MASTAZYME™ CHLAMYDIA

Enzymaticka imunoesej pro detekci Chlamydia Antigen

Navod k pouziti

c € 0483

Pouze pro in vitro diagnostiku

MASTAZYME™ CHLAMYDIA ELISA Kit REF 695010 96 testl
MASTAZYME ™ CHLAMYDIA Transportni médium REF 695020 95 vialek
MASTAZYME ™ CHLAMYDIA Odbérové tampony REF 695030 100 kusu

Skladujte pfi2-8°C
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Vysvétleni zkratek a ikon uvedenych na stitcich:

STRIPS Mikrotitracni stripy
CONTR |+ Pozitivni kontrola
CONTR | - Negativni kontrola
AB Monoklonalni protilatka
COMJ HRP konjugat
sUBS TMB substrat
STOP Stop roztok
WASH Promyvaci pufr
LOT Sarze

Cist navod k pouZziti

Dilezitd upozornéni

Datum expirace

Skladovani

®» ~ K> B

Reagencie nelze pouzit opakované
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1. Pouziti

Souprava MASTAZYME™ CHLAMYDIA je senzitivni enzymaticka imunoesej pro detekci Chlamydiového
antigenu ve vzorcich pochézejicich ze stéru z endocervixu u zen, muzské uretry a ve vzorcich ze stéru
spojivkového vaku. Tato souprava muze také slouzit pro analyzu vzorkt muzské moce.

2. Uvod

Rod Chlamydia zahrnuje 3 zjisténé druhy: Chlamydia trachomatis, ktera je patogenni pfedevsim pro lidi,
Chlamydia psittaci, ktera je patogenni pro ptéky, zvifata a nékdy i pro lidi a Chlamydia pneumoniae,
ktera zpusobuje respiracni infekce a atypické pneumonie u lidi. VSechny chlamydie jsou intracelularni
organismy klasifikované jako bakterie.?

C. trachomatis je klinicky jeden z nejdulezitéjSich patogenu a je hlavni pFic¢inou sexualné pfenosnych
onemocnéni v pramyslové vyspélych zemich.® Je znamo 15 sérotypu.?

Sérotypy A, B, Ba a C jsou plivodci trachomu - nejcasnéjsi pricinou slepoty, sérotypy Ly, L, & L3 souvisi s
Lymphogranuloma venereum, zatimco zbyvajici sérotypy D-K jsou spojeny s genitalnimi infekcemi od
negonokokovych uretritid, cervicitid, vulvovaginitid, proktitid az po neplodnost, z nichz mnohé zustavaji
neodhaleny a tudiz nelééenx. K zavaznéjSim projevim zanétlivych onemocnéni patfi salpingitida a mi-
modélozni téhotenstvi u zen™® a epididymitida u muzt. Sérotypy D-K mohou také zptsobovat zanét spo-
jivek, punktualni keratitidu a ob¢as zlsizvenl' nebo endemicky trachom. VétSina z nich vznik&d u pacientd s
nezachycenymi genitalni symptomy.” K novorozeneckym o¢nim komplikacim a onemocnéni dychacich
cest mize dojit u déti narozenych infikovanym matkam.”

Zivotni cyklus C. trachomatis je slozity. Infekce je zahajena uchycenim elementéarniho téliska na cylin-
drickych epitelovych bunkéch, do nichz prostoupi endocyt6zou. Elementarni télisko roste a diferencuje se
do retikuldrniho téliska.

Ta se pak rozdéli binarnim stépenim a po 24-48 hodinach se retikularni téliska diferencuji do expanda-
bilnich inkluzi. Vyzrala inkluze muZe obsahovat cca. 10* chlamydiovych t&lisek.

Rutinni diagnostika infekci C.trachomatis zahrnuje jednu z nasledujicich metod:
a) Kultivace pacientského materialu na zvifecich bunkach a pozorovani obarvenych intracelularnich
chlamydiovych inkluznich télisek a vizualni vySetfeni. To vSak trva nejméné 48 hodin.

b) Detekce chlamydii hybridizaci nukleové kyseliny nebo amplifikaci. Vysledky jsou spolehlivé, ale jed-
na se o drahé vySetreni.

c) Primé vySetieni pacientského materialu enzymatickou imunoeseji (EIA) nebo imunoflorescenci.
Metoda EIA je rychla, nezavisla na mikroskopii, a proto je tato metoda volbou mnoha laboratofi.

