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Ugel pouziti
STI-Q Real-Time PCR Kit je diagnosticky test in vitro, zaloZeny na technologii real-time PCR, pro detekci patogend zplsobujicich STl infekce v rGiznych
klinickych vzorcich.

Urceny uzivatel

Test je urcen k provadéni laboratornim odbornikem v klinické laboratofi.

Princip testu

STI-Q Real-Time PCR Kit je multiplexni test vyuZivajici technologii real-time PCR. Sklada se ze Ctyi zkumavek, z nichZ kazda je uréena pro specifickou
amplifikaci DNA dvandcti sexualné pienosnych infekci (STI) a obsahuje interni kontrolu. Tyto zkumavky obsahuiji specifické primery, sondy, reagencie
a enzymy nezbytné pro amplifikaci z extrahované DNA ziskané z lidskych klinickych vzorkl. Fluorescence emitovana béhem amplifikace PCR, po
rozstépeni sondy, je méfena systémy real-time pro prfesnou detekci.

T1: Obsahuje specifické primery a sondy pro detekci Chlamydia trachomatis (znacena FAM), Trichomonas vaginalis (znacend Texas Red), Neisseria
gonorrhoeae (znacend HEX), IC (znