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EliGene® STD GAR/URE/MYC RT

REF| 90089-RT (pro 50 stanoveni)

Skladovani a doba pouZitelnosti:

5 x 150 pl STD 1 Mix
2x50 Wl PCDNASTD 1
5x 200 pl IAC DNA

Veskeré komponenty museji byt pfepravovany a uloZzeny pfi -20 °C. Kit a zbyvajici
MasterMixy museji byt skladovany pfi -20 °C v temnu.

Navod k pouziti

Ucel pousiti
Souprava EliGene” STD GAR/URE/MYC RT slouzi k DNA diagnostice patogennich druht Mycoplasma hominis,

Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum a Gardnerella vaginalis z izolované
DNA.

Princip metody

Diagnosticka souprava je zaloZena na principu RealTime PCR. Pro detekci DNA jsou pouzity specifické primery a
dualné znacené fluorescencni sondy.

Kanal FAM HEX Texas Red Cy5
DNA cil Ureaplasma IAC Mycoplasma Gardnerella
Obecny uvod

Mycoplasmy jsou bakterie patfici do rodiny Mycoplasmataceae, ktera je tvorena skupinou mikroorganismd,
které mohou byt zodpovédné za onemocnéni respiracniho a genitdlniho traktu. Tyto bakterie jsou nalézany
priblizné u 70 % sexudlné aktivnich jedinc(.

Mycoplasma hominis je asociovana se zanétlivymi onemocnénimi v ramci panve, bakteridlni vagindzou,
poporodnimi horeckami, sepsemi a infekcemi centralniho nervového systému vedoucich k vaznym nasledkdm.

Mycoplasma genitalium jsou silné dlkazy o jeji roli u nechlamydiovych a negonokokalnich uretritid (NCNGU)
v pfipadé muzl a cervicitid v pfipadé Zen.

Ureaplasmy jsou soucasti rodiny Mycoplasmataceae. Maji kulovity tvar, jednd se fakultativni anaerobni
mikroorganismus, ktery charakteristicky postradd bunécnou sténu. Charakteristickym rysem tohoto
mikroorganismu je syntéza uredzy. Ureaplasmy kolonizuji spodni ¢ast urogenitdlniho traktu u mnoha
zdravych osob bez ptiznakd, na druhou stranu mohou zplsobovat uretritidy, endometritidy, chorioamnionitidy,
spontdnni potraty, artritidy, mocové kameny, bakteriémie a meningitidy a také nizkou porodni vahu. Klinické
studie potvrdily, Ze déti narozené infikovanym matkam byvaji touto bakterii také infikovany a mivaji
kolonizovan dychaci trakt, coZ je posléze asociovano s pneumoniemi, problémy s dychanim a meningitidami.
Ureaplasma sp. je u muzl hlavnim plvodcem negonokokovych a nechlamydialnich uretritid, akutnich
prostatitid a ziskanych artritid.

Gardnerella vaginalis jsou gramvariabilni pleomorfni tyc¢ky rostouci v atmosféfe obohacené oxidem uhlicitym
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(5-10 %) nebo v mikroaerofilni atmosféfe nebo u nékterych kmenl pouze v anaerobnich podminkach.
Kultivaéni vysetfeni z dlivodu nesnadné kultivace ¢asto vede k falesné negativnim vysledkdm, a proto je PCR
vysSetieni nejvhodnéjsi metodou pro primarni zachyt infekce. U Zen se infekce bakterii Gardnerella vaginalis
projevuje nepfijemnym zapachem posSevniho sekretu, vaginalnimi zanéty, jsou ¢asté zanéty mocové trubice s
bolestmi ¢i nepfijemnymi pocity pfi moceni. Vytok mlzZe nebo nemusi byt pfitomen. U muzl se infekce bakterii
Gardnerella vaginalis projevuji jako zanéty mocové trubice (uretritidy), bolesti pfi moceni, uretralni bolesti
nebo neptijemné pocity v mocové trubici. Neléfend infekce miiZe vyUstit v zanét prostaty.

Odbér vzorku, zpracovani a uchovavani
Klinicky material: Doporucena izolace DNA:
Mo¢, stér Manudlni: EliGene” Urine Isolation Kit
Automaticka: ZEPHYRUS Magneto (ELISABETH PHARMACON)

Upozornéni: Pro zachovani uvedené senzitivity testu striktné doporucujeme zachovavat preanalytické postupy
uvedené v tomto navodu k pouZziti. Zvlasté pak neménte doporucené postupy z hlediska vychoziho mnozstvi
vzorku, rychlosti otacek pfi centrifugacich atd. Pro izolaci DNA Ize vyuzit také jiné soupravy, avsak preanalytické
postupy skladovani, transportu a centrifugace museji byt dodrzeny.

Cervikalni stér, vytér z uretry:

Uvedené vzorky odebirejte dle standardniho protokolu do odbérovych zkumavek s prepravnim médiem (remel
MicroTest M4RT Transport nebo remel MicroTest M4 Transport). Vzorky v uvedenych kultivacnich médiich je
nutné prepravovat do laboratore pfti 4 °C. Vzorky je mozné pfi 4 °C uchovavat az 7 dni.

Doporuceny zpUsob zpracovani vzork( stér:

1. Pfed zahdjenim izolace DNA vortexujte odbérovou zkumavku po dobu alesporni 10 sekund. Zkumavku
otevrete a poté mackanim tamponu o sténu zkumavky vymackejte z tamponu veskery roztok. Tampon
znesSkodnéte.

2. Odbérovou zkumavku centrifugujte po dobu 15 minut pfi 6000 x g. Pokud neni k dispozici vhodna
centrifuga pro odbérové zkumavky, rozpipetujte médium do dvou mikrozkumavek po 1,5 ml a pouzijte
centrifugu pro mikrozkumavky. Mikrozkumavky Ize centrifugovat pouze 10 minut pti 10000 x g.

Manudini izolace:

1. Supernatant odsajte. K peletu pfidejte 200 pl roztoku MI3 z kitu EliGene” Urine Isolation Kit a 180 ul vody
pro molekuldrni biologii a pelet rozsuspendujte dikladnym propipetovanim (v pripadé pouZziti dvou
mikrozkumavek pro centrifugaci, rozsuspendujte pelet nejdfive v prvni mikrozkumavce celym objemem
pufru svodou a nasledné ve druhé). Pridejte 10 ul Proteindzy Ka 20 ul interni kontroly (IAC DNA)
a pokracujte dle standardniho protokolu ke kitu EliGene” Urine Isolation Kit.

2. Eluci provadéjte do 50 ul eluéniho pufru. Izolovanou DNA poufZijte ihned k detekci nebo skladujte nékolik
hodin az jeden tyden pfi 4 °C. Pro skladovani po dobu delsi nez jeden tyden zamrazte na -20 °C.

Automatickd izolace:

1. Otevrete zkumavky a opatrné odsajte supernatant. Rozsuspendujte pelet vortexovanim v 180 ul PBS pufru
a pridejte 20 pl interni kontroly (IAC DNA).

2.  lIzolujte DNA ze vzorku pomoci MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation kitu podle protokolu pro vzorky
plazmy s eluci do 50 pl eluéniho pufru.
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Vzorek odebirejte dle standardniho protokolu do sterilnich zkumavek. PouzZivejte Cisté sterilni zkumavky bez
konzervacnich prisad. Vzorky moci je nutno uchovavat a prepravovat pri 4 °C. Vzorky je mozné pfi 4 °C
uchovavat az 7 dni.

Pfed izolaci DNA je nutné vzorek centrifugovat po dobu 15 minut pfi 6000 x g. Pouzijte 8—15 ml vzorku moce.
V zZddném pripadé nesniZujte pocet otacek ani nezkracujte dobu centrifugace! V pripadé, Ze laborator
nedisponuje potrebnou centrifugou, je mozné vzorek moce rozpipetovat na mensi objemy o celkovém objemu
minimalné 8 ml.