3. Princip testu

Souprava MASTAZYME™ CHLAMYDIA Antigen ELISA vyuziva principu jednokrokové enzymatické imu-
noeseje. Urogenitalni (stér z endocervixu nebo muzské uretry) nebo vzorky ze stéru spojivkového vaku
jsou ziskany od pacienta a umistény na MASTAZYME™ CHLAMYDIA transportni médium. Vzorky moée
jsou vortexovany po dobu 20 vtefin a nasledné centrifugovany po dobu 20 minut pfi 2500 x g a vznikla
peletka je resuspendovana v 1 vialce MASTAZYME™ CHLAMYDIA transportniho média.

Vzorky a kontroly musi byt dukladné promichany, vafeny po dobu 10 minut a nasledné pfed pouzitim vy-
chlazeny. Do pfedem pfipravenych jamek v mikrotitracni desti¢ce se pipetuji jednotlivé slozky v dale uve-
deném poradi: (1) anti-mysi IgG HRP protilatka konjugovand s kfenovou peroxidazou, (2) pfedem pred-
vafeny vzorek nebo kontrola a (3) mySi IgG monoklonalni protilatka specificka pro chlamydiovy lipopoly-
sacharid (LPS).

Po 60 minutové inkubaci pfi teploté 37 'C jsou jamky promyty z divodu odstranéni nenavdzaného materi-
alu a konjugovany enzym (HRP) je detekovan pfidanim chromogenniho substratu 3,3, 5,5' tetramethyl-
benzidinu (TMB). Béhem inkubace produkuje enzymaticka reakce modré zbarveni a tato reakce je po
urcité dobé zastavena pfidanim kyseliny, ktera zplsobi zménu zbarveni z modré na jasné zlutou.
Nasledné jsou jamky vyhodnocovany spektrofotometricky. Intenzita barevné reakce je pfimo Umérna
mnozstvi Chlamydiového antigenu ve vzorku ziskaného od pacienta.

Mysi monoklonalni protilatka je rodové specificka a nerozliSuje mezi Ch. trachomatis, Ch. psittaci a Ch.
pneumoniae.
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4. Soucasti soupravy

1.

2.
3.

12 x Mikrotitraéni stripy s 8 odlamovatelnymi jamkami, dodavané v ramecku
(drzéku) a zapeceténé v hlinikovém obalu se sakem silikagelu.

4 x Folie na prikryti desticek

1x5,5mL MysSi monoklonalni protilatka specificka pro Chlamydiovy

lipopolysacharid, nafedéna v modfe zbarveném roztoku s obsahem PBS
pufru, BSA a 0,1 % proclinu jako konzervantu. Pfipravena k pouZiti.

2x3mL Ov¢i anti-mysi IgG protilatka konjugovana s kfenovou peroxidazou,
nafedéna v Gervené zbarveném roztoku s obsahem PBS pufru, BSA a
0,1 % proclinu jako konzervantu. Pfipravena k pouziti.

4 x 1 mL Pozitivni kontrola, semi-purifikovany preparat Ch. trachomatis, sérovar L2
rostouci v McCoy burikach, nafedény v modifikovaném MASTAZYME™
CHLAMYDIA transportnim médiu. Pfipravena k pouziti.

4x1mL Negativni kontrola, MASTAZYME™ CHLAMYDIA transportni médium.
Pfipravena k pouziti.
2x25mL Promyvaci pufr, dodavany 30 x koncentrovany, slozeny z: 0,9 % (W/v)

NaCl, kone¢na koncentrace 0,05 % (w/v) Tween 20, kone¢na koncentrace
0,003 % (w/v)  Proclin, kone¢na koncentrace

1x22mL TMB substrat (3,3°,5,5° Tetramethylbenzidin, pfipraven k pouziti),
reagencie bez DMSO. Pfipraven k poucziti.
1x12mL Stop roztok, obsahuje 2M H,SO,. Pfipraven k pouZziti.

5. Potrebny material, ktery neni soucasti soupravy

wp =

No ok

Vortexova michacka.

Laboratorni centrifuga schopna dosahnout 2500 x g.

Termoblok s jamkami o praméru 17-18 mm nebo jiné alternativni zafizeni, schopné zahrat vzor-
ky na teplotu 100°C + 5°C, napf. vodni lazen.

Pfesné mikropipety, a to jak jednokanalové, tak multikanalové o objemu 25 L, 50 pL a 200 pL.
Jednorazové Spicky na pipety.

Destilovana nebo deionizovana voda (ultracista nebo voda pro HPLC).

Cisté, standardni, odmérné laboratorni sklo nebo plastové nadoby o objemu 500 mL, 1000 mL
nebo 2000 mL.

