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EliGene® Chlamydia trachomatis UNI

REF| 90046-UNI (pro 50 stanoveni)

5 x 150 pl Chlamydia UNI Mix
2 x 50 pl PC DNA Chlamydia

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

5 x 200 ul IC DNA 01
1 x 20 pl Eli Blocker
1 x 20 ul ROX dye
Navod k pouZziti

Ucel pouziti
Souprava EliGene® Chlamydia trachomatis UNI je uréena k detekci DNA baktérie Chlamydia trachomatis

z klinického materidlu. Kit je zaloZzen na detekci DNA kryptického plasmidu a zaroverni genomové DNA baktérie
Chlamydia trachomatis.

Souprava EliGene® Chlamydia trachomatis UNI mda vysokou senzitivitu — zachyti 10 genomovych nebo
plasmidovych DNA molekul ve vzorku pfidaném do MasterMixu. Souprava dava pozitivni vysledek pro baktérii
Chlamydia trachomatis, a to i pro tzv. “Svédskou variantu” nesouci 377 bp deleci v kryptickém plasmidu
i pro variantu zcela postradajici krypticky plasmid.

Princip metody

Souprava je zaloZena na principu RealTime PCR. Pro detekci DNA Chlamydie trachomatis a interni kontroly jsou
pouZity primery a fluorescencni sondy (FAM a HEX).

Obecny uvod

Chlamydie jsou gramnegativni baktérie parazitujici uvnitf bunék diky své neschopnosti syntetizovat ATP. Rod
Chlamydia zahrnuje Ctyfi znamé druhy: C. trachomatis, C. psittaci, C. pecorum a C. pneumoniae, kdy C. psittaci
a C. pecorum patfi primarné mezi zvireci patogeny. Chlamydia trachomatis je nej¢astéji sexudlné prenaseny
patogen, kdy se promorenost populace odhaduje az k10 %. C. trachomatis je plvodcem nékolika klinicky
odliSnych onemocnéni, jako je cervicitida, panevni zanétlivda onemocnéni, détskd konjunktivitida, détska
pneumonie, uretritida, epididymitida a proktitida. U muz( je poté C. trachomatis ¢astou pricinou negonokokové
uretritidy. U Zen byvaji dasledky nelééenych chlamydiovych infekci zdvazné vzhledem k tomu, Ze zhruba tfi
Ctvrtiny téchto infekci jsou asymptomatické a vyskytuje se celd rada nezjisténych a nelécenych pripadd vedoucich
k dalSim problém(m, zvlasté u téhotnych Zen. Novorozenci, ktefi se narodi matkam s cervikalni chlamydiovou
infekci, maji 60—70% riziko, Ze budou nakaZeni. U téchto déti je velmi velké riziko vzniku infekce ve formé
konjunktivitidy nebo chlamydiové pneumonie.
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Odbér vzorku, zpracovdni a uchovavdni

Klinicky material: Doporucena izolace DNA:
Mo¢, urogenitalni stér, sperma Manudlni: EliGene® Urine Isolation Kit
Mo¢, urogenitalni a rektalni stér Automaticka: Prepito NA Body Fluid Kit (Chemagen-PerkinElmer)

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

Cervikalni stér, vytér z uretry, vytér z rekta:

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 pfi 4 °C. Vzorky je mozné pfi 4 °C uchovavat az 5 dni.

Doporuceny zplisob zpracovani vzork( stérd:

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

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 pfi 10000 x g.

Manudlni izolace (cervikdlni stér, vytér z uretry):

1. Supernatant odsajte. K peletu pfidejte 200 pl roztoku MI3 z kitu EliGene® Urine Isolation Kit a 180 ul vody
pro molekularni biologii a pelet rozsuspendujte didkladnym propipetovanim (v pripadé pouZziti dvou
mikrozkumavek pro centrifugaci, rozsuspendujte pelet nejdfive v prvni mikrozkumavce celym objemem
pufru s vodou a nasledné ve druhé). Pridejte 10 ul Proteindzy Ka 20 pl interni kontroly (IC DNA 01)
a pokracujte dle standardniho protokolu ke kitu EliGene® Urine Isolation Kit.

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

Automatickd izolace (cervikdlIni stér, vytér z uretry, vytér z rekta) :

1. Otevrete zkumavky a opatrné odsajte supernatant. Rozsuspendujte pelet vortexovanim ve 180 ul PBS pufru
a pridejte 20 pl interni kontroly (IC DNA 01).

2.  lzolujte DNA ze vzorku pomoci Prepito NA Body fluid kit podle protokolu pro vzorky plazmy s eluci do 50 pl
eluéniho pufru.

Moc:

Vzorek odebirejte dle standardniho protokolu do sterilnich zkumavek. PouZivejte Cisté sterilni zkumavky bez
konzervacnich prisad. Vzorky moci je nutno uchovavat a prepravovat pfi 4 °C. Vzorky je mozné pti 4 °C uchovavat
az 7 dni.

Pred izolaci DNA je nutné vzorek centrifugovat po dobu 15 minut pfi 6000 x g. PouZijte 8—15 ml vzorku moce.
V zadném pripadé nesnizujte pocet otacek ani nezkracujte dobu centrifugace!
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V pripadé, Ze laboratof nedisponuje potfebnou centrifugou, je mozné vzorek moce rozpipetovat na mensi
objemy o celkovém objemu minimalné 8 ml.

Manudini izolace:

1. Supernatant odsajte. Zabezpecte, aby pfed rozsuspendovdnim sedimentu byla ze zkumavky odsata veskerd
mo¢! Pelet rozsuspendujte ve 180 pl vody pro molekuldrni biologii s 200 pl roztoku MI3 z kitu EliGene” Urine
Isolation Kit, pfidejte 10 pl Proteindzy K a 20 pl interni kontroly (IC DNA 01). Vortexujte 15 sekund. Déle
pokracujte dle standardniho protokolu ke kitu EliGene” Urine Isolation Kit.

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

Automatickd izolace:

1. Otevrete zkumavky a opatrné odsajte supernatant. Rozsuspendujte pelet vortexovanim ve 180 ul PBS pufru
a pridejte 20 pl interni kontroly (IC DNA 01).

UPOZORNENI: Zbytek moci ve zkumavce miiZe ovlivnit &istotu izolované DNA.

2.  lzolujte DNA ze vzorku pomoci Prepito NA Body fluid kit podle protokolu pro vzorky plazmy s eluci do 50 pl
eluéniho pufru.

Sperma:

DNA ze spermatu by méla byt izolovdna pomoci EliGene® Urine Isolation Kit a EliGene® Sperm lIsolation
Supplement dle standardniho protokolu.

Nezbytné vybaveni pro laboratoF

° Sterilni automaticka pipeta 5-20 pl a sterilni $picky s filtrem prosté DNA/RNA a DNaz a RN&z (doporudujeme
plast pro diagnostické Gcely s certifikdtem CE).

° Sterilni stojanek prosty DNA/RNA a DN&z a RNaz.

° Zatizeni pro Real Time PCR — kit je optimalizovan pro pfistroje LightCycler 2.0, LightCycler 480 a LightCycler
Nano (Roche), Quant Studio 3 a 5 (Thermofisher Scientific), RealTime System ABI 7500FAST (Applied
Biosystems), Rotor-Gene 6000 nebo Rotor-Gene Q (Qiagen), CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad), MIC qPCR Cycler (Bio Molecular Systems).

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

° Laboratorni ochranné rukavice.

Konfigurace RealTime PCR pristroje
° Pro detekci Chlamydia trachomatis je pouzita sonda znacena FAM barvou (exc. 494 nm —em. 518 nm)

° Pro detekci Interni kontroly je pouzita sonda znacend HEX barvou (exc. 520 nm —em. 548 nm)
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LightCycler® 2.0 (Roche):
Pro reakci pouzivejte pouze sklenéné kapilary.
Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step 1 - Analysis mode “None”, 1 Cycle

95°C 3 min Ramp rate (20°C/s) Acquisition mode “None”
Step 2 - Analysis mode “Quantification”, 50 Cycles

95°C 5s Ramp rate (20°C/s) Acquisition mode “None”
55°C 20s Ramp rate (5°C/s) Acquisition mode “Single”
72°C 10s Ramp rate (20°C/s) Acquisition mode “None”

Kompletni teplotni profil mGze byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_LC2_v00.ixo”. Run Template mGze
byt importovan do softwaru v menu “Navigator” kliknutim na ikonu “Import” z CD pfiloZzeného v kitu.

LightCycler® 480 (Roche):

Pro reakci pouZivejte pouze bilé desticky. PouZiti prihlednych desticek mlze vést k poklesu citlivosti kitu.
NepouZzivejte desticky opakované; pfi manipulaci s destickou muZe dojit ke kontaminaci laboratore.

V okné “Detection format“ zvolte “ Dual Color Hydrolysis probe”.
Nastavte nasledujici teplotni profil:

Step 1 - Analysis mode “None”, 1 Cycle

95°C 3 min Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”
Step 2 - Analysis mode “Quantification”, 50 Cycles

95°C 5s Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”
55°C 20s Ramp rate (2.2°C/s) Acquisition mode “Single”
72°C 10s Ramp rate (4.4°C/s) Acquisition mode “None”

Step 3 - Analysis mode “None”, 1 Cycle
40°C 1 min Ramp rate (2.2°C/s) Acquisition mode “None”

Kompletni teplotni profil mlZe byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_LC480_v00.ixo”. Run Template mGze
byt importovan do softwaru v menu “Navigator” kliknutim na ikonu “Import” z CD prilozeného v kitu.

QuantStudio 3 a 5 (ThermoFisher Scientific):

Vyberte moznosti Experiment type, "Presence/Absence”, Chemistry “TagMan Probes” a Run Mode “Standard”.
Jako reportér vyberte barvy FAM (Chlamydia) a VIC/HEX (IC DNA 01), a jako pasivni referen¢ni barvivo zvolte
ROX.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrzZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min Ramp rate (1.6°C/s)

Cyklovaci fdze (Cycling stage) — 50 cykli

95°C  5s Ramp rate (1.6°C/s)

55°C 20s Ramp rate (1.6°C/s)  Data collection ON
72°C  10s Ramp rate (1.6°C/s)

Post-Read Stage
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40°C  1min Ramp rate (1.6°C/s)
Sbér dat emisniho signdlu v druhém kroku cyklovaci faze pri 55 °C.

Kompletni teplotni profil mlze byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_QS3_v00.edt” nebo
“EliGene_UNI_QS5_v00.edt”. Run Template mlze byt importovan do softwaru z CD pfilozeného v kitu.

LightCycler’ Nano (Roche):
Pro reakci pouZivejte pouze prihledné stripy.
V menu “Run Settings” vyberte moznosti “Hydrolysis Probes” a “High Quality”.

V “Profile menu” nastavte ndsledujici teplotni profil:

Step 1 - Hold

95°C 3 min Ramp rate (5°C/s)

Step 2 — 3-Step Amplification, 50 cycles

95°C 5s Ramp rate (5°C/s)

55°C 20s Ramp rate (4°C/s) “Acquire” signal
72°C 10s Ramp rate (5°C/s)

Step 3 - Hold

40°C 1 min Ramp rate (4°C/s)

V menu “Samples” kliknéte na okno “Targets” (okno nahore vpravo) na ikonu “+ “ a vyberte FAM barvu jako
“Target 1”. Znovu kliknéte na ikonu “+ “ a vyberte HEX barvu jako “Target 2”. V okné “Samples” (okno nahore
vlevo) kliknéte na ikonu “+ “ a pridejte vase vzorky. Pak pfifadté vzorklim pozice a oznacte FAM a HEX jako
Unknown sample (Samples) nebo Standard.

Kompletni teplotni profil mdZe byt nacten jako Run Template “ EliGene_UNI_LCNANO_v00.ppf”. Run Template
Ize zkopirovat z CD pfiloZzeného v kitu.

RealTime systém ABI7500 (Applied Biosystems)

PouZijte programovy modul pro absolutni kvantifikaci (Plate Type "Quantitation-Standard Curve” experiment pro
ABI 7500FAST). V pripadé ABI7500FAST pouzijte “7500 (96wels)” instrument type.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min

Cyklovaci fdze (Cycling stage) — 50 cykli

95°C 5s

55°C 20s Data collection ON
72°C 32s

Odecet emisniho signdlu ve druhém kroku pri 55 °C.

Kompletni teplotni profil mize byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_ABI7500_ v00.edt”. Run Template
muze byt zkopirovan z CD pfiloZzeného v kitu.
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CFX96 Touch (Bio-Rad):
V Uvodni moZnosti “Startup Wizard” zalozte “New Experiment” a vytvorte novy protokol “Create New Protocol”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

Stepl 95°C 3 min

Step2 95°C 5s

Step3 55°C 20 s + Plate Read
Step4 72°C 10s

Step 5 GOTO Step 2 49x

Step7 40°C 60 s

Doplrte “Sample Volume” na 20ul.
Sbér dat emisniho signdlu je v kroku Step 3 pfi 55 °C.

Pro nastaveni filtr( pouzijte v ,,Scan Mode” vSechny kanaly, ale v ,,Plate Manager” nastaveni pro vzorky vyberte
pouze fluorofory FAM, HEX. Oznacte pozice s umisténymi vzorky jako ,Unknown“ vzorky nebo ,Standard”.
Kompletni teplotni profil mize byt nahran jako Run Template "EliGene UNI_CFX96_v00.pcrl" anebo muze byt
zkopirovan z CD pfiloZzeného v kitu.

RotorGene 6000 nebo Q (Qiagen):

V okné “New Run” vyberte “Three Step” .

Vyberte prislusny typ rotoru “Rotor Type” a kliknéte na tlacitko “Next”.
Nastavte nasledujici teplotni profil:

UdrZovaci faze (Holding stage)

95°C 3 min

Cyklovaci faze (Cycling stage) — 50 cykli

95°C 5s

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

72°C 10s

Kompletni teplotni profil midzZe byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_RG6000_ v00.ret”. Run Template
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 3 min

Cyklovaci fdaze (Cycling stage) — 50 cycles

95°C 5s

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

72°C 10s
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UdrZovaci faze (Holding stage)
40°C 60s

Kompletni teplotni profil mdze byt nacten jako Run Template “EliGene_UNI_MIC_v00.mictemplate”. Run
Template muize byt zkopirovan z CD pfilozeného v kitu.

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

° V kroku izolaéniho protokolu, kdy se k izolovanému vzorku pfidava Proteinaza K, pfidejte také 20 pl Internal
Control DNA (IC DNA 01). V zadném pripadé nepridavejte interni kontrolu k vyizolované DNA tésné pred
analyzou.

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

Upozornéni: Upozorfiujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostfedi. Pouzivejte odliSnou
mikropipetu pro pipetovani MasterMixu, odliSnou mikropipetu pro pipetovanivzork( a odliSnou mikropipetu pro
pipetovani pozitivnich kontrol. Dodrzujte veskera doporuceni pro laboratofe provadéjici DNA analyzy.

Priprava reakcniho mixu pro pristroje LightCycler 480, Rotor-Gene, CFX96 a MIC qPCR

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

2. Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s CHLAMYDIA UNI Mixem a po Uplném rozmrazeni napipetujte
15 pl MasterMixu do amplifikaéni zkumavky nebo desticky a pfidejte 5 ul PC DNA Chlamydia. Béhem
pipetovani pozitivni kontroly budte opatrni, abyste zabranili kontaminaci vzork(l. PouZivejte odliSnou
mikropipetu pro pipetovani pozitivnich kontrol!

Vlozte zkumavky nebo desticky do RealTime PCR pfistroje a spustte program dle kapitoly Konfigurace RealTime
PCR pfistroje vyse.

Priprava reakéniho mixu pro LightCycler® 2.0

1. Pfiprava MasterMixu: Pfipravte MasterMix smichanim roztoku Eli Blocker s CHLAMYDIA UNI Mixem.
Vezméte jednu zkumavku s CHLAMYDIA UNI Mixem a nechte rozmrznout pfi pokojové teploté. Ihned
po rozmraZeni kratce stoCte a pridejte 3 pl roztoku Eli Blocker do jedné zkumavky s CHLAMYDIA UNI Mixem.
Propipetujte a kratce stocte.

2. Detekce: Vezméte jednu zkumavku s MasterMixem a napipetujte 15 pl mixu do sklenéné kapilary a pridejte
5 plizolované DNA. Béhem pipetovani vzorku budte opatrni, abyste zabranili vzajemné kontaminaci vzork(.

3. Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s MasterMixem a napipetujte 15 pl MasterMixu do sklenéné
kapilary a pridejte 5 ul PC DNA Chlamydia. Béhem pipetovani pozitivni kontroly budte opatrni, abyste
zabranili kontaminaci vzork(. PouZivejte odliSnou mikropipetu pro pipetovani pozitivnich kontrol!