Manudini izolace:

1. Supernatant odsajte. Zabezpecte, aby pred rozsuspendovanim sedimentu byla ze zkumavky odsata
veskerd moc! Pelet rozsuspendujte ve 180 ul vody pro molekularni biologii s 200 pl roztoku MI3 z kitu
EliGene” Urine Isolation Kit, pridejte 10 ul Proteindzy K a 20 ul interni kontroly (IAC DNA). Vortexujte 15
sekund. Dale pokracujte dle standardniho protokolu ke kitu EliGene  Urine Isolation Kit.

2. Eluci provadéjte do 100 pl eluéniho pufru. Izolovanou DNA pouzijte ihned k detekci nebo skladujte nékolik
hodin az jeden tyden pfi 4 °C. Pro skladovani po dobu del3i nez jeden tyden zamrazte na -20 °C.

Automatickd izolace:

1. Otevrete zkumavky a opatrné odsajte supernatant. Rozsuspendujte pelet vortexovanim v 180 ul PBS pufru
a pridejte 20 pl interni kontroly (IAC DNA).

UPOZORNENI: Zbytek moci ve zkumavce mUze ovlivnit ¢istotu izolované DNA.

2. lIzolujte DNA ze vzorku pomoci MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolation kitu podle protokolu pro vzorky
plazmy s eluci do 50 pl elu¢éniho pufru.

Nezbytné vybaveni pro laborator

° Sterilni automatickd pipeta 5-20 pl a sterilni 3pi¢ky s filtrem prosté DNA/RNA a DN&z a RNaz
(doporucujeme plast pro diagnostické ucely s certifikdtem CE)

e  Sterilni stojanek prosty DNA/RNA a DN&z a RNaz

° Zarizeni pro Real Time PCR — kit je optimalizovan pro pfistroje QuantStudio 5 (Thermofisher Scientific),
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), MIC qPCR Cycler (Bio Molecular Systems).

° Sterilni plast (stripy, desti¢ky, zkumavky) bez DN4z a RNaz vhodny pro dany Real Time PCR pfistroj.

° Laboratorni ochranné rukavice.

Konfigurace RealTime PCR pristroje

PFi pouZiti soupravy se fidte manudlem vyrobce daného cycleru. NiZe je uveden seznam cyclerd, které byly
pouZity pfi testovani EliGene STD GAR/URE/MYC RT kitu.

° Pro detekci Ureaplasma (urealyticum, parvum) je pouzita sonda znacend FAM (exc. 494 nm —em. 518 nm)

° Pro detekci Mycoplasma (hominis, genitalium) je pouZita sonda znacena TexasRed (exc.589 nm —
em. 615 nm)

° Pro detekci Gardnerella vaginalis je pouZzita sonda znacena Cy5 (exc. 650 nm —em. 670 nm)

° Pro detekci interni kontroly je pouZita sonda znacena HEX barvou (exc. 520 nm — em. 548 nm)
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QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific):

Vyberte moznosti Experiment type, "Presence/Absence”, Chemistry “TagMan Probes” a Run Mode “Standard”.
Jako reportér vyberte barvy FAM (Ureaplasma) a VIC/HEX (IAC DNA), ROX (Mycoplasma), Cy5 (Gardnerella) a
jako pasivni referenc¢ni barvivo zvolte NONE.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C  2min Ramp rate (1.6°C/s)

Cyklovaci fdze (Cycling stage) — 45 cykli

95°C 10s Ramp rate (1.6°C/s)

55°C 20s Ramp rate (1.6°C/s)  Data collection ON

67°C  30s Ramp rate (1.6°C/s)

Post-Read Stage

40°C  1min Ramp rate (1.6°C/s)

Sbér dat emisniho signdlu v druhém kroku cyklovaci faze pri 55 °C.

Kompletni teplotni profil mize byt nacten jako Run Template “EliGene_STD1_QS5_v00.edt”. Run Template
muze byt importovan do softwaru z CD priloZzeného v kitu.

CFX96 Touch (Bio-Rad):

V Uvodni mozZnosti “Startup Wizard” zaloZte “New Experiment” a vytvorte novy protokol “Create New
Protocol”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step1l 95°C 2 min

Step2 95°C 10s

Step3 55°C 20 s + Plate Read
Step4 67°C 30s

Step5 GOTO Step 2 44x

Step6 40°C 60 s

Doplrite “Sample Volume* na 20pl.
Sbér dat emisniho signalu je v kroku Step 3 pfi 55 °C.

