
EliGene® STD NEI/TRI RT

90090-RT (pro 50 stanovení)   

Účel použit
Souprava  EliGene® STD  NEI/TRI  RT slouží  k DNA  diagnostic  patogcnníih  druhů  Neisseria  gonorrhoeae a
Trichomonas vaginalis z izolované DNA.

Princip metody
Diagnostikk souprava jc založcna na priniipu RcalTimc PCR. Pro dctckii DNA jsou použity spciifiké primcry a
duklně značcné fuorcsicnční sondy.

Kanál HEX Texas Red Cy5

DNA cíl IAC Triihomonas Ncisscria

Obecný úvod
Neisseria  gonorrhoeae (gonokoky)  patří  mczi  gram-ncgatvní  diplokoky,  ncmotlní  a  ncvytvkřcjíií  spóry.
Z iclkcm jcdcnkit druhů rodu  Neisseria cxistují pouzc dva druhy sihopné infkovat člověka,  N. gonorrhoeae
a N. meningitiis. Infckic  Neisseria gonorrhoeae vyvolkvk pohlavně přcnosnou ihorobu kapavku, iož jc třct
ncjběžnější  pohlavní  ihoroba;  iclosvětově  jc  hlkšcno  62,2  milionů  případů  kapavky.  Kapavka  sc  kliniiky
projcvujc u žcn i  mužů jako urctritda s hnisavým výtokcm z močové trubiic,  u žcn také jako icrviiitda.
Komplikaií můžc být infckic v pkncvní oblast vcdouií až k žcnské ncplodnost. V tcrapii standardně volcnk
pcniiilínovk antbiotka jsou rclatvně jcště dobřc účinnk, alc objcvujc sc stklc víic rczistcntníih kmcnů a častk
jc také současnk ihlamydiovk infckic. Pro DNA diagnostku lzc využít moč, stěr z urctry ncbo vaginklní stěr.

Trichomonas vaginalis jc anacrobní parazitiký prvok,  ktcrý  způsobujc triihomonikzu patříií  mczi  scxuklně
přcnosné infckic. V subsaharské Afriic sc ročně vyskytujc asi 30 milionů infckií. Na zkkladě systcmatikého
přchlcdu člknků publikovanýih v poslcdníih lctcih jsou odhady prcvalcnic v Evropě pro Trichomonas vaginalis
0,2 % u mužů a 1,6 % u žcn. Infckic bývk asymptomatikk asi u 50 % žcn. Když sc však objcví příznaky, žcny
poiiťují vaginklní výtok, pruritus a/ncbo dysurii, vaginitdu a icrviiitdu. Příznaky u mužů zahrnují urctritdu,
prostattdu a snížcnou plodnost. Pro DNA diagnostku lzc využít moč, stěr z urctry ncbo vaginklní stěr.

Skladování a doba použitelnosti Složení soupravyi
          5 x 150 µl STD 2 Mix
        2 x 50 µl PC DNA STD 2
         5 x 200 µl IAC DNA
         Nkvod k použit

Vcškcré komponcnty muscjí být přcpravovkny a uložcny při -20 °C. Kit a zbývajíií 
MastcrMixy muscjí být skladovkny při -20 °C v tcmnu.
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Odběr vzorku, zpracování a uchovávání
Kliniiký matcrikl: Doporučcnk izolaic DNA:

Moč, stěr Manuklní: EliGcnc® Urinc Isolaton Kit

Automatikk: ZEPHYRUS Magneto (ELISABETH PHARMACON)

Upozornění: Pro zaihovkní uvcdcné scnzitvity tcstu striktně doporučujcmc zaihovkvat prcanalytiké postupy
uvcdcné v tomto nkvodu k použit. Zvlkště pak ncměňtc doporučcné postupy z hlcdiska výihozího množství
vzorku, ryihlost otkčck při icntrifugaiíih atd. Pro izolaii DNA lzc využít také jiné soupravy, avšak prcanalytiké
postupy skladovkní, transportu a icntrifugaic muscjí být dodržcny.

Vaginální  stěr, výtěr z uretry: 

Uvcdcné vzorky odcbírcjtc dlc standardního protokolu do odběrovýih zkumavck s přcpravním médicm (rcmcl
MiiroTcst M4RT Transport ncbo rcmcl MiiroTcst M4 Transport). Vzorky v uvcdcnýih kultvačníih médiíih jc
nutné přcpravovat do laboratořc při 4 °C. Vzorky jc možné při 4 °C uihovkvat až 7 dní. 