Vlozte sklenéné kapilary do RealTime PCR pfistroje a spustte program dle kapitoly Konfigurace RealTime PCR
pfistroje vyse.
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Priprava reakéniho mixu pro pristroje QuantStudio 3 a 5 a ABI7500

1. Pfiprava MasterMixu: Pfipravte MasterMix smichanim barvy ROX s CHLAMYDIA UNI Mixem. Vezméte jednu
zkumavku s CHLAMYDIA UNI Mixem a nechte rozmrznout pfi pokojové teploté. lhned po rozmrazeni kratce
stoCte a pridejte 3 pl barvy ROX do jedné zkumavky s CHLAMYDIA UNI Mixem. Propipetujte a kratce stocte.

2. Detekce: Vezméte jednu zkumavku s MasterMixem a napipetujte 15 pl mixu do kazdé amplifikacni
zkumavky nebo jamky a pridejte 5 ul izolované DNA. Béhem pipetovani vzorku budte opatrni, abyste
zabranili vzdjemné kontaminaci vzorkd.

3. Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s MasterMixem a napipetujte 15 pl Mastermixu
do amplifika¢ni zkumavky nebo desti¢ky a pfidejte 5 pl PC DNA Chlamydia. Béhem pipetovani pozitivni
kontroly budte opatrni, abyste zabranili kontaminaci vzork(. PouZivejte odliSnou mikropipetu pro
pipetovani pozitivnich kontrol!

Vlozte zkumavky nebo desticky do RealTime PCR pfistroje a spustte program dle kapitoly Konfigurace RealTime
PCR pfristroje vyse.

Odecet vysledkii
LightCycler® 2.0 (Roche):

RealTime PCR vysledky analyzujte v kanalech 530 a 560 (LightCycler’ Software 4.X) za pouZiti modulu Qualitative
detection (LightCycler® Analysis Software).

Pozitivni vysledek pro Chlamydii trachomatis: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou
s nardstem signalu ve FAM kanalu (530). V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola je amplifikovana pokaZzdé. Interni kontrola je charakterizovana amplifikaci spojenou s nartstem
signalu v HEX kanalu (560).

Hodnoty Cp odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku. Hodnota “Score” musi byt vyssi nez 3.5.

LightCycler® 480 (Roche):
V nabidce “Sample Editor” zvolte mozZnost “Abs Quant”.
V nabidce “Analysis” zvolte moznost “Abs Quant/2nd Derivative Max”.

V okné “Analysis” kliknéte na ikonu “Color Comp” a zvolte Universal CC FAM (510)-VIC (580) calibration.
Analyzujte vysledky kliknutim na ikonu “Calculate”.

Pozitivni vysledek pro Chlamydii trachomatis: Pozitivni vysledek je charakterizovdan amplifikaci spojenou
s nardstem signalu ve FAM kanalu (465-510). V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola je amplifikovana pokaZzdé. Interni kontrola je charakterizovana amplifikaci spojenou s nartstem
signalu v HEX kanalu (533-580).

Hodnoty “Concentration” u vzork( poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “Negative” znamena negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s naristem signalu v daném kanalu.

LightCycler® Nano (Roche):
V nabidce “Analysis” kliknéte v okné “Select Analysis” na ikonu “+ “ a vyberte “Automatic Quantification”.

Pozitivni vysledek pro Chlamydii trachomatis: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s
nartstem signalu ve FAM kanalu (510-528). V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola je amplifikovana pokaZzdé. Interni kontrola je charakterizovana amplifikaci spojenou s nardstem
signalu v kandlu HEX (530-548).

Hodnoty “Concentration” u vzork( poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “Negative” znamena negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s naristem signalu v daném kanalu.
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RealTime systém ABI7500 (Applied Biosystems)

V nabidce “Analysis Settings” vyberte moZnosti “Automatic Treshold” a “Automatic Baseline” a zanalyzujte
vysledky.

Pozitivni vysledek pro Chlamydii trachomatis: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s
narGstem signalu ve FAM kanalu (em. 518 nm). V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

V pripadé, Ze je vysledek negativni nebo slabé pozitivni se amplifikuje vnitfni kontrola charakterizovand néaristem
emisniho spektra v HEX kanalu (em. 548 nm). V pfipadé silné pozitivniho vysledku nedochazi k amplifikaci vnitfni
kontroly.

Hodnoty “Qty” u vzorkll poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “result undet.” znamena negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narlistem signalu v daném kandlu.