Pro nastaveni filtr(i pouZijte v ,,Scan Mode” vsechny kanaly, ale v ,,Plate Manager” nastaveni pro vzorky vyberte
pouze fluorofory FAM, HEX, TxRed, Cy5. Oznacte pozice s umisténymi vzorky jako ,Unknown“ vzorky nebo
,Standard”. Kompletni teplotni profil miZe byt nahran jako Run Template "EliGene STD1_CFX96_v00.pcrl"
anebo mUze byt zkopirovan z CD pfiloZzeného v kitu.

MIC qPCR (Bio Molecular Systems Pty Ltd):

V Run Setup vytvorte novy Run Profile pro dany pfistroj MIC. Zadejte objem vzorku 20 pl a Temperature
Control “Fast TAQ (v3)”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:
UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 2 min

Cyklovaci fdaze (Cycling stage) — 45 cycles
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95°C  10s

55°C 20s Odecet signdlu v kandlech “Green”, “Yellow”, “Orange”, “Red”

67°C  30s

UdrZovaci faze (Holding stage)

40°C  60s

Kompletni teplotni profil mdZe byt nacten jako Run Template “EliGene_STD1_MIC_v00.mictemplate”. Run
Template muze byt zkopirovan z CD pfilozeného v kitu.

Priprava reagencii
° Pro zamezeni kontaminace udrzujte vSsechny zkumavky zaviené a postupujte dle instrukci.
° Pfed pouzitim musi byt vSechny reagencie zcela rozmrazené, kratce promichané na vortexu a stocené.

° V kroku izola¢niho protokolu, kdy se k izolovanému vzorku pridava Proteindza K, pridejte také 20 pl interni
kontroly (IAC DNA). V Zadném pripadé nepriddvejte interni kontrolu k vyizolované DNA tésné pred
analyzou.

° Pokud nespotiebujete cely objem MasterMixu, skladujte zkumavku v temnu pfi teploté 4°C aZz 14 dni. Pro
dlouhodobé skladovani pouZijte mrazak (-20 °C, tma). MasterMix by nemél projit vice nez péti cykly
zmrazeni-rozmrazeni.

Priprava reakéniho mixu pro pfistroje QuantStudio 5, CFX96 a MIC qPCR

1. Detekce: Vezméte jednu zkumavku s STD 1 Mixem a po rozmrazeni napipetujte 15 pl Mixu do kazdé
amplifikacni zkumavky nebo jamky a pridejte 5 ul izolované DNA. Béhem pipetovani vzorku budte opatrni,
abyste zabranili vzajemné kontaminaci vzorka.

2. Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s STD 1 Mixem a po Uplném rozmrazeni napitetujte 15 pl
MasterMixu do amplifikaéni zkumavky nebo jamky a pfidejte 5 ul PC DNA STD 1. Béhem pipetovani
pozitivni kontroly budte opatrni, abyste zabranili kontaminaci vzorkd. PouZivejte odliSnou mikropipetu pro
pipetovani pozitivnich kontrol!

Vlozte zkumavky nebo desti¢ku do RealTime PCR pfistroje a spustte program dle kapitoly Konfigurace RealTime
PCR pfistroje vyse.

Odecet vysledkii

QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific):

V nabidce “Analyse Settings” edituje plvodni parametry pro Ct u jednotlivych kandll (FAM, VIC, ROX, Cy5)
zadejte hladinu Treshold u jednotlivych kanald na hodnotu rovnajici se 1/3 maximalni intenzity pozitivni
kontroly, zvolte moZnost “Automatic Baseline” a analyzujte vysledky kliknutim na mozZnost “Apply”.