Doporučcný způsob zpraiovkní vzorků stěrů:

1. Přcd zahkjcním izolaic DNA vortcxujtc  odběrovou zkumavku po dobu alcspoň 10 sckund.  Zkumavku
otcvřctc a poté mačkkním tamponu o stěnu zkumavky vymačkcjtc z tamponu vcškcrý roztok. Tampon
zncškodnětc. 

2. Odběrovou  zkumavku  icntrifugujtc  po  dobu  15  minut  při  6000  x  g.  Pokud  ncní  k  dispoziii  vhodnk
icntrifuga pro odběrové zkumavky, rozpipctujtc médium do dvou mikrozkumavck po 1,5 ml a použijtc
icntrifugu pro mikrozkumavky. Mikrozkumavky lzc icntrifugovat pouzc 10 minut při 10000 x g.

Manuální izolace:

1. Supcrnatant odsajtc. K pclctu přidcjtc 200 µl roztoku MI3 z kitu EliGcnc® Urinc Isolaton Kit a 180 µl vody
pro  molckulkrní  biologii  a  pclct  rozsuspcndujtc  důkladným  propipctovkním  (v  případě  použit dvou
mikrozkumavck pro icntrifugaii,  rozsuspcndujtc pclct ncjdřívc v první mikrozkumavic iclým objcmcm
pufru  s vodou  a  nkslcdně  vc  druhé).  Přidcjtc  10  µl  Protcinkzy  K a  20 µl  intcrní  kontroly  (IAC  DNA)
a pokračujtc dlc standardního protokolu kc kitu EliGcnc® Urinc Isolaton Kit. 

2. Eluii provkdějtc do 50 µl clučního pufru.  Izolovanou DNA použijtc ihncd k dctckii ncbo skladujtc několik
hodin až jcdcn týdcn při 4 °C. Pro skladovkní po dobu dclší ncž jcdcn týdcn zamraztc na -20 °C.

Automatcká izolace:

1. Otcvřctc zkumavky a opatrně odsajtc supcrnatant. Rozsuspcndujtc pclct vortcxovkním v 180 µl PBS pufru
a přidcjtc 20 µl intcrní kontroly (IAC DNA).

2. Izolujtc DNA zc vzorku pomoií MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolaton kitu podlc protokolu pro vzorky
plazmy s cluií do 50 µl clučního pufru.

Moč:

Vzorck odcbírcjtc dlc standardního protokolu do stcrilníih zkumavck. Používcjtc čisté stcrilní zkumavky bcz
konzcrvačníih  přísad.  Vzorky  moči  jc  nutno  uihovkvat  a  přcpravovat  při  4 °C.  Vzorky  jc  možné  při  4 °C
uihovkvat až 7 dní. 

Přcd izolaií DNA jc nutné vzorck icntrifugovat po dobu 15 minut při 6000 x g. Použijtc 8–15 ml vzorku močc.
V žádném  případě  nesnižujte  počet  otáček  ani  nezkracujte  dobu  centrifugace!  V případě,  žc  laboratoř
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ncdisponujc potřcbnou icntrifugou, jc možné vzorck močc rozpipctovat na mcnší objcmy o iclkovém objcmu
minimklně 8 ml.

Manuální izolace:

1. Supcrnatant  odsajtc.  Zabczpcčtc,  aby  přcd  rozsuspcndovkním  scdimcntu  byla  zc  zkumavky  odskta
vcškcrk moč! Pclct rozsuspcndujtc vc 180 µl vody pro molckulkrní biologii s 200 µl roztoku MI3 z kitu
EliGcnc® Urinc Isolaton Kit, přidcjtc 10 µl Protcinkzy K a 20 µl intcrní kontroly (IAC DNA). Vortcxujtc 15
sckund. Dklc pokračujtc dlc standardního protokolu kc kitu EliGcnc® Urinc Isolaton Kit. 

2. Eluii provkdějtc do 100 µl clučního pufru. Izolovanou DNA použijtc ihncd k dctckii ncbo skladujtc několik
hodin až jcdcn týdcn při 4 °C. Pro skladovkní po dobu dclší ncž jcdcn týdcn zamraztc na -20 °C.

Automatcká izolace:

1. Otcvřctc zkumavky a opatrně odsajtc supcrnatant. Rozsuspcndujtc pclct vortcxovkním v 180 µl PBS pufru
a přidcjtc 20 µl intcrní kontroly (IAC DNA).

