních a 

pozitivních CT/NG/MG základních skupin vzorků klinických výtěrů 

Je však důležité poznamenat, že toto hodnocení bylo omezeno na látky uvedené ve výše 

uvedených tabulkách. Jiné látky nebo stavy, které nebyly testovány v této studii, mohou potenciálně 

interferovat s testem. Pokud máte podezření na přítomnost jakýchkoli takových látek nebo stavů ve 

vašich výtěrech nebo vzorcích moči, doporučujeme poradit se se zdravotnickým pracovníkem nebo 

kontaktovat náš tým technické podpory pro další pokyny. 

11.3. Měřicí rozsah 

 

Rozsah měření tohoto testu byl stanoven experimentálními postupy zahrnujícími plazmidy, 

protože nebylo možné získat dostatečný počet vysoce pozitivních klinických vzorků. 

Ze zředěného referenčního materiálu (AMPLIRUN TOTAL CT/NG/TV/MGE CONTROL (swab) (Ref.: 

MBTC024-R) byla vygenerována standardní křivka se známou koncentrací a vzorky obsahující sériové 

ředění plazmidů byly kvantifikovány. Rozsah měření byl stanoven na základě nejvyšších a nejnižších 

pozorovaných koncentrací. 

Rozsah měření sady Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 byl stanoven vyhodnocením korelačního 

koeficientu a hodnoty sklonu standardních křivek. U obou parametrů byla splněna kritéria přijatelnosti, 

což svědčí o spolehlivosti výsledků získaných z negativních vzorků obsahujících plazmidy. Bylo 

zjištěno, že rozsah měření pro FAM kanál, konkrétně pro Chlamydia trachomatis, je mezi 1,36x109 

kopiemi/ml a 1,2x102 kopiemi/ml. 
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Obrázek 12: Křivky zesílení měřicího rozsahu Chlamydia trachomatis obsahující sériové číslo 

ředění vzorku 

 

Rozsah měření pro HEX kanál, zaměřený na Neisseria gonorrhoeae, byl stanoven na rozmezí 

mezi 3,26x109 kopií/ml a 1,2x102 kopie/ml. 
 

 

Obrázek 13: Rozsah měření amplifikačních křivek Neisseria gonorrhoeae obsahujících sériové číslo 

ředění vzorku 

 

Pro Texas RED kanál, určený pro  detekci Mycoplasma genitalium, byl rozsah měření stanoven 

mezi 2,01x1010 kopií/ml a 2,85x102 kopie/ml. 
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Obrázek 14: Rozsah měření amplifikačních křivek Mycoplasma genitalium obsahující 

Sériové ředění vzorku 
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11.4. Přesnost 

 

11.4.1. Precizní studie 

 

Údaje o reprodukovatelnosti pro přesnou studii byly získány analýzou zředěných CT/NG/MG 

pozitivních klinických vzorků při očekávaných úrovních LOD (na základě hodnot CT). Studie byla 

provedena dvěma různými operátory, ve třech různých prostředích, po dobu pěti různých dnů, s 

použitím dvou různých šarží a pěti replikátů. Kromě toho byly použity vzorky ve třech různých 

koncentracích (3xLOD, 100xLOD a High Positive). Experimentální design je uveden v tabulce níže. K 

extrakci byl použit Unio B24 Extraction System a Unio Bacterial DNA Extraction Kit (s počátečním 

objemem 600 a elučním objemem 100), následované přístrojem Montania 4896 Real-Time PCR. 