RotorGene 6000 nebo Q (Qiagen)- verze 1.7 a vysSi:

Kliknéte v hlavni nabidkové listé na ikonu “Analysis” a vyberte Analyzu “Quantitation”. V okné , Quantitation
Analysis” zvolte moZnosti “Dynamic Tube” a “Slope Correct”.

Pozitivni vysledek pro Chlamydii trachomatis: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou
s nardstem signalu ve FAM kanalu (Green). V pfipadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola je amplifikovana pokaZzdé. Interni kontrola je charakterizovana amplifikaci spojenou s nartstem
signalu v HEX (Yellow) kanalu.

Hodnoty “Calc. conc.” u vzorkl poté odpovidaji kvantité pozitivniho vysledku, “Negative” znamena negativni
vysledek. Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s narstem signalu v daném kanalu.

QuantStudio 3 a 5 (ThermoFisher Scientific):

V nabidce “Analyse Settings” vyberte mozZznosti “Automatic Treshold” a “Automatic Baseline” a zanalyzujte
vysledky.

Pozitivni vysledek pro Chlamydii trachomatis: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou s
nardstem signédlu ve FAM kanalu. V pripadé negativniho vysledku nedojde k amplifikaci.

Interni kontrola (IC DNA 01) musi byt vzdy amplifikovana v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovana
amplifikaci spojenou s narGstem signdlu ve VIC (HEX) kanalu.

CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad):
V okné “Data Analysis” zvolte moznost “Quantification”. V ,Setting” menu zvolte moznost ,,Baseline Threshold“
a vyberte v ,Baseline Cycles” moznost ,, Auto Calculated” a v Single , Threshold“ moZnost ,Auto Calculated”

Poté v okné “Data Analysis“ vyberte jednotlivé fluorofory (FAM a HEX) kliknutim na box s jejich oznaceni pod
amplifikaénim grafem a odectéte vysledky jednotlivych vzorka.

Pozitivni vysledek pro Chlamydii trachomatis: Pozitivni vysledek je charakterizovan amplifikaci spojenou
s narlstem signdlu ve FAM kanalu (em. 518 nm). V pfipadé negativniho vysledku k amplifikaci nedojde.

Interni kontrola (IC DNA 01) musi byt vzdy amplifikovdna v kazdém vzorku. Interni kontrola je charakterizovana
amplifikaci spojenou s narlstem signalu v HEX kanalu (em. 548 nm).

MIC qPCR

Pro zobrazeni a analyzu namérenych dat, kliknéte na maly kfiZzek vedle Cyklovani v modulu Analyza a poté vyberte
cil — Non-Assay Green (FAM) and Non-Assay Yellow (HEX). V pravém dolnim rohu zvyste ,Fluorescence Cut-off
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Level” na 20 %. Pro kazdou pozitivni jamku se zobrazi hodnota kvantifikacniho cyklu (Cq). Toto je Cislo cyklu, pfi
kterém fluorescence vzorku stoupne nad prahovou hodnotu (Cervena vodorovna cara v dolni ¢asti grafu
amplifikaéni kfivky). V panelu ,Samples” na pravé strané kliknéte na nazvy vzork(, chcete-li skryt nebo zobrazit
souvisejici amplifikacni krivky a vysledky.

Pozitivni vysledek pro Chlamydii trachomatis: Pozitivni vysledek je charakterizovan rGstem fluorescencéniho
signalu v ,,Green channel”. V pfipadé negativnich vysledkd k amplifikaci nedojde.

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

Interpretace vysledki
Negativni vysledek

Pokud nedojde k narGstu amplifikacniho signalu v kanalu FAM pred 45. cyklem, Ize vysledek interpretovat jako
pravdépodobné negativni na pfitomnost DNA Chlamydia trachomatis nebo je jeji koncentrace pod detekénim
limitem soupravy (10 genomovych DNA/reakci). Signal pro interni kontrolu musi byt pozitivni. Vysledek
nevylucuje pritomnost Chlamydia trachomatis infekce, protoze vysledky testu jsou zavislé na spravném odbéru
vzorku a jeho zpracovani. Vysledky jsou téz zdavislé na pritomnosti dostatecného mnozZstvi analyzované DNA
Chlamydia trachomatis.

Pozitivni vysledek

Amplifika¢ni signdl ve FAM kandlu se objevi pfed 45. cyklem. Chlamydia trachomatis DNA byla detekovana
ve vzorku. Vzorek je Chlamydia trachomatis DNA pozitivni.