UPOZORNĚNÍ: Zbytck moči vc zkumavic můžc ovlivnit čistotu izolované DNA.

2. Izolujtc DNA zc vzorku pomoií MAGNETO BodyFluid DNA/RNA isolaton kitu podlc protokolu pro vzorky
plazmy s cluií do 50 µl clučního pufru. 

Nezbytné vybavení pro laboratoř
● Stcrilní  automatikk  pipcta  5–20  µl  a  stcrilní  špičky  s  fltrcm  prosté  DNA/RNA  a  DNkz  a  RNkz

(doporučujcmc plast pro diagnostiké účcly s icrtfkktcm CE)

● Stcrilní stojknck prostý DNA/RNA a DNkz a RNkz

● Zařízcní pro Rcal Timc PCR – kit jc optmalizovkn pro přístrojc Quant Studio 5 (Thcrmofshcr Siicntfi),
CFX96 Touih Rcal-Timc PCR Dctciton Systcm (Bio-Rad), MIC qPCR Cyilcr (Bio Molciular Systcms).

● Stcrilní plast (stripy, dcstčky, zkumavky) bcz DNkz a RNkz vhodný pro daný Rcal Timc PCR přístroj.

● Laboratorní oihranné rukaviic.

Konfgurace RealTime PCR přístroee 

Při  použit soupravy  se řiďte manuálem výrobce daného cycleru.  Níže je  uveden seznam cycleru včetně
nastavení, které byly použity při testování EliGene® STD NEI/TRI RT kitu.

● Pro dctckii Trichomonas vaginalis jc použita sonda značcnk TcxasRcd (cxi.589 nm – cm. 615 nm)

● Pro dctckii Neisseria gonorrhoeae jc použita sonda značcnk Cy5 (cxi. 650 nm – cm. 670 nm)

● Pro dctckii intcrní kontroly jc použita sonda značcnk HEX barvou (cxi. 520 nm – cm. 548 nm)

QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientfcii
Vybcrtc možnost Expcrimcnt typc, ”Prcscnic/Abscnic”, Chcmistry “TaqMan Probcs” a Run Modc “Standard”.
Jako rcportér vybcrtc barvy VIC/HEX (IAC DNA), ROX (Triihomonas), Cy5 (Ncisscria) a jako pasivní rcfcrcnční
barvivo zvoltc NONE. 

Nastavte následující teplotní profl:

Uiržovací fáze (Holiing stage)

95°C 2 min Ramp ratc (1.6°C/s)
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Cyklovací fáze (Cycling stage) – 45 cyklů

95°C 10 s Ramp ratc (1.6°C/s)

55°C 20 s Ramp ratc (1.6°C/s)      Data iollciton ON

67°C 30 s Ramp ratc (1.6°C/s)

Post-Reai Stage

40°C 1 min Ramp ratc (1.6°C/s)

Sběr iat emisního signálu v iruhém kroku cyklovací fáze při 55 °C.

Komplctní tcplotní profl můžc být načtcn jako Run Tcmplatc “EliGcnc_STD_QS5_v00.cdt”. Run Tcmplatc můžc
být importovkn do softaru z CD přiložcného v kitu. 

CFX96 Touch (Bio-Radii
V  úvodní  možnost “Startup  Wizard”  založtc  “Nct  Expcrimcnt“  a  vytvořtc  nový  protokol  “Crcatc  Nct
Protoiol“.

Nastavte následující teplotní profl:

Stcp 1 95°C 2 min

Stcp 2 95°C 10 s

Stcp 3 55°C 20 s + Platc Rcad

Stcp 4 67°C 30 s

Step 5 GOTO Step 2 44x

Stcp 6 40°C 60 s

Doplňtc “Samplc Volumc“ na 20µl.

Sběr dat cmisního signklu jc v kroku Stcp 3 při 55 °C.

Pro nastavcní fltrů použijtc v „Sian Modc“ všcihny kankly, alc v „Platc Managcr“ nastavcní pro vzorky vybcrtc
pouzc  fuorofory  HEX,  TxRcd,  Cy5.  Označtc  poziic  s  umístěnými  vzorky  jako  „Unknotn“  vzorky  ncbo
„Standard“. Komplctní tcplotní profl můžc být nahrkn jako Run Tcmplatc "EliGcnc STD_CFX96_v00.pirl" ancbo
můžc být zkopírovkn z CD přiložcného v kitu.