Pozitivni vysledek pro Ureaplasma urealyticum/parvum: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci
spojenou s narlistem signalu ve FAM kanalu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek pro Mycoplasma hominis/genitalium: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci
spojenou s narldstem signalu v ROX kanalu. V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Pozitivni vysledek pro Gardnerella vaginalis: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou
s nardstem signalu ve Cy5 kanalu. V pripadé negativniho vysledku k amplifikaci nedojde

Interni kontrola (IAC DNA) musi byt vzdy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovana
amplifikaci spojenou s narlistem signalu ve VIC (HEX) kanalu.
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CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad):

V okné “Data Analysis” zvolte moznost “Quantification”. V ,Setting” menu zvolte moznost , Baseline Setting” a
vyberte ,,Baseline Subtracted Curve Fit“ a moznost ,Apply Fluorescence Drift Correction”.

Poté v okné “Data Analysis” vyberte jednotlivé fluorofory (FAM, HEX, TxRed, Cy5) kliknutim na box s jejich
oznaceni pod amplifikacnim grafem a odectéte vysledky jednotlivych vzork.

Pozitivni vysledek pro Ureaplasma urealyticum/parvum: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci
spojenou s narlistem signalu ve FAM kandlu (em. 518 nm). V pfipadé negativniho vysledku k amplifikaci
nedojde

Pozitivni vysledek pro Mycoplasma hom/gen: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou
s nardstem signalu ve TexasRed kanalu (em. 615 nm). V pfipadé negativniho vysledku k amplifikaci nedojde.

Pozitivni vysledek pro Gardnerella vaginalis: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou
s narGstem signalu ve Cy5 kanalu (em. 670 nm). V pfipadé negativniho vysledku k amplifikaci nedojde

Interni kontrola (IAC DNA) musi byt vidy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovana
amplifikaci spojenou s nartstem signalu v HEX kanalu (em. 548 nm).

MIC qPCR

Pro zobrazeni a analyzu naméfenych dat, kliknéte na maly kfizek vedle Cyklovani v modulu Analyza a poté
vyberte cil — Non-Assay Green (FAM), Non-Assay Yellow (HEX), Non-Assay Orange (TxRed) a Non-Assay Red
(Cy5). V pravém dolnim rohu zvyste ,,Fluorescence Cut-off Level” na 20 %. Pro kazdou pozitivni jamku se zobrazi
hodnota kvantifika¢niho cyklu (Cq). Toto je Cislo cyklu, pfi kterém fluorescence vzorku stoupne nad prahovou
hodnotu (Cervena vodorovnd Cara v dolni ¢asti grafu amplifikacni krivky). V panelu ,,Samples” na pravé strané
kliknéte na ndazvy vzorkd, chcete-li skryt nebo zobrazit souvisejici amplifikacni kfivky a vysledky.

Pozitivni vysledek pro Ureaplasma urealyticum/parvum: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci
spojenou s narGstem signalu v ,,Green channel”. V pripadé negativnich vysledkd k amplifikaci nedojde.

Pozitivni vysledek pro Mycoplasma hom/gen: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou
s narGstem signalu v ,,Orange channel”. V pfipadé negativniho vysledku k amplifikaci nedojde.

Pozitivni vysledek pro Gardnerella vaginalis: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou
s narGstem signalu v ,,Red channel”. V pfipadé negativniho vysledku k amplifikaci nedojde

Interni kontrola musi byt amplifikovana v kazdém vzorku. Amplifikace Interni kontroly je charakterizovana
rastem fluorescencéniho signalu v ,Yellow channel”.

Interpretace vysledki
Negativni vysledek

Pokud nedojde k nardstu amplifikacniho signalu v kanalu FAM, TxRed, nebo Cy5 pred 40. cyklem, Ize vysledek
interpretovat jako pravdépodobné negativni na pfitomnost DNA Mycoplasma (hom/gen), Ureaplasma
(urealyticum/parvum) a Gardnerella vaginalis, nebo je jejich koncentrace pod detekénim limitem soupravy (10
genomovych DNA/reakci). Signal pro interni kontrolu musi byt pozitivni. Vysledek nevyluduje pfitomnost vyse
zminénych patogen( a pfipadné infekce, protoZe vysledky testu jsou zavislé na spravném odbéru vzorku a jeho
zpracovani. Vysledky jsou téz zavislé na pritomnosti dostatecného mnozstvi analyzované DNA.
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Pozitivni vysledek

Amplifikacni signal ve FAM kanalu (494- 518 nm) pro STD 1 Mix se objevi pred 40. cyklem. Ureaplasma
urealyticum/parvum byla detekovéna ve vzorku. Vzorek je Ureaplasma urea/parvum DNA pozitivni.