Upozornéni: Upozoriujeme na moznost kontaminace vzorku v laboratornim prostredi. 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 pfipadé, Ze nedojde k narlstu amplifikacniho signalu v kanalu FAM (specifického pro Chlamydia trachomatis
DNA) a ani k narGstu amplifikacniho signalu v kanalu HEX (specifického pro interni kontrolu), je nutné analyzu
zopakovat nejlépe s nové izolovanymi vzorky DNA.

Kontrolni postup

Souprava EliGene” Chlamydia trachomatis UNI Kit zahrnuje interni kontrolu (IC DNA 01) a pozitivni kontrolu (PC
DNA Chlamydia). Interni kontrola sleduje kvalitu izolace DNA a detekuje pfipadné chyby v procesu izolace DNA.
Detekuje také pripadné inhibice amplifikacniho procesu. V pfipadé, Ze vzorek je Chlamydia trachomatis DNA
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 nemuZe byt akceptovano a detekce DNA musi byt provedena s novym vzorkem. V pfipadé
opakované vyssiho Cp kontaktujte vyrobce ELISABETH PHARMACON.

Pouzivejte negativni kontrolu pro kazdy béh. Jako negativni kontrolu pouzijte vodu pro molekuldrni biologii
pouzivanou ve vasi laboratofi. Pro negativni kontrolu pouZijte pipetu pro vzorky DNA.

Referencni materidl

Ke sledovani vSech postupl zahrnujici DNA izolaci a RealTime PCR detekci mlZete pouZit vzorek pozitivni na
Chlamydia trachomatis DNA. Komercni pozitivni materidl neni k dispozici.
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Reseni probléemi

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

2. V pfipadé, ze se neamplifikuje pozitivni kontrola, mdze jit o pouZziti kitu po dobé exspirace nebo o zdvadu
na pfistroji pro RealTime PCR.

Funkcni charakteristiky
Analytické funkcni charakteristiky:

Souprava EliGene® Chlamydia trachomatis UNI md vysokou senzitivitu — zachyti 10 genomovych nebo
plasmidovych DNA pfidanych do amplifikacniho mixu. Limit detekce (LOD) byl stanoven nasledovné. Byl
pripraven klonovany inzert o specifické DNA koncentraci, ktery byl fedén tak, aby byly ziskany pozadované
koncentrace cilové sekvence v rozsahu 1 kopie/reakci az 250 kopii/rekci. Kazdé z deviti fedéni bylo analyzovano
v Sesti replikatech, kdy pomoci nasledné PROBIT analyzy byla stanovena hodnota limitu detekce 8.8 kopii/reakci
v 95% intervalu spolehlivosti.

Analyticka citlivost je 10 kopii Chlamydia trachomatis DNA v reakéni smési.

Analyticka specifita soupravy byla ovérena jednak porovnanim pouZitych sekvenci primert a préb s databazi
viech znamych sekvenci DNA (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), jednak pfidanim lidské DNA do
mastermixu. 50 rliznych vzorkd lidské DNA nezplsobilo falesné pozitivni vysledek. Falesné pozitivni vysledek
nezpusobilo ani pfidani DNA nasledujicich organizm0 — 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, U. urealyticum, U. parvum, N. gonorrhoeae, M. hominis, M. genitalium,
adenovirus, HBV, EBV, CMV, HSV1, HSV2, VZV.

Klinicka specifita

EliGene® Chlamydia trachomatis UNI kit vykazal 100% (100 ze 100 vzorkd) shodu pfi detekci C. trachomatis ve
srovnani se soupravou COBAS® AMPLICOR® Chlamydia trachomatis Test.

Funkcni charakteristiky:

V rdmci testovani funkénich charakteristik EliGene” Chlamydia trachomatis UNI kitu bylo celkové analyzovéano
110 klinickych vzork( moce, urogenitalnich vytérd, rektdinich vytérl a stérd ze spojivky. Z téchto klinickych vzorkd
bylo soupravou COBAS® AMPLICOR® Chlamydia trachomatis Test potvrzeno 51 Chlamydia trachomatis
pozitivnich a 59 Chlamydia trachomatis negativnich vzork(l. Souprava EliGene® Chlamydia trachomatis UNI
stanovila spravné 51 vzork( jako Chlamydia trachomatis pozitivnich a 59 vzorkd jako Chlamydia trachomatis
negativnich.