MIC qPCR (Bio Molecular Systems Pty Ltdii
V Run Sctup vytvořtc nový Run Proflc pro daný přístroj MIC. Zadcjtc objcm vzorku 20 µl a Tcmpcraturc Control
“Fast TAQ (v3)”.

Nastavte následující teplotní profl:

Uiržovací fáze (Holiing stage)

95°C 2 min

Cyklovací fáze (Cycling stage) – 45 cycles

95°C 10 s 

55°C 20 s Odcčct signklu v kanklcih “Ycllot”, “Orangc“, “Rcd“

67°C 30 s

Uiržovací fáze (Holiing stage)

40°C 60 s

Komplctní  tcplotní  profl  můžc  být  načtcn  jako  Run  Tcmplatc  “EliGcnc_STD_MIC_v00.miitcmplatc”.  Run
Tcmplatc můžc být zkopírovkn z CD přiložcného v kitu.
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Příprava reagencií
● Pro zamczcní kontaminaic udržujtc všcihny zkumavky zavřcné a postupujtc dlc instrukií. 

● Přcd použitm musí být všcihny rcagcniic zicla rozmražcné, krktic promíihané na vortcxu a stočcné. 

● V kroku izolačního protokolu, kdy sc k izolovanému vzorku přidkvk Protcinkza K, přidcjtc také 20 µl intcrní
kontroly  (IAC  DNA).  V  žkdném  případě  ncpřidkvcjtc  intcrní  kontrolu  k  vyizolované  DNA  těsně  přcd
analýzou.

● Pokud ncspotřcbujctc iclý objcm MastcrMixu, skladujtc zkumavku v tcmnu při tcplotě 4°C až 14 dní. Pro
dlouhodobé  skladovkní  použijtc  mrazkk  (-20  °C,  tma).  MastcrMix  by  ncměl  projít  víic  ncž  pět iykly
zmrazcní-rozmrazcní.

Příprava reakčního mixu pro přístroee Quant Studio 5, CFX96 a MIC qPCR
1. Dctckic:  Vczmětc jcdnu zkumavku s STD 2 Mixcm a po rozmrazcní  napipctujtc 15 µl  Mixu do každé

amplifkační zkumavky ncbo jamky a přidcjtc 5 µl izolované DNA. Běhcm pipctovkní vzorku buďtc opatrní,
abystc zabrknili vzkjcmné kontaminaii vzorků. 

2. Pozitvní kontrola: Vczmětc jcdnu zkumavku s STD 2 Mixcm a po úplném rozmrazcní napitctujtc 15 µl
MastcrMixu do amplifkační zkumavky ncbo jamky a přidcjtc 5 µl PC DNA STD 2.   Běhcm pipctovkní
pozitvní kontroly buďtc opatrní, abystc zabrknili kontaminaii vzorků. Používcjtc odlišnou mikropipctu pro
pipctovkní pozitvníih kontrol!

Vložtc zkumavky ncbo dcstčku do RcalTimc PCR přístrojc a spusťtc program dlc kapitoly Konfguraic RcalTimc
PCR přístrojc výšc.

Odečet výsledků
QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientfcii
V nabídic “Analyse Setngs” cditujc původní paramctry pro Ct u jcdnotlivýih kanklů (VIC, ROX, Cy5) zadcjtc
hladinu Trcshold u jcdnotlivýih kanklů na hodnotu rovnajíií  sc  1/3 maximální intenzity pozitvní kontroly,
zvoltc možnost “Automati Basclinc” a analyzujtc výslcdky kliknutm na možnost “Apply”.

Pozitvní  výslcdck  pro Trichomonas  vaginalis:  Pozitvní  výslcdck  jc  iharaktcrizovkn  amplifkaií  spojcnou  s
nkrůstcm signklu v ROX kanklu. V případě ncgatvního výslcdku ncdojdc k amplifkaii. 

Pozitvní  výslcdck  pro  Neisseria  gonorrhoeae:  Pozitvní  výslcdck  jc  iharaktcrizovkn  amplifkaií  spojcnou
s nkrůstcm signklu v Cy5 kanklu. V případě ncgatvního výslcdku k amplifkaii ncdojdc

Intcrní kontrola (IAC DNA) musí být vždy amplifkovkna v každém vzorku. Intcrní kontrola jc iharaktcrizovkna
amplifkaií spojcnou s nkrůstcm signklu vc VIC (HEX) kanklu.