Centrifuga (2500 x g).

Inkubator (37 C).

. Manualni promyvaci systém (stficka) nebo automaticky promyva¢ mikrotitranich desticek.

. Absorbujici papirové ubrousky.

. ELISA reader se 450 nm filtrem (volitelné: referencni filtr 620 nm).

. MASTAZYME™ CHLAMYDIA transportni médium (Kat. &islo 695020).

. MASTAZYME™ CHLAMYDIA odbé&rové tampony (Kat. &islo 695030), eventuelné je mozné pou

7it pouze odbérové tampony Dacron® pro odbér vzorkt z endocervixu a muzské urethry. Nelze
pouzivat odbérové tampony se dfevénou a alginatovou nasadkou. Nelze pouzit ani odbérové
tampony s obsahem agaru a uhliku. (Dacron® je registrovana ochranna znamka DuPont Inc.).

6. Upozornéni a zvlastni opatreni

Pouze pro in-vitro diagnostikul!

Ctéte pozorné pribalovy letak pfed pouzitim testu. Neupravuijte pracovni postup.

Nepouzivejte test po uplynuti doby expirace.

Nezaménujte reagencie z rliznych Sarzi, reagencie jsou kalibrovany pro kazdy Kkit.

Prohlédnéte vSechny reagencie v kitu pfed provedenim testu. Reagencie by nemeély byt pouzity v
pFipadé, kdy se objevi jakykoliv zakal ¢i jsou reagencie podezrelé z jakéhokoli jiného ddvodu.
VSechny reagencie musi byt skladovany pfi 2-8°C a vytemperovany pred jejich pouzitim na
laboratorni teplotu.

Nepouzivejte jamky opakované.
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¢ Nepipetujte Usty.

e Pozitivni kontrola je supernatantni material z infikovanych bunék tkarfiové kultury a byla
prokazana jako neinfekéni je-li naockovana na citlivé bunééné kulture. Pfesto s ni po celou dobu
zachazejte jako s potencialné infekEnim materialem.

Pouzivejte vysoce kvalitni destilovanou nebo deionizovanou vodu (ultragistou / pro HPLC).
Neprenasejte vzorky pfimo z -70°C nebo 2-8°C do termobloku. Vzdy ponechte vzorky
vytemperovat na laboratorni teplotu pred jejich zahfivanim.

e Nedovolte, aby jamky béhem testu vyschly.

¢ Nezahfivejte TMB substrat. TMB substrat je hoflavy. Vyvarujte se kontaktu z kizi, oima a
sliznicemi, chrante pfed teplem a otevienym plamenem.

e Chrarnte roztok pred pfimym svétlem. Inkubace s TMB substratem musi byt provedena v temném
prostfedi.

e Stop roztok obsahuje H,SO,, kterd je korozivni. Vyvarujte se kontaktu s kizi, o€ima a sliznicemi.

¢ Pouzijte jednorazové plastové pomtucky, je-li to mozné. Opakované pouzité rukavice by mély byt
ddkladné umyty a oplachnuty vodou bez detergentl pred jejich dalSim pouzitim.

e Vyvarujte se kontaminaci reagencii a zaméné vi¢ek na lahvickach. Pouzivejte jiné pipety nebo
Spicky pro kazdy vzorek a reagencii.

e Vyvarujte se kontaminaci vzorkd mezi jamkami. Pokud je pfi davkovani vzorku €i reagencie
nakapano na povrch desti¢ky, potom okamzité vysuste povrch.

¢ Musi byt dodrzeny mistni provozni postupy pro manipulaci s potencialné infekénim materialem.
Vzorky mohou obsahovat potencialné infekéni organismy napf. HIV 1, 2, viry hepatitidy.
Zahfivanim vzorku se mohou inaktivovat viry, jsou-li pfitomny. Nicméné, postupujte velmi opatrné
po celou dobu manipulace s lidskymi vzorky.

e Nakladejte s veSkerym klinickym a kontrolnim materidlem bezpecéné a v souladu s mistnimi
predpisy.

7. Uchovavani a trvanlivost reaqencii

1. Souprava MASTAZYME™ CHLAMYDIA a véechny komponenty mohou byt pouzity do data

expirace uvedeného na obalu, pokud jsou skladovany pfi teploté 2-8°C.