 

 

Lokalita 1 

(Anatolia R&D Laboratory) 

Lokalita 2  

(Anatolia Production 
Laboratory) 

Lokalita 3 
(Anatolia Free Zone Branch 

Laboratory) 

Nástroj 1 Nástroj 2 Nástroj 3 

Položka 1/Položka 2 Položka 1/Položka 2 Položka 1/Položka 2 

Operátor 1 Operátor 2 Operátor 1 Operátor 2 Operátor 1 Operátor 2 

 

R
e
p

li
k
u

je
 Den 

1 

Den 

3 

Den 

5 

Den 

2 

Den 

4 

Den 

6 

Den 

1 

Den 

3 

Den 

5 

Den 

2 

Den 

4 

Den 

6 

Den 

1 

Den 

3 

Den 

5 

Den 

2 

Den 

4 

Den 

6 

5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

Tabulka 16: Plány přesných experimentů 

 

Výsledky PCR (hodnoty CT) byly seskupeny samostatně pro každý kanál: 

 

• FAM - Chlamydia trachomatis 

• HEX - Neisseria gonorrhoeae 

• Texas RED - Mycoplasma genitalium 

 

V rámci každého kanálu byly individuálně vyhodnoceny tři různé koncentrace (3xLOD, 100xLOD 

a High Positive). 

Po seskupení byly provedeny statistické výpočty. Výpočty byly provedeny pro každý cíl v rámci 

koncentrací rozdělených do podskupin. Střední hodnoty, směrodatné odchylky, rozptyly a variační 

koeficient byly vypočteny pro statistickou analýzu pomocí "Analyse-it (Method Validation Edition)" – 

verze 6.15.4. 

Výsledky opakovatelnosti a reprodukovatelnosti jsou uvedeny na následující stránce: 
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Tabulka 17: Výpočty a srovnání hodnot CT získaných pro různé matrice a různé koncentrace v kanálu 

FAM - Chlamydia trachomatis pro šarži 1 a šarži 2 

 

Tabulka 18: Výpočty a srovnání hodnot CT získaných pro různé matrice a různé koncentrace v kanálu 

HEX – Neisseria gonorrhoeae pro šarži 1 a šarži 2 

 

Tabulka 19: Výpočty a srovnání hodnot CT získaných pro různé matrice a různé koncentrace v kanálu 

Texas RED - Mycoplasma genitalium pro šarži 1 a šarži 2 
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 Opakovatelnost Mezi šaržemi Reprodukovatelnost 

SD CV% SD CV% SD CV% 

 

V
Ý

T
Ě
R

 

F
A

M
 

C
T
)
 

3xLOD 0.358 1.2 0.112 0.4 0.375 1.3 

100xLOD 0.086 0.3 0.061 0.2 0.105 0.4 

Vysoce 

pozitivní 

0.072 0.4 0.1 0.5 0.123 0.6 

H
E
X

 

(
N

G
)
 

3xLOD 0.355 1.2 0.0 0.0 0.355 1.2 

100xLOD 0.14 0.5 0.0 0.0 0.14 0.5 

Vysoce 

pozitivní 

0.135 0.7 0.0 0.0 0.135 0.7 

T
.R

E
D

 

(
M

G
)
 

3xLOD 0.842 2.5 1.113 3.4 1.396 4.2 

100xLOD 0.135 0.5 0.0 0.0 0.133 0.5 

Vysoce 

pozitivní 

0.084 0.4 0.129 0.7 0.154 0.8 

 Opakovatelnost Mezi šaržemi Reprodukovatelnost 

SD CV% SD CV% SD CV% 

 

M
O

Č
 

F
A

M
 

(
C

T
)
 

3xLOD 0.733 2.3 0.265 0.8 0.779 2.4 

100xLOD 0.150 0.6 0.069 0.3 0.165 0.6 

Vysoce 

pozitivní 

0.095 0.5 0.025 0.1 0.099 0.5 

H
E
X

 

(
N

G
)
 

3xLOD 0.48 1.5 0.0 0.0 0.48 1.5 

100xLOD 0.085 0.3 0.087 0.3 0.121 0.4 

Vysoce 

pozitivní 

0.075 0.4 0.045 0.2 0.088 0.4 

T
.R

E
D

 

(
M

G
)
 

3xLOD 0.538 1.7 0.0 0.0 0.538 1.7 

100xLOD 0.121 0.5 0.0 0.0 0.121 0.5 

Vysoce 

pozitivní 

0.058 0.3 0.008 0.0 0.058 0.3 

Tabulka 20: Srovnání mezi šarží 1 a šarží 2 pro různé matrice a různou koncentraci 

 

V experimentech, přesné studii provedené 2 různými operátory, na 3 různých místech, v 5 

různých dnech, s použitím 2 různých šarží, v 5 replikátech, bylo pozorováno, že nebyl žádný významný 

rozdíl (≤5% rozdíly) mezi těmi, kteří používali stejnou koncentraci vzorků. 