CFX96 Touch Real-Time PCR Detecton System (Bio-Radii
V okně “Data Analysis“ zvoltc možnost “Quantfiaton“. V „Sctng“ mcnu zvoltc možnost „Basclinc Sctng“ a
vybcrtc „Basclinc Subtraitcd Curvc Fit“ a možnost „Apply Fluorcsicnic Drif Corrciton“.

Poté  v okně  “Data  Analysis“  vybcrtc  jcdnotlivé  fuorofory  (HEX,  TcxasRcd,  Cy5)  kliknutm  na  box  s jcjiih
označcní pod amplifkačním grafcm a odcčtětc výslcdky jcdnotlivýih vzorků.

Pozitvní  výslcdck  pro  Trichomonas  vaginalis:  Pozitvní  výslcdck  jc  iharaktcrizovkn  amplifkaií  spojcnou
s nkrůstcm signklu v TcxasRcd kanklu (cm. 615 nm). V případě ncgatvního výslcdku k amplifkaii ncdojdc.

Pozitvní  výslcdck  pro  Neisseria  gonorrhoeae:  Pozitvní  výslcdck  jc  iharaktcrizovkn  amplifkaií  spojcnou
s nkrůstcm signklu v Cy5 kanklu (cm. 670 nm). V případě ncgatvního výslcdku k amplifkaii ncdojdc
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Intcrní kontrola (IAC DNA) musí být vždy amplifkovkna v každém vzorku. Intcrní kontrola jc iharaktcrizovkna
amplifkaií spojcnou s nkrůstcm signklu v HEX kanklu (cm. 548 nm).

MIC qPCR (Bio Molecular Systemsii
Pro zobrazcní a analýzu naměřcnýih dat, kliknětc na malý křížck vcdlc Cyklovkní v modulu Analýza a poté
vybcrtc iíl –Non-Assay Ycllot (HEX), Non-Assay Orangc (TxRcd) a Non-Assay Rcd (Cy5). V pravém dolním rohu
zvyštc „Fluorcsicnic Cut-of Lcvcl“ na 20 %. Pro každou pozitvní jamku sc zobrazí hodnota kvantfkačního
iyklu  (Cq).  Toto  jc  číslo  iyklu,  při  ktcrém  fuorcsicnic  vzorku  stoupnc  nad  prahovou  hodnotu  (čcrvcnk
vodorovnk čkra v dolní čkst grafu amplifkační křivky). V panclu „Samplcs“ na pravé straně kliknětc na nkzvy
vzorků, ihictc-li skrýt ncbo zobrazit souviscjíií amplifkační křivky a výslcdky.

Pozitvní  výslcdck  pro  Trichomonas  vaginalis: Pozitvní  výslcdck  jc  iharaktcrizovkn  amplifkaií  spojcnou
s nkrůstcm signklu v „Orangc ihanncl“. V případě ncgatvního výslcdku k amplifkaii ncdojdc.

Pozitvní  výslcdck  pro  Neisseria  gonorrhoeae:  Pozitvní  výslcdck  jc  iharaktcrizovkn  amplifkaií  spojcnou
s nkrůstcm signklu v „Rcd ihanncl“. V případě ncgatvního výslcdku k amplifkaii ncdojdc

Intcrní  kontrola  musí  být  amplifkovkna v  každém vzorku.  Amplifkaic Intcrní  kontroly  jc  iharaktcrizovkna
růstcm fuorcsicnčního signklu v „Ycllot ihanncl“.

Interpretace výsledků
Negatvní výsledek 
Pokud ncdojdc k nkrůstu amplifkačního signklu v kanklcih TxRcd, ncbo Cy5 přcd 40. iyklcm, lzc výslcdck
intcrprctovat jako pravděpodobně ncgatvní na přítomnost DNA Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis,
ncbo jc jcjiih konicntraic pod dctckčním limitcm soupravy (10 gcnomovýih DNA/rcakii).  Signkl pro intcrní
kontrolu  musí  být  pozitvní.  Výslcdck ncvylučujc  přítomnost  výšc  zmíněnýih patogcnů a případné infckic,
protožc výslcdky tcstu jsou zkvislé na sprkvném odběru vzorku a jcho zpraiovkní. Výslcdky jsou též zkvislé na
přítomnost dostatcčného množství analyzované DNA.

Pozitvní výsledek
Amplifkační signkl v TcxasRcd kanklu (589 - 615 nm) pro STD 2 Mix sc objcví přcd 40. iyklcm.  Trichomonas
vaginalis DNA byla dctckovkna vc vzorku. Vzorck jc Trichomonas vaginalis DNA pozitvní.