2. Po otevreni skladujte reagencie pfi teploté 2-8°C tam, kde je to vhodné.

3. Klinické vzorky mohou byt skladovany pfi teploté 2-8°C po dobu 8 dnli pfed pouzitim nebo po
dobu 6. mésicu pfi teploté -70°C.
Vzorky muzské moce mohou byt skladovany po dobu maximalné 24 hodin pfi teploté 2-8°C.
Prevarené vzorky (odbérové tampony a muzska moc¢) mohou byt skladovany pfi teploté 2-8°C
po dobu maximalné 24 hodin. Pfi dlouhodobéjSim skladovani je tfeba vzorky skladovat pfi
teploté -20°C, kdy jsou stabilni po dobu 4. tydna.
6.  Naredény promyvaci pufr muze byt skladovan v dukladné uzavienych nadobkéach pfi teploté

15-30°C po dobu 1 mésice.

ok

8. Odbér vzorku a manipulace

- Tato souprava je ur€ena pro analyzu lidskych urogenitalnich (vzorky z endocervixu a muzské urethry),
ocnich vzorkd a také vzorkd muzské moce.

- Nepouzivejte MASTAZYME ™ CHLAMYDIA transportni médium, pokud vykazuje znamky kontaminace,
napf. zakal nebo ztrata jeho typického zabarveni.

- Urogenitélni vzorky nebo vzorky z o€nich vytérd by mély obsahovat co nejvice epitelialnich bunék,
protoze Chlamydie jsou intracelularni organismy, které napadaji praveé epitelialni buriky.

- Pokud je pozadovan odbér vzorku pro vySetfeni na kapavku, je nutné tento vzorek odebrat dfive, nez
vzorek pro vySetfeni na pfitomnost chlamydie, a to za vyuziti zvlaStniho odbérového tamponu.

9. Pracovni postup
Dulezita poznamka: Nasledujici pofadi pipetovanych slozek je naprosto zasadni pro spravnou funkénost
soupravy: 1. Konjugat (Cervené zbarveny roztok)

2. Vzorek (vialka s transportnim médiem obsahujici odbérovy tampon) nebo kontroly
3. Monoklonalni protilatka (modfe zbarveny roztok)

Ujistéte se, ze jsou vSsechny reagencie na dné jamek v mikrotitracni desti¢ce. Pred inkubaci opa-
trné promichejte reakéni mix.
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. Pripravte fedéni koncentrovaného promyvaciho pufru v poméru 1:30 za vyuziti ultracisté vody,
jak je pozadovano nebo nafedte cely objem (2 vialky, kazda po 50 mL) 1450 mL ultracisté vody.

2. Pred dal$im pokracovanim je nutné vSechny reagencie, mikrotitrani desticky a vzorky nechat
vytemperovat na pokojovou teplotu.

3. Vzorky a kontroly (1 pozitivni a 1 negativni) vortexujte po dobu 15 vtefin.

4. Zahfivejte vSechny vzorky a kontroly na teplotu 100°C + 5°C po dobu 10. minut v termobloku
nebo ve varné vodni lazni. Ujistéte se, ze jsou povoleny uzavéry na vialkach, ale zaroven, ze pfi
vafeni nedochazi ke vzniku vody do vialek.

5. Po 10 minutach vyjméte vialky a pfed daldim pouzitim je vychladte na pokojovou teplotu.

6. Pripravte si pozadované mnozstvi mikrotitracnich stript pro provedeni testu v€etné 3 jamek pro
kontroly (2 pro negativni a 1 pro pozitivni kontrolu). Nepotfebné stripy vyjméte z rdmecku a vratte
je zpét do plastového skladovaciho obalu s obsahem sacku silikagelu. Obal ihned znovu zalepte.

Dulezité: Pipetujte vSechny reagencie a vzorky pfesné dle pofadi uvedeného nize:
1. konjugat, 2. vzorek, 3. protilatka

7. Pipetujte 25 L €ervené zbarveného konjugatu do kazdé jamky. Provedte vizualni kontrolu pro
ujisténi, Zze skute¢né vSechny jamky obsahuji konjugat.

8. Vzorky a kontroly vortexujte po dobu 15 vtefin, a poté jich pipetujte 200 pL do pfedem uréenych
jamek. Zaznamenejte si pozice (umisténi) jednotlivych vzorkd a kontrol za vyuziti pismen a
Cisel, ktera jsou vylisovana do drzaku stripu.

9. Pipetujte 50 pL modfe zbarveného roztoku monoklonalni protilatky do kazdé jamky. Provedte
vizualni kontrolu pro ujisténi, ze skute¢né vSechny jamky obsahuji protilatku. V této fazi dojde v
jamkach ke zméné zbarveni na Sedivou.