 
 

 

Výsledky "0.0" uvedené ve výše uvedených tabulkách jsou výsledky, které aplikace 

"Analyse-it (Method Validation Edition)" použila při provádění statistických výpočtů a 

zjistila, že jsou "nevýznamné". 

11.4.2. Pravdivost 

 

Ve studii pravdivosti byl připraven referenční vzorek s názvem AMPLIRUN TOTAL CT/NG/TV/MGE 

CONTROL (swab) (Ref.: MBTC024-R) ve třech různých koncentracích. Na těchto ředěních byla 

provedena lineární analýza a testování bylo provedeno ve dvou samostatných dnech, přičemž každý 

den se skládal z 20 replikátů. 
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Pro proces extrakce byl použit Unio B24 Extraction System a Unio Bacterial DNA Extraction Kit. 

Počáteční objem byl 600 μl a eluce byla provedena za použití 100 μl. 

Následně byl pro PCR analýzu použit přístroj Montania 4896 Real-Time PCR. Získané výsledky 

byly vyhodnoceny ve vzájemném vztahu. 

 

Během studie pravdivosti je zásadní porovnávat výsledky pouze v koncentračním rozmezí, do 

kterého patří. Navíc v experimentu s 20 opakováními je důležité, aby všechny replikáty poskytly 

pozitivní výsledky. Různé testovací dny a koncentrace byly považovány za nezávislé parametry, aby 

bylo zajištěno přesné posouzení. 

 

Průměr 
Směrodatná 

odchylka 
CV% 

 AMPLIRUN CELKEM 
CT/NG/TV/MGE KONTROLA 

(tampon) pro CT/NG/MG 
bakteriální DNA (Ref.: 

MBTC024-R) Ředění 1:2 

FAM (CT) 26.026 0.060033 0.230667 
 

HEX (NG) 27.452 0.113428 0.413188 
 

T.RED (MG) 29.765 0.182058 0.61165 
 

 

 AMPLIRUN CELKEM 
CT/NG/TV/MGE KONTROLA 

(tampon) pro CT/NG/MG 
bakteriální DNA (Ref.: 

MBTC024-R) Ředění 1:8 

FAM (CT) 27.865 0.110295 0.395819 
 

HEX (NG) 29.352 0.220082 0.749802 
Den 1 

T.RED (MG) 31.548 0.305411 0.968084 
 

 

 AMPLIRUN CELKEM 
CT/NG/TV/MGE KONTROLA 

(tampon) pro CT/NG/MG 
bakteriální DNA (Ref.: 

MBTC024-R) Ředění 1:32 

FAM (CT) 29.918 0.189278 0.632655 
 

HEX (NG) 31.4965 0.308728 0.980197 
 

T.RED (MG) 33.6365 0.711184 2.114322 
 

 

Tabulka 21: Den 1: Statistická analýza hodnot CT získaných z různých koncentrací AMPLIRUN 

TOTAL CT/NG/TV/MGE CONTROL (tampon) pro CT/NG/MG bakteriální DNA 

(Odkaz: MBTC024-R) 
 

 

Průměr 
Směrodatná 

odchylka 
CV% 

 AMPLIRUN CELKEM 
CT/NG/TV/MGE KONTROLA 

(tampon) pro CT/NG/MG 
bakteriální DNA (Ref.: 

MBTC024-R) Ředění 1:2 

FAM (CT) 25.998 0.07724 0.297099 
 

HEX (NG) 27.451 0.120744 0.439851 
 

T.RED (MG) 29.6995 0.177129 0.596405 
 

 