Amplifkační  signkl  vc Cy5  kanklu  (650  -  670  nm)  pro  STD  2  Mix  sc  objcví  přcd  40.  iyklcm.  Neisseria
gonorrhoeae DNA byla dctckovkna vc vzorku. Vzorck jc Neisseria gonorrhoeae DNA pozitvní.

Upozornění: Upozorňujcmc na možnost  kontaminaic vzorku v laboratorním prostřcdí.  Používcjtc  odlišnou
mikropipctu pro pipctovkní MastcrMixu, odlišnou mikropipctu pro pipctovkní vzorků a odlišnou mikropipctu
pro pipctovkní pozitvníih kontrol. Dodržujtc vcškcrk doporučcní pro laboratořc provkdějíií DNA analýzy.

Inhibovaný vzorek
V případě, žc ncdojdc k nkrůstu amplifkačníih signklů spciifikýih pro DNA výšc zmíněnýih patogcnů a ani k
nkrůstu amplifkačního signklu v kanklu HEX spciifikého pro Intcrní  kontrolu,  jc  nutné analýzu zopakovat
ncjlépc s nově izolovanými vzorky DNA.

Kontrolní postup
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Souprava EliGene® STD NEI/TRI RT zahrnujc intcrní kontrolu (IAC DNA) a pozitvní kontrolu (PC DNA STD 2). 

Intcrní kontrola slcdujc kvalitu izolaic DNA a dctckujc případné ihyby v proicsu izolaic DNA. Dctckujc také
případné inhibiic amplifkačního proicsu. V případě, žc vzorck jc ncgatvní, Cp intcrní kontroly musí být Cp <
35. 

Pozitvní kontrola slcdujc sprkvnou funkii MastcrMixu. Minimalní Cp pro pozitvní kontrolu musí být 35 ncbo
méně.  Cp  vyšší  ncž  35  ncmůžc  být  akicptovkno  a  dctckic  DNA  musí  být  provcdcna  s  novým  vzorkcm.
V případě opakovaně vyššího Cp kontaktujtc výrobic ELISABETH PHARMACON.

Používcjtc ncgatvní kontrolu pro každý běh. Jako ncgatvní kontrolu použijtc vodu pro molckulkrní biologii
používanou vc vaší laboratoři. Pro ncgatvní kontrolu použijtc pipctu pro vzorky DNA.

Referenční materiál
Kc slcdovkní  všcih postupů zahrnujíií  DNA izolaii  a  RcalTimc PCR dctckii  můžctc  použít  vzorck  pozitvní
na Neisseria gonorrhoeae a Trichomonas vaginalis DNA. Komcrční pozitvní matcrikl ncní k dispoziii.

Řešení problémů
1. V případě, žc ncdojdc k amplifkaii intcrní kontroly, můžc jít o zkvadu v postupu izolaic DNA, použit kitu

po době cxspiraic ncbo o zkvadu na přístroji pro RcalTimc PCR.
2. V případě, žc sc ncamplifkujc pozitvní kontrola, můžc jít o použit kitu po době cxspiraic ncbo o zkvadu

na přístroji pro RcalTimc PCR.

Funkční charakteristky 
Analytcké funkční charakteristkyi
Souprava EliGcnc® STD NEI/TRI RT mk vysokou scnzitvitu – zaihyt 10 gcnomovýih ncbo plasmidovýih DNA
přidanýih do amplifkačního mixu. Analytikk scnzitvita soupravy byla ověřcna nkslcdovně.
Byl připravcn klonovaný inzcrt o spciifiké DNA konicntraii, ktcrý byl řcděn tak, aby byly získkny požadované
konicntraic iílové sckvcnic. Po přidkní lidské DNA do vzorku v obvyklém množství ncdošlo k ovlivnění iitlivost
mctodiky.

Analytcká citlivost jc 10 kopií Neisseria gonorrhoeae a Trichomonas vaginalis DNA v rcakční směsi.

Analytcká specifta soupravy byla ověřcna jcdnak porovnkním použitýih sckvcnií primcrů a prób s databkzí
všcih  znkmýih  sckvcnií  DNA  (GcnBank,  htp://ttt.nibi.nlm.nih.gov/),  jcdnak  přidkním  lidské  DNA  do
mastcrmixu. 50 různýih vzorků lidské DNA nczpůsobilo falcšně pozitvní výslcdck. Falcšně pozitvní výslcdck
nczpůsobilo ani přidkní DNA nkslcdujíiíih organizmů: B. burgiorferi sensu lato,  M. tuberculosis,  M. bovis,  M.
cansasii, M. xenopii, M. avium, M. marinum, Lactobacillus sp., Enterococcus faecalis, Pseuiomonas sp., E. coli,
A. niger, C. albicans, S. aureus, S. agalactae, Ch. trachomats, U. urealytcum, U. parvum, adcnovirus, HBV, EBV,
CMV, HSV1, HSV2, VZV.