10. Stripy prikryjte dodavanou félii, aby bylo zabranéno vyparovani tekutiny z jamek.

11. Opatrné poklepejte o sténu ramecku, abyste se ujistili, Zze jsou vSechny komponenty reakce v
jamkach dobre promichany. Davejte vSak pozor, aby nedoslo k pfesunu obsahu v jamkéch na
jejich vrchni €ast. Ve vSech jamkéach by mélo byt pfitomno v celém prostoru stejné zbarveni a
nemeéla by byt pfitomna zadna znamka vrstveni reagencii.

12. Inkubujte pfi 37 ‘C po dobu 60 minut £ 3 minuty.

13. Po inkubaci sundejte plastovou kryci félii a promyjte stripy nafedénym promyvacim pufrem bud
(a) ruéné za vyuziti stficky nebo (b) pomoci automatického promyvace. Zabrarite
dlouhodobéjSimu kontaktu promyvaciho pufru se dnem jamek

a) - Opatrné drzte ramecek se stripy a po jemném promichani vylijte obsah jamek do odpovidajici

odpadni nadoby.

- Promyjte jamky alespori 350 pL promyvaciho pufru ze stficky, a poté obsah jamek opatrné
vylijte.

- Promyvaci krok takto opakujte 5x.

- Nakonec otocte ramecek se stripy dnem vzhiru a ddrazné s nim klepejte o pevnou podlozku,
na které je umistén absorpcni papirovy ubrousek, aby dos$lo k odstranéni zbytkové tekutiny ze
dna jamek. Zkontrolujte, zda nezlstala zadna tekutina v jamkach, a poté osuste povrch jamek
za vyuziti Cistych absorbujicich papirovych ubrousku.

b) - PFi vyuziti automatického promyvace stripli vyprazdnéte a promyjte jamky s alespon 350 pL
promyvaciho pufru. Promyti opakujte 5x v zavislosti na informacich poskytnutych vyrobcem
promyvaciho zafizeni. Nepouzivejte promyvaci programy, které zahrnuji namaceci krok.

- Je velice dulezité zkontrolovat, Ze jsou promyvaci trysky Cisté, nezablokované a ze pokazdé
dobfe plni vSechny jamky promyvacim roztokem.
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- Po promyti otoCte ramecek se stripy dnem vzhdru a ddrazné s nim klepejte o pevnou
podlozku, na které je umistén absorpcni papirovy ubrousek, aby doslo k odstranéni zbytkové
tekutiny ze dna jamek. Zkontrolujte, zda nezustala zadna tekutina v jamkéch, a poté osuste
povrch jamek za vyuziti Cistych absorbujicich papirovych ubrouska.

14. Pipetujte 200 pL roztoku TMB (pfipraven k pouziti) do kazdé jamky. Pro tento krok je
doporuceno pouzivat multikanalovou pipetu.

15. PFikryjte stripy dodavanym kouskem plastové folie, jemné poklepejte na sténu ramecku, abyste
se ujistili, Ze jsou vSechny komponenty reakce v jamkach dobfe promichany. Davejte vSak
pozor, aby nedoslo k pfesunu obsahu v jamkéach na jejich vrchni ¢ast.

16. Inkubujte ve tmé, pfi pokojové teploté, po dobu 20 minut £ 2 minuty.

17. Po inkubaci ukoncete reakci pfidanim 50 pL stop roztoku do vSech jamek ve stejném poradi a
C¢asovém intervalu tak, jak byl v kroku 14 pfidavan roztok TMB substratu.

18. Opatrné poklepejte rameckem, abyste se ujistili, ze jsou vSechny reagencie dobfe promichany a
Ze zadné nezreagované reagencie neadherovaly na vrchni ¢ast stény v jamce. Vizualné
zkontrolujte, Ze je v jamkach homogenni zbarveni a ze neni pfitomna zadna znamka vrstveni
reagencii.

19. Do 30 minut od pfidani stop roztoku odecitejte vysledky za vyuziti vhodného ELISA readeru se
450 nm nastavenim filtru (referenéni filtr 620 - 690 nm). Blank odecitejte vici vzduchu.

10. Vysledky a interpretace

Kritéria pro interpretaci:
e Primérnd hodnota extinkce negativni kontroly by méla byt mensi nez 0,2 OD hodnot.
¢ Hodnota extinkce pozitivni kontroly by méla byt vy$Si nez 0,7 OD hodnot.
e Pokud negativni a pozitivni kontroly nesplfuji tato kritéria, vysledky testu by nemély byt
interpretovany a test musi byt zopakovan.
e Pro zjisténi OD hodnot specifickych pro danou Sarzi viz.“ Certificate of Kit Performance®, ktery je
soucasti baleni.