 AMPLIRUN CELKEM 
CT/NG/TV/MGE KONTROLA 

(tampon) pro CT/NG/MG 
bakteriální DNA (Ref.: 

MBTC024-R) Ředění 1:8 

FAM (CT) 27.9635 0.14914 0.533338 
 

HEX (NG) 29.382 0.190226 0.647424 
Den 2 

T.RED (MG) 31.549 0.378456 1.199582 
 

 

 AMPLIRUN CELKEM 
CT/NG/TV/MGE KONTROLA 

(tampon) pro CT/NG/MG 
bakteriální DNA (Ref.: 

MBTC024-R) Ředění 1:32 

FAM (CT) 29.969 0.244313 0.81522 
 

HEX (NG) 31.2815 0.327082 1.045609 
 

T.RED (MG) 33.602 0.78347 2.331619 
 

 

Tabulka 22: Den 2: Statistická analýza hodnot CT získaných z různých koncentrací AMPLIRUN 

TOTAL CT/NG/TV/MGE CONTROL (tampon) pro CT/NG/MG bakteriální DNA 

(Odkaz: MBTC024-R) 
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Studie pravdivosti, prováděná po dobu dvou dnů a zahrnující 20 replikátů pro každou ze tří 

různých koncentrací AMPLIRUN TOTAL CT/NG/TV/MGE CONTROL (swab) pro CT/NG/MG bakteriální 

DNA (Ref.: MBTC024-R), přinesla pozitivní výsledky pro všechny vzorky, jak se očekávalo. 

11.5. Přenos 

 

Experimentální studie byly použity k řízení přenosového účinku zařízení. K testování tohoto 

parametru byl nejprve použit jeden vysoce pozitivní klinický vzorek, po kterém následoval jeden 

negativní klinický vzorek. Pro proces extrakce byl použit extrakční systém Unio B24 a souprava Unio 

Bacterial DNA Extraction Kit s počátečním objemem 600 μl a elučním objemem 100 μl. Následně byl 

pro analýzu použit přístroj Montania 4896 Real-Time PCR. 

V každém běhu bylo testováno 5 vysoce pozitivních vzorků, mezi nimiž bylo rozptýleno 5 

negativních klinických vzorků. Tento přístup zajistil splnění výkonnostních kritérií. Konkrétně se 

očekávalo, že všech 5 negativních vzorků přinese negativní výsledky v každém běhu, bez jakékoli 

kontaminace předchozím vysoce pozitivním vzorkem. Kritéria přijatelnosti byla definována jako 

absence hodnoty CT v negativních vzorcích. Níže jsou uvedeny výsledky získané z experimentálních 

studií hodnotících přenosové účinky Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1: 

 

Vzorek Běh 1 Běh 2 Běh 3 Běh 4 Běh 5 

Vysoce pozitivní 

vzorek CT/NG/MG 
(replikace 1) 

 

Pozitivní 

 

Pozitivní 

 

Pozitivní 

 

Pozitivní 

 

Pozitivní 

Negativní 
vzorek 

(opakování 1) 

Negativní 

(bez CT) 

Negativní 

(bez CT) 

Negativní 

(bez CT) 

Negativní 

(bez CT) 

Negativní 

(bez CT) 

Vysoce pozitivní 

Vzorek CT/NG/MG 

(replikace 2) 
Pozitivní Pozitivní Pozitivní Pozitivní Pozitivní 

Negativní 

vzorek 

(Replikace 2) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Vysoce pozitivní 

Vzorek CT/NG/MG 

(replikace 3) 
Pozitivní Pozitivní Pozitivní Pozitivní Pozitivní 

Negativní 
vzorek 

(opakování 3) 

Negativní 

(bez CT) 

Negativní 

(bez CT) 

Negativní 

(bez CT) 

Negativní 

(bez CT) 

Negativní 

(bez CT) 