Amplifikacni signal ve TexasRed kandlu (589 - 615 nm) pro STD 1 Mix se objevi pred 40. cyklem. Mycoplasma
hominis/genitalium DNA byla detekovéna ve vzorku. Vzorek je Mycoplasma hom/gen DNA pozitivni.

Amplifikacni signal ve Cy5 kandlu (650 - 670 nm)) pro STD 1 Mix se objevi pred 40. cyklem. Gardnerella vaginalis
DNA byla detekovana ve vzorku. Vzorek je Gardnerella vaginalis DNA pozitivni.

Upozornéni: Upozorfiujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostfedi. PouZivejte odliSnou
mikropipetu pro pipetovani MasterMixu, odliSnou mikropipetu pro pipetovani vzorkd a odliSnou mikropipetu
pro pipetovani pozitivnich kontrol. Dodrzujte veskera doporuceni pro laboratore provadéjici DNA analyzy.

Inhibovany vzorek

V pripadé, zZe nedojde k narlstu amplifikacnich signald specifickych pro DNA vyse zminénych patogend a ani k
nardstu amplifikaéniho signalu v kanalu HEX specifického pro Interni kontrolu, je nutné analyzu zopakovat
nejlépe s nové izolovanymi vzorky DNA.

Kontrolni postup

Souprava EliGene” STD GAR/URE/MYC RT zahrnuje interni kontrolu (IAC DNA) a pozitivni kontrolu
(PC DNA STD 1).

Interni kontrola sleduje kvalitu izolace DNA a detekuje pfipadné chyby v procesu izolace DNA. Detekuje také
pfipadné inhibice amplifikacniho procesu. V pfipadé, Ze vzorek je negativni, Cp interni kontroly musi byt Cp <
35.

Pozitivni kontrola sleduje spravnou funkci MasterMixu. Minimalni Cp pro pozitivni kontrolu musi byt 35 nebo

méné. Cp vyssi nez 35 nemlzZe byt akceptovano a detekce DNA musi byt provedena s novym vzorkem.
V pripadé opakované vyssiho Cp kontaktujte vyrobce ELISABETH PHARMACON.

PouZivejte negativni kontrolu pro kazdy béh. Jako negativni kontrolu pouZijte vodu pro molekularni biologii
pouZivanou ve vasi laboratofi. Pro negativni kontrolu pouZijte pipetu pro vzorky DNA.

Referencni material

Ke sledovani vsech postupl zahrnujici DNA izolaci a RealTime PCR detekci mUZete pouZit vzorek pozitivni
na Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum a Gardnerella
vaginalis DNA. Komeréni pozitivni material neni k dispozici.

Reseni problémti

1. V pripadé, Ze nedojde k amplifikaci interni kontroly, mdZe jit o zdvadu v postupu izolace DNA, pouZiti kitu
po dobé exspirace nebo o zavadu na pfistroji pro RealTime PCR.

2. V pfipadé, Ze se neamplifikuje pozitivni kontrola, mdZze jit o pouZiti kitu po dobé exspirace nebo o zavadu
na pfistroji pro RealTime PCR.
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Funkcni charakteristiky

Analytické funkcni charakteristiky:

Souprava EliGene” STD GAR/URE/MYC RT ma vysokou senzitivitu — zachyti 10 genomovych nebo plasmidovych
DNA pfidanych do amplifikaéniho mixu. Analytickd senzitivita soupravy byla ovéfena nasledovné.

Byl pfipraven klonovany inzert o specifické DNA koncentraci, ktery byl fedén tak, aby byly ziskany poZadované
koncentrace cilové sekvence. Po pridani lidské DNA do vzorku v obvyklém mnozZstvi nedoslo k ovlivnéni
citlivosti metodiky. Soubézna analyza vice patogen( v jedné reakéni smési neovlivnila vysledek stanoveni.