1. Vypocet vysledkt

a) Vypocditejte primérnou hodnotu absorbance naméfené u negativnich kontrol.
b) Vypocditejte cut-off hodnotu nasledovné:

Cut-off = stfedni absorbance negativnich kontrol + 0,1
¢) Vypocitejte horni limit pro hrani€ni oblast ndsledovné:

Horni limit = cut-off hodnota + 0,05

2. Validace testu
a) Primérna hodnota absorbance pro negativni kontroly by méla byt nizsi nez 0,20.

b) Hodnoty absorbance pozitivnich kontrol by mély byt hodnoceny vySe nez 0,7.
Pokud nejsou splnéna tato kritéria, test je povazovan za nevalidni a mél by byt zopakovan.

3. Interpretace vysledku

a) Vzorek s hodnotou absorbance vy$si nez horni limit pro hraniéni oblast je povazovan za
pozitivni.
b) Vzorek s hodnotou absorbance odpovidajici hornimu limitu pro hrani¢ni oblast nebo

c) Vzorek s hodnotou absorbance mezi cut-off hodnotou a hornim limitem je povazovéan za
hraniéni a mél by byt znovu analyzovan. Pfi opakovaném testovani, vzorky ani kontroly
neprevarejte.

d) Pokud vzorek opakované poskytuje hrani¢ni vysledky, mél by se od pacienta odebrat vzorek
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novy, a ten podrobit nové analyze.

e) Prevarené vzorky ze stéri a vzorky muzské moce, u kterych je tfeba provadét konfirmacni
vySetfeni a kontroly, mohou byt skladovany pfi teploté 2-8°C po dobu maximalné 24. hodin
nebo pfi teploté -20°C po dobu 4. tydn(.

11. Omezeni testu

1. Soupravou MASTAZYME™ CHLAMYDIA nelze vy$etfovat vzorky z rekta.

2. Vysledky testi by mély byt interpretovany spolu s vysledky klinického vySetfeni.

3. Negativni vysledky nutné neznamenaji nepfitomnost chlamydiové infekce. Pocty organismu nizsi
nez je detekeni limit testu a také nevhodny odbér vzorku muze zplsobit faleSné negativni vysled-
ky. Je doporu€eno kultivovani vzorku, jestlize je stale podezieni na pfitomnost chlamydiové infek-
ce.

4. U soupravy MASTAZYME™ CHLAMYDIA nebylo posouzeno jeji pouziti u pacientti pro uréeni je
jich odpovédi na 1é€bu.

5. Vysledky testd u populace s nizkou prevalenci by mély byt interpretovany s opatrnosti a s ohle
dem na klinick4 vySetieni.

6. Diagnoza chlamydiové infekce ve forenznich pfipadech napf. znasilnéni nebo zneuzivani déti, by
mélo byt provedeno pomoci tkafové kultury.

12. Charakteristika testu

1. Senzitivita a specificita

a) Vzorky z muzské uretry a z Zenského endocervixu

Souprava MASTAZYME ™ CHLAMYDIA byla testovana na 2040 vzorcich ve &tyfech nezavislych klinic-
kych centrech v UK a USA. Vzorky byly nahodné vybrany od populace s vysokym vyskytem STD one-
mocnéni s incidenci nebo prevalenci v rozmezi 9.86% - 16.63%. Vysledky byly porovnany s kultivaci po-
moci McCoy bunék, s diskrepantnimi vysledky, které byly dale testovany pfimou imunoflorescenci zcent-
rifugovanych nasbiranych vzorkud uréen)'/chwpro vyhodnoceni soupravou MASTAZYME™ CHLAMYDIA.
Celkova piesnost soupravy MASTAZYME™ CHLAMYDIA oproti kultivaci byla 96.8%.

Celkovy pocet pozitivnich byl rozdélen v priméru takto - 1 muz na 2 Zeny, byl zde maly rozdil u 2 rGznych
skupin. Spole¢né udaje byly takovéto:

culture

+ -
MASTAZYME™ + 227 26
CHLAMYDIA - 39 1748
Sensitivity = 853%
Specificity = 985%
positive predictive value = 897 %
negative predictive value = 97.8%

b) Oéni vzorky
173 ocnich vzorkl bylo testovano soupravou MASTAZYME™ CHLAMYDIA na nezavislém klinickém

pracovisti. Vzorky byly nasbirany od symptomatickych dospélych jedincli s prevalenci chlamydiové infek-
ce 13.8%. Byly ziskany nasledujici udaje:

culture

+ -
MASTAZYME™ + 23 1
CHLAMYDIA - 1 148
Sensitivity = 958 %
Specificity = 993 %
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¢) Vzorky muzZské moce