Klinická specifta soupravy byla tcstovkna na kliniikýih vzoriíih močc a stěrů z urogcnitklního ústrojí mužů a
žcn.  Cclkcm  50  kliniikýih  vzorků  (močc  a  stěry  z močopohlavního  ústrojí  mužů  a  žcn)  bylo  odcbrkno
v Laboratorním diagnostikém icntru ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o., Rokyianova 4437/5, Brno. Z niih
bylo 8 pozitvníih na Neisseria gonorrhoeae a 3 pozitvní na Trichomonas vaginalis.  Vc srovnkní s rcfcrcnčními
mctodami bylo dosažcno 100% shody vc výslcdiíih.

Diagnostcké funkční charakteristkyi
Kliniikk scnzitvita a spciifta soupravy EliGcnc® STD NEI/TRICH RT kitu jc 100%.
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Měřící interval
Souprava umožňujc dctckii  101–108  Neisseria gonorrhoeae a  Trichomonas vaginalis DNA molckul  v rcakční
směsi. 

Interní kontrola kvality
Jako intcrní kontrola kvality jc použita intcrní kontrola (IAC DNA) pro kontrolu proicsu izolaic a amplifkaic
spolcčně s pozitvní kontrolou slcdujíií funkčnost MastcrMixu.

Limitace testovacího postupu
Citlivost soupravy jc zkvislk na zaihkzcní sc vzorkcm (izolaic DNA). Jc vclmi doporučcno používat izolační kity a
postupy uvcdcné výšc. 

Citlivost dctckic DNA zkvisí na odběru vzorku, způsobu skladovkní (skladujtc při 4 °C) a způsobu zpraiovkní
(DNA izolaic, dcn přijct vzorku, dctckic ihncd po izolaii).

Biologické referenční intervaly
Žkdné použitclné informaic pro tcnto kit.

Upozornění
Po smíihkní jc MastcrMix stabilní při -20 °C. Nczamrazujtc zkumavky s MastcrMixcm víic ncž 5x. Ncmíihcjtc
komponcnty kitu z různýih šarží.

Obecná varování a bezpečnostní opatření
● Praiujtc  sc  všcmi biologiikými  vzorky jako s  potcniiklně infckčním matcriklcm. Vyhnětc sc přímému

kontaktu s biologiikými vzorky. Vyhnětc sc rozlit vzorků a tvorbě acrosolů. Jakýkoliv matcrikl, ktcrý přišcl
do styku s biologiikými vzorky, musí být přcd umístěním do odpadu autoklkvovkn při 121 °C ncjméně 60
minut.

● Praiujctc sc všcmi rcagcniicmi a používaným matcriklcm s vědomím, žc mohou přcnkšct infckční agcns.
Vyhnětc  sc  přímému  kontaktu  s  rcagcniicmi.  Odpad  musí  být  likvidovkn  v  souladu  s  adckvktními
bczpcčnostními přcdpisy.  Spotřcbní matcrikl musí být spklcn. Tckuté odpady obsahujíií  kyscliny ncbo
zksady muscjí být přcd likvidaií zncutralizovkny.

● Používcjtc vhodné oihranné oblcčcní, rukaviic a oihranu očí a obličcjc. 

● Nikdy ncpipctujtc roztoky ústy. 

● Ncjcztc, ncpijtc. Nckuřtc a ncaplikujtc kosmctku v laboratorníih prostorkih. 

● Řkdně si umyjtc ruic po prkii sc vzorky a rcagcniicmi. 

● Likvidujtc zbylé rcagcniic a odpad v souladu s adckvktními bczpcčnostními přcdpisy. 

● Přcd započctm prkic si řkdně přcčtětc vcškcré instrukic uvcdcné v tomto nkvodu.

● Při prkii postupujtc přcsně podlc nkvodu k použit. 

● Kit ncpoužívcjtc po době cxspiraic, ktcrk jc uvcdcna na obalu.

● Používcjtc pouzc rcagcniic poskytované v rkmii kitu a rcagcniic doporučcné výrobicm.