Vysoce pozitivní 
Vzorek CT/NG/MG 

(replikace 4) 
Pozitivní Pozitivní Pozitivní Pozitivní Pozitivní 

Negativní 

vzorek 
(opakování 4) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Vysoce pozitivní 

vzorek CT/NG/MG 
(Replikace 5) 

Pozitivní Pozitivní Pozitivní Pozitivní Pozitivní 

Negativní 

vzorek 

(opakování 5) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Tabulka 23: Přenosové účinky soupravy panelu Bosphore CT/NG/MG v1 
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Na základě získaných údajů všechny negativní vzorky vykazovaly "Žádné CT", jak se očekávalo. 

A bylo zjištěno, že nedošlo k žádnému přenosovému efektu pro všechny negativní vzorky ve všech 

sériích. 

 

11.6. Stabilita Real-Time 

 

Podle extrapolovaných údajů a údajů o zrychlené stabilitě, stejně jako experimentů se stabilitou 

v reálném čase, naznačují, že trvanlivost soupravy je 18 měsíců pro optimální výkon. 

11.7. Stabilita při použití 

 

Sada panelů Bosphore CT/NG/MG v1 prošla komplexním testováním stability během používání, 

aby byl zajištěn spolehlivý výkon v různých podmínkách. Stabilitní studie se řídily pokyny CLSI25A a 

EN ISO 23640:2015. 

Pro vyhodnocení stability soupravy byly navrženy experimentální sestavy, které simulovaly 

scénáře z reálného světa. Bylo provedeno několik cyklů zmrazení/rozmrazení na dvou různých 

koncentracích (100xLOD a 3xLOD) vzorků moči a výtěrů spolu s pozitivními a negativními kontrolami. 

Souprava byla poté porovnána s výsledky z 0. dne. Pro statistickou analýzu byl použit t-test 

(dvouvýběrový za předpokladu nestejných rozptylů, dvoustranný). 

Zjištění ukázala, že Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 zůstává stabilní až do tří cyklů 

zmrazení/rozmrazení. Pro optimální výkon se tedy doporučuje omezit soupravu na tři cykly 

zmrazení/rozmrazení. 

Dále byla hodnocena stabilita soupravy během 90minutové inkubace v chladicím stojanu Unio 

96 Extraction & PCR Setup System. Analýza zahrnovala testování dvou koncentrací (100xLOD a 

3xLOD) vzorků moči a výtěrů a jejich porovnání s referenční soupravou. Statistická analýza prokázala, 

že souprava zůstala během inkubace ve studeném stojánku stabilní (p>0,05). 

Tyto studie stability při používání ujišťují uživatele, že sada panelů Bosphore CT/NG/MG v1 si 

zachovává svůj výkon a zajišťuje přesné a spolehlivé výsledky pro aplikace PCR v reálném čase. 

11.8. Stabilita při přepravě 

 

Tato část obsahuje pokyny pro hodnocení přepravní stability (přepravní stability) sady Bosphore 

CT/NG/MG Panel Kit v1 prostřednictvím experimentálních studií provedených na přístroji Montania 

4896 Real-Time PCR Instrument (Anatolia Geneworks). Účelem tohoto hodnocení je zjistit, zda je 

výkon soupravy ovlivněn přepravními podmínkami. 

Pro posouzení přepravního řetězce byla souprava odeslána leteckou dopravou za běžných 

přepravních podmínek a vrácena do ústředí. Tento proces nám umožnil otestovat stabilitu zařízení 

během přepravy. 

Na základě získaných statistických údajů bylo zjištěno, že neexistuje statisticky významný 
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rozdíl mezi všemi matricemi a všemi koncentracemi v testovaném zařízení před a po odeslání. 

Výsledkem je, že souprava Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 Real-Time PCR Kit je podle statistických 

údajů (p >0,05) stabilní, přestože byla přepravována, během přepravy trávila čas na suchém ledu a 

při návratu dokonce ztrácela čas. 