Analyticka citlivost je 10 kopii Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum,
Ureaplasma parvum a Gardnerella vaginalis DNA v reakéni smési.

Analyticka specifita soupravy byla ovéfena jednak porovnanim pouZitych sekvenci primer( a préb s databazi
vSech zndmych sekvenci DNA (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), jednak pfidanim lidské DNA do
mastermixu. 50 rGznych vzork( lidské DNA nezplsobilo faleSné pozitivni vysledek. Falesné pozitivni vysledek
nezplsobilo ani pridani DNA nasledujicich organizm(: B. burgdorferi sensu lato, M. tuberculosis, M. bovis, M.
cansasii, M. xenopii, M. avium, M. marinum, Lactobacillus sp., Enterococcus faecalis, Pseudomonas sp., E. coli,
A. niger, C. albicans, S. aureus, S. agalactiae, Ch. trachomatis, adenovirus, HBV, EBV, CMV, HSV1, HSV2, VZV.

Klinicka specifita soupravy byla testovana na klinickych vzorcich moce a stér( z urogenitainiho Ustroji muzli a
Zzen. Celkem 40 klinickych vzorkd (moce a stéry z mocopohlavniho Ustroji muzi a Zen) bylo odebrdno
v Laboratornim diagnostickém centru ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o., Rokycanova 4437/5, Brno. Jednalo
se o vybrané vzorky smésnych infekci uvedenych patogen(. Z nich bylo 29 pozitivhich na Ureaplasma
urealyticum / Ureaplasma parvum, 13 pozitivnich na Mycoplasma genitalium / Mycoplasma hominis a 31
pozitivnich na Gardnerella vaginalis. Ve srovnani s referenénimi metodami bylo dosazeno 100% shody ve
vysledcich.

Diagnostické funkcni charakteristiky:

Klinicka senzitivita a specifita soupravy EliGene” STD GAR/URE/MYC RT je 100 %.

Meé¥ici interval
Souprava umozfiuje detekci 10'-10° DNA molekul bakterii Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium,
Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum a Gardnerella vaginalis v reakéni smési.

Interni kontrola kvality

Jako interni kontrola kvality je pouZita interni kontrola (IAC DNA) pro kontrolu procesu izolace a amplifikace
spolecné s pozitivni kontrolou sledujici funkénost MasterMixu.

Limitace testovaciho postupu

Citlivost soupravy je zavisla na zachazeni se vzorkem (izolace DNA). Je velmi doporuceno pouZivat izola¢ni kity a
postupy uvedené vyse.

Citlivost detekce DNA zavisi na odbéru vzorku, zpUsobu skladovani (skladujte pfi 4 °C) a zplsobu zpracovani
(DNA izolace, den prijeti vzorku, detekce ihned po izolaci).
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Biologické referencni intervaly

Zadné pouzitelné informace pro tento kit.

Upozornéni

Po smichani je MasterMix stabilni pfi -20 °C. Nezamrazujte zkumavky s MasterMixem vice nez 5x. Nemichejte
komponenty kitu z rliznych Sarzi.

Obecnd varovdni a bezpecnostni opatreni

° Pracujte se vSemi biologickymi vzorky jako s potencidlné infekénim materidlem. Vyhnéte se pfimému
kontaktu s biologickymi vzorky. Vyhnéte se rozliti vzorkl a tvorbé aerosold. Jakykoliv material, ktery prisel
do styku s biologickymi vzorky, musi byt pred umisténim do odpadu autoklavovan pfi 121 °C nejméné 60
minut.

° Pracujete se vSemi reagenciemi a pouzivanym materialem s védomim, Ze mohou prenaset infek¢ni agens.
Vyhnéte se pfimému kontaktu s reagenciemi. Odpad musi byt likvidovan v souladu s adekvatnimi
bezpecnostnimi predpisy. Spotfebni materidl musi byt spalen. Tekuté odpady obsahujici kyseliny nebo
zasady museji byt pred likvidaci zneutralizovany.