Soupravou MASTAZYME™ CHLAMYDIA bylo testovano 1147 vzorkd, z toho 222 (19.4%) které byly
identifikovany jako pozitivni pfi kultivaci na tfech riznych klinickych centrech v UK a USA.. VSechna cent-
ra pouzila stejné protokoly. Vysledky MASTAZYME™ CHLAMYDIA ELISA testem na prvnich vzorcich
muzské mode byly porovnany s vytéry z uretry testovanymi také MASTAZYME™ CHLAMYDIA soupra-
vou a odlisné vysledky byly dale zkoumany pomoci pfimé imunofluorescence. Byly zjistény nasledujici
Udaje:

culture

+ -

MASTAZYME™ + 184 21
CHLAMYDIA - 38 904
Sensitivity = 821 %
Specificity = 97.7 %
positive predictive value = 898 %
negative predictive value = 96.0%

Dalsi studie 1022 vzorkd moc¢e od asymptomatickych muzi, kde 70 (6.85%) bylo identifikovano jako pozi-
tivnich pfi kultivaci, poskytla nasledujici udaje:

culture
+ -

MASTAZYME™ + 61 18
CHLAMYDIA - 9 934
Sensitivity = 87.1%
Specificity = 98.1 %
positive predictive value = T77.2%
negative predictive value = 99.1 %

Je tfeba zdlraznit, ze Udaje o senzitivité by mohly byt zlepSeny opétovnou klasifikaci EIA nekonfirmova-
nych negativnich vysledku a jejich naslednym potvrzenim jako opravdu negativnich, kde vysledky z pfimé
imunofluorescence byly také negativni.

2. ZKfizena reaktivita

Nasledujici organismy nebylg shledany jako reaktivni v MASTAZYME™ CHLAMYDIA testu, pokud byly
pfitomny v poctu pfiblizné 10° CFU/ test:

Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter Iwofii, Bacteroides bluus, Bacteroides capillus, Bacteroides
fragilis (3 izolaty), Bacteroides melanogenicus, Bacteroides necrophorus, Bacteroides nucleatum, Bac-
teroides sphaericus, Candida albicans (7 izolat(l), Corynebacterium diphtheriae (2 izolaty), Clostridium
perfringens, Clostridium spp., Cytomegalovirus, Enterobacter agglomerans, Escherichia coli (4 izolaty),
Gardnerella vaginalis, Herpes simplex Viruses types | & Il, Klebsiella oxytoca, Micrococcus sp, Moraxella
sp, Neisseria gonorrhoea (3 izolaty), Neisseria menigitidis, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudo-
monas aeruginosa (2 izolaty), Staphylococcus aureus (6 izolatu, jeden Protein A - produkce kmenu),
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprohyticus, Streptococcus sp. (skup.A,B a G), Urea-
plasma urealyticum.

13. Priloha: Odbér vzorku

1. Vzorky z Zenského endocervixu (Obr.1)
Pfed odbérem vzorku ocistéte od pfebyteéného hlenu exocervikalni oblast pomoci sterilni gazy
nebo tamponu. Do endocervikalniho kanélu zavedte pfisludny odbérovy tampon a energicky s
nim otacejte na povrchu epitelialni sliznice po dobu 5 — 10 vtefin. Pfemistéte odbérovy tampon
do tzv. portio oblasti a opét s nim energicky otaCejte. Poté opatrné vyjméte odbérovy tampon,
aniz byste se s nim dotkli vaginalni stény, odlomte vrSek nasadky s odbérovym tamponem a
vlozte ho do MASTAZYME ™ CHLAMYDIA transportniho média a vialku diikladné uzaviete.

MASTAZYME™ CHLAMYDIA — 2007-07-03

10 MAST



Na Stitek vialky s transportnim médiem zaznamenejte Udaje o pacientovi a vialku s odebranym
vzorkem zaslete do laboratore. Pfed analyzou mohou byt vzorky skladovany pfi teploté 2-8°C po
dobu maximalné 8 dnu a pfi -70°C po dobu az 6. mésicu.