Vypocet senzitivity a specifity soupravy EliGene® Chlamydia trachomatis UNI je zndzornén v tabulce nize.
Senzitivita a specifita soupravy EliGene® Chlamydia trachomatis UNI je 100 %.

A=51 B=0
Skutecné pozitivni Falesné pozitivni
C=0 D=59

Falesné negativni Skutecné negativni

Sensitivita = A/(A+C) = 51/(51+0) = 100%
Specificita = D/(D+B) = 59/(59+0) = 100%

Meé¥ici interval

Souprava umozriuje detekci 10'=10% Chlamydia trachomatis DNA molekul v reakéni smési.
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Interni kontrola kvality

Jako interni kontrola kvality je pouZita interni kontrola 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 izolacni kity
a postupy uvedené vyse.

Citlivost detekce Chlamydia trachomatis DNA zavisi na odbéru vzorku, zplisobu skladovani a zpUsobu zpracovani
(DNA izolace, den pfijeti vzorku, detekce ihned po izolaci).

Biologické referencni intervaly

Z4adné pouzitelné informace pro tento kit.

Upozornéni

Po smichani je MasterMix stabilni po dobu 2 tydn( pfi -20°C. Nezamrazujte zkumavky s MasterMixem
opakované! Nemichejte komponenty kitu z rdznych 3arzi.

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 vzorkd a tvorbé aerosoll. Jakykoliv material, ktery prisel
do styku s biologickymi vzorky, musi byt pfed umisténim do odpadu autokldvovan pfi 121 °C nejméné
60 minut.

° Pracujete se vSsemi 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 spadlen. 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.

° PFi praci postupujte presné podle navodu k pouZiti.

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

° Pouzivejte pouze reagencie poskytované v rdmci 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 vyZzaduji kvalifikovany persondl z ddvodu zamezeni chybnych vysledkd, specialné
vzhledem k degradaci nukleovych kyselin obsazenych ve vzorcich a k mozné kontaminaci.
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e Je nezbytné mit k dispozici samostatnou mistnost pro extrakci nukleovych kyselin, pro pfipravu
amplifikacnich smési a pro detekci. Zabezpecte, aby se produkt amplifikace nikdy nedostal do mistnosti
pro extrakci nukleovych kyselin nebo do mistnosti pro pfipravu amplifikacnich smési.

e Je nezbytné pouZivat vhodné laboratorni plasté, rukavice a pomucky uréené pro izolaci nukleovych kyselin
nebo pro pripravu amplifika¢nich smési nebo pro detekci. Nikdy neprenasejte laboratorni plasté, rukavice
a pomuicky mezi mistnostmi pro extrakci nukleovych kyselin, pro ptipravu 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 naklddano, napf. vzhledem k mozné kontaminaci, degradaci nukleovych kyselin atd. Vzorek musi
byt zpracovavan v laminarnim boxu. Rizné vzorky nesméji byt otevieny ve stejnou dobu. Automatické
pipety uzivané pro praci s biologickymi 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 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
$picky s filtrem. Pouzivané $pi¢ky museji byt sterilni a prosté DNA/RNA a DNaz a RNaz.

° S produkty amplifikace je tfeba zachdzet velmi opatrné, aby nedoslo k jejich rozptyleni do prostredi
laboratofi a k pfipadné kontaminaci nové testovanych vzorkd.

Varovdni a bezpecnostni opatreni tykajici se sloZek této soupravy

° Mikrozkumavka obsahujici Chlamydia UNI Mix je uréena pouze pro jedno pouziti a musi byt pouzita pouze
pro pfipravu reakéni smési.

° Mikrozkumavka obsahujici IC DNA 01 je uréena pouze pro jedno pouZiti a musi byt pouZita pouze pro
pFipravu reakéni smési.

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

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/oblicejovy stit.

P281 Pouzivejte pozadované osobni ochranné prostiedky.

V pripadé jakychkoliv problémd se obratte na zdkaznické centrum spole¢nosti ELISABETH PHARMACON,
spol.sr. 0.
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Vysvétlivky

Katalogové Cislo

Horni teplotni hranice
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Spotiebujte do (posledni den v mésici).
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Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

V souladu s poZzadavky Evropské Direktivy 98\79\EEC pro diagnostické zdravotnické prostredky in
vitro.
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Obsah dostateény pro "N" testd

Prosim, Fidte se instrukcemi pro pouziti.

Vyrobce
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Vyrobce
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