Stabilita přepravy byla ověřena pomocí 25 kg suchého ledu, 2 gelových obalů se studeným 

řetězcem a 1 tepelného indikátoru po dobu až 6 dnů. Přepravní box musí být vyroben z polystyrenu 

se specifikacemi; rozměr vnější části 675x520x300 mm, vnitřní rozměr 575x420x200 mm, tloušťka 

stěny 50 mm, hustota 30 kg/m3. Vlastnosti gelových obalů se studeným řetězcem musí mít hmotnost 

500±50 gramů a musí být naplněny gelem se studeným řetězcem. Kruh tepelného indikátoru musí 

být po přepravě bílý. Nakonec musí být polystyrenová krabice a prohlubně víka úhledně zarovnány a 

pevně uzavřeny lisováním shora a utěsněny lepicí páskou o velikosti 45 mm x 100 m, přičemž kolem 

víka se utěsní alespoň 3 náboji. Polystyrénová krabice obsahující sadu Real Time PCR o 

specifikovaných rozměrech nesmí být otevřena v žádné fázi přepravy a při přijetí musí obsahovat 

suchý led. Také pokud dojde ke změně některé z uvedených podmínek, je nutné studii stability 

dopravy opakovat. Na základě těchto zjištění musí být validovaný rozsah přepravních teplot v rozmezí 

-20 °C až -90 °C. 

11.9. Metrologická návaznost 

 

Metrologická návaznost pozitivní kontroly soupravy Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1 je 

kalibrována z hlediska hodnoty koncentrace/CT vůči DNA kontroly Amplirun Total CT/NG/TV/MGE 

(SWAB). 

Experimentální výsledky prokázaly, že koncentrace pozitivní kontroly pro C. trachomatis je 

3,598x106 kopií/ml a to odpovídá průměrné hodnotě CT 20,6 (podle přístroje Montania 4896 Real-

Time PCR). 

 

Experimentální výsledky prokázaly, že koncentrace pozitivní kontroly pro N. gonorrhoeae je 

1,134x106 kopií/ml a to odpovídá průměrné hodnotě CT 21,96 (podle přístroje Montania 4896 Real-

Time PCR). 

 

Experimentální výsledky prokázaly, že koncentrace pozitivní kontroly pro M. genitalium je 

2,467x106 kopií/ml a to odpovídá průměrné hodnotě CT 20,63 (podle přístroje Montania 4896 Real-

Time PCR). 

 

 

12. TECHNICKÁ POMOC 

 

V případě jakékoli technické pomoci nebo dotazů týkajících se vaší sady Real-Time PCR jsme tu, 

abychom vám pomohli. Chápeme, že mohou nastat situace, kdy budete potřebovat odborné vedení a 

podporu. Ať už máte dotazy týkající se používání sady, řešení problémů nebo interpretace dat, náš 

specializovaný tým technických odborníků je vám k dispozici. 
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Chcete-li kontaktovat náš tým technické podpory, použijte prosím kontaktní údaje uvedené v části 16. 

 

Když nás kontaktujete, uveďte prosím podrobné informace o vašem konkrétním dotazu nebo 

obavě. To nám umožní poskytnout vám co nejpřesnější a nejefektivnější pomoc. Prosíme vás, abyste 

si připravili následující informace: 

Podrobnosti experimentu: Popište své experimentální nastavení, včetně typu vzorku, cílového 

genu, reakčních podmínek a jakýchkoli specifických problémů, se kterými se setkáváte. Čím více 

informací nám můžete poskytnout, tím lépe porozumíme vašim potřebám a nabídneme správnou 

podporu. 

Přístrojové vybavení a software: Pokud je to možné, uveďte přístroj a software Real-Time PCR, 

který používáte. Tyto informace nám umožní poskytnout pokyny specifické pro možnosti a vlastnosti 

vašeho přístroje. 
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ABMNC3 (100 rxn/box) 

ABMNC2 (50 rxn/box) 

ABMNC1 (25 rxn/box) 
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