2. Vzorky z muzské urethry (Obr.2)

Vzorky by nemély byt odebirany v pfipadé, ze v ¢ase do 1 hodiny pfed provedenim odbéru vzor-
ku muz moci. Zavedte pfislusny odbérovy tampon (vhodny pro vytér urethry u muz(l) 2 — 3 cen-
timetry do urethry a otacejte s nim po dobu 10 vtefin tak, aby byl zajistén jeho kontakt se vSemi
vnitinimi povrchy urethry. Poté opatrné vyjméte odbérovy tampon, odlomte vrSek nasadky s od-
bérovym tamponem a vlozte ho do MASTAZYME™ CHLAMYDIA transportniho média a vialku
ddkladné uzavrete.

Na Stitek vialky s transportnim médiem zaznamenejte Udaje o pacientovi a vialku s odebranym
vzorkem zaslete do laboratore. Pfed analyzou mohou byt vzorky skladovany pfi teploté 2-8°C po
dobu maximalné 8 dnu a pfi -70°C po dobu az 6. mésicu.

2-3cm

Vzorky z vytéru oka

Pfed odbérem opatrné odstrante prebytecny exudat z povrchu oka. Za vyuziti odpovidajiciho od-
bérového tamponu, provedte dukladny vytér vnitfniho povrchu spodniho spojivkového vaku, a
poté i horniho spojivkového vaku. Pokud jsou vzorky odebirany z obou oci, je nutné pouzivat pro
kazdé oko samostatny odbérovy tampon. Poté odlomte vrSek nasadky s odbérovym tamponem a
vlozte ho do MASTAZYME™ CHLAMYDIA transportniho média a vialku dukladné uzavrete.

Na Stitek vialky s transportnim médiem zaznamenejte Udaje o pacientovi a vialku s odebranym
vzorkem zaslete do laboratofe. Pfed analyzou mohou byt vzorky skladovany pfi teploté 2-8°C po
dobu maximalné 8 dnu a pfi -70°C po dobu az 6. mésicu.

Vzorky muZské moce

Odeberte 25 mL moce, pochéazejici z prvniho proudu pfi moceni. Nepouzivejte sbérné nadoby s
moznym obsahem boritand, z ddvodu jejich vlivu na aciditu vzorku, a tudiz i nepfiznivému vlivu
na vysledky testd.

Pfed pouzitim moce k testovani je nutné ji upravit nasledovné: minimalné 15 mL vzorku moce
vortexujte po dobu 20 vtefin, aby doSlo k jejimu promichani, poté centrifugujte pfi 2500 x g po
dubu 20 minut. Po centrifugaci je vznikla peletka resuspendovana v 1 vialce (1 mL) MASTAZY-
ME™ CHLAMYDIA transportniho média.

MASTAZYME™ CHLAMYDIA — 2007-07-03

11

MAST



Nezpracované vzorky moce mohou byt skladovany pfi teploté 2-8°C po dobu nepfesahujici 24
hodin. Resuspendované vzorky moée ve vialce s obsahem MASTAZYME™ CHLAMYDIA trans-
portniho média, mohou byt pfed analyzou skladovany pfi teploté 2-8°C po dobu 24 hodin nebo
pfi -70°C po dobu az 3. dna.
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15. Shrnuti metody
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14.

15.
16.

Pripravte promyvaci pufr o pracovni koncentraci 1:30.

Pfipravte si pozadované mnozstvi mikrotitracnich stripd.

V8echny vzorky a kontroly vortexujte po dobu 15 vtefin.

Zahftejte vSechny vzorky a kontroly na teplotu 100°C £ 5°C po dobu 10 minut.
Nechte vSechny vzorky a kontroly vytemperovat na laboratorni teplotu.

Do kazdé jamky pipetujte 25 pL konjugatu.

VSechny vzorky a kontroly vortexuijte.

Pipetujte 200 pL testovanych vzorkd nebo kontrol do pfedem uréenych jamek.

Do kazdé jamky pipetujte 50 uL modre zbarveného roztoku protilatky.

. Jamky prikryjte dodavanou folii, promichejte obsah jamek a inkubujte pfi 37 °C po dobu 60 minut

t 3 minuty.

. Promyjte v8echny jamky 5x alespon 350 pL promyvaciho pufru.
12.
13.

Pipetujte 200 pL roztoku TMB substratu do kazdé jamky.
Prikryjte jamky dodavanou folii a inkubujte v temnu pfi laboratorni teploté po dobu 20 minut + 2
minuty.

Ukoncete reakci pfidanim 50 uL stop roztoku do v8ech jamek. Obsah jamek promychejte.

Za pomoci ELISA readeru vyhodnotte jamky pfi 450 nm.

Vypocitejte cut off hodnotu, hraniéni hodnoty a posudte stav testovaného vzorku.
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