° Pouzivejte vhodné ochranné obleceni, rukavice a ochranu oci a obliceje.

° Nikdy nepipetujte roztoky usty.

° Nejezte, nepijte. Nekurte a neaplikujte kosmetiku v laboratornich prostorach.

° Radné si umyjte ruce po préaci se vzorky a reagenciemi.

° Likvidujte zbylé reagencie a odpad v souladu s adekvatnimi bezpecnostnimi predpisy.

° Pred zapocetim prace si radné prectéte veskeré instrukce uvedené v tomto navodu.

° Pri praci postupujte presné podle navodu k pouZziti.

° Kit nepouzivejte po dobé exspirace, ktera je uvedena na obalu.

° Pouzivejte pouze reagencie poskytované v ramci kitu a reagencie doporucené vyrobcem.
° Nemichejte reagencie z rliznych Sarzi!

° NepouZivejte reagencie ze souprav jinych vyrobcd!

Varovdni a bezpecnostni opatreni pro molekuldrni biologii

° Molekuldrné-biologické postupy jako jsou izolace nukleové kyseliny, reverzni transkripce, amplifikace a
detekce vyZaduji kvalifikovany personal z dlivodu zamezeni chybnych vysledk(l, specidlné vzhledem k
degradaci nukleovych kyselin obsazenych ve vzorcich a k mozné kontaminaci.

e Je nezbytné mit k dispozici samostatnou mistnost pro extrakci nukleovych kyselin, pro pripravu
amplifikaénich smési a pro detekci. Zabezpecte, aby se produkt amplifikace nikdy nedostal do mistnosti
pro extrakci nukleovych kyselin nebo do mistnosti pro pripravu amplifika¢nich smési.

e  Je nezbytné pouZivat vhodné laboratorni plasté, rukavice a pomdcky uréené pro izolaci nukleovych kyselin
nebo pro pfipravu amplifika¢nich smési nebo pro detekci. Nikdy neprendsejte laboratorni plasté, rukavice
a pomucky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu amplifikacnich smési a pro
detekci.

° Vzorek, ze kterého se analyza provadi, musi byt hned od pocatku pro DNA analyzu uréen a musi s nim byt
podle toho nakladano, napf. vzhledem k mozné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek
musi byt zpracovavan v laminarnim boxu. RGzné vzorky nesméji byt otevieny ve stejnou dobu.
Automatické pipety uzivané pro praci s biologickymi vzorky museji byt pouZivany pouze pro tuto
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specifickou praci a museji byt pouzivany Spicky s filtrem. PouZivané Spicky museji byt sterilni a prosté
DNA/RNA a DN&z a RN4az.

° S reagenciemi musi byt pracovano v PCR boxu (nikoliv v laminarnim boxu). Automatické pipety uzivané
pro praci se vzorky museji byt pouzivany pouze pro tuto specifickou praci a museji byt pouzivany Spicky s
filtrem. PouZivané $picky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz.

° S produkty amplifikace je tfeba zachazet velmi opatrné, aby nedoslo k jejich rozptyleni do prostredi
laboratofi a k pFipadné kontaminaci nové testovanych vzorka.

Varovdni a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy

° Mikrozkumavky obsahujici mixy jsou uréeny pouze pro jedno pouziti a museji byt pouzity pouze pro
pfipravu reakéni smési.

. Mikrozkumavky obsahujici IAC DNA a PC DNA STD 1 jsou uréeny pouze pro jedno pouZiti.

° S timto mixem pracujte podle bezpecnostnich vét (P):

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy Stit.

P281 PouZivejte pozadované osobni ochranné prostredky.

V ptipadé jakychkoliv problémi se obratte na zakaznické centrum spole¢nosti ELISABETH PHARMACON,
spol.sr. 0.
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Vysvétlivky

Katalogové Cislo

Horni teplotni hranice
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Cislo arze
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Spotrebujte do (posledni den v mésici).

Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro

3

V souladu s pozadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické prostiedky in
vitro.
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Obsah dostatecny pro "N" test(

Prosim, fidte se instrukcemi pro pouziti.

Vyrobce
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Vyrobce
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