● Ncmíihcjtc rcagcniic z různýih šarží!
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● Ncpoužívcjtc rcagcniic zc souprav jinýih výrobiů! 

Varování a bezpečnostní opatření pro molekulární biologii
● Molckulkrně-biologiiké postupy jako jsou izolaic nuklcové kyscliny, rcvcrzní transkripic, amplifkaic a

dctckic  vyžadují  kvalifkovaný  pcrsonkl  z  důvodu  zamczcní  ihybnýih  výslcdků,  spciiklně vzhlcdcm k
dcgradaii nuklcovýih kysclin obsažcnýih vc vzoriíih a k možné kontaminaii.  

● Jc  nczbytné  mít  k  dispoziii  samostatnou  místnost  pro  cxtrakii  nuklcovýih  kysclin,  pro  přípravu
amplifkačníih směsí a pro dctckii. Zabczpcčtc, aby sc produkt amplifkaic nikdy ncdostal do místnost
pro cxtrakii nuklcovýih kysclin ncbo do místnost pro přípravu amplifkačníih směsí.

● Jc nczbytné používat vhodné laboratorní plkště, rukaviic a pomůiky určcné pro izolaii nuklcovýih kysclin
ncbo pro přípravu amplifkačníih směsí ncbo pro dctckii. Nikdy ncpřcnkšcjtc laboratorní plkště, rukaviic
a pomůiky mczi  místnostmi  pro cxtrakii  nuklcovýih kysclin,  pro  přípravu amplifkačníih směsí  a  pro
dctckii.  

● Vzorck, zc ktcrého sc analýza provkdí, musí být hncd od počktku pro DNA analýzu určcn a musí s ním být
podlc toho naklkdkno, např. vzhlcdcm k možné kontaminaii, dcgradaii nuklcovýih kysclin atd. Vzorck
musí  být  zpraiovkvkn  v  laminkrním  boxu.  Různé  vzorky  ncsmějí  být  otcvřcny  vc  stcjnou  dobu.
Automatiké  pipcty  užívané  pro  prkii  s  biologiikými  vzorky  muscjí  být  používkny  pouzc  pro  tuto
spciifikou prkii a muscjí být používkny špičky s fltrcm. Používané špičky muscjí být stcrilní a prosté
DNA/RNA a DNkz a RNkz.  

● S rcagcniicmi musí být praiovkno v PCR boxu (nikoliv v laminkrním boxu). Automatiké pipcty užívané
pro prkii sc vzorky muscjí být používkny pouzc pro tuto spciifikou prkii a muscjí být používkny špičky s
fltrcm. Používané špičky muscjí být stcrilní a prosté DNA/RNA a DNkz a RNkz.  

● S produkty  amplifkaic  jc  třcba  zaihkzct  vclmi  opatrně,  aby  ncdošlo  k  jcjiih  rozptýlcní  do prostřcdí
laboratoří a k případné kontaminaii nově tcstovanýih vzorků. 

Varování a bezpečnostní opatření týkaeící se složek této soupravy
● Mikrozkumavky  obsahujíií  mixy jsou určcny pouzc pro jcdno použit a  muscjí  být  použity  pouzc pro

přípravu rcakční směsi.

● Mikrozkumavky obsahujíií IAC DNA a PC DNA STD 2 jsou určcny pouzc pro jcdno použit.

● S tmto mixcm praiujtc podlc bczpcčnostníih vět (P): 

P280 Používcjtc oihranné rukaviic/oihranný oděv/oihranné brýlc/obličcjový štt.

P281 Používcjtc požadované osobní oihranné prostřcdky.

V  případě  jakýihkoliv  problémů  sc  obraťtc  na  zkkazniiké  icntrum  spolcčnost ELISABETH  PHARMACON,
spol. s r. o.
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Vysvětlivky

Katalogové číslo

Horní tcplotní hraniic

Číslo šaržc

Spotřcbujtc do (poslcdní dcn v měsíii).

Diagnostiký zdravotniiký prostřcdck in vitro

V souladu s požadavky Evropské Dircktvy 98\79\EEC pro diagnostiké zdravotniiké prostřcdky in
vitro.

Obsah dostatcčný pro "N" tcstů

Prosím, řiďtc sc instrukicmi pro použit.

Výrobic

Výrobce
ELISABETH PHARMACON, spol. s r.o.
Rokycanova 4437/5, 615 00 Brno, Česká republika Tcl.: +420 542 213 851, +420 542 213 827
E-mail: info@clisabcth.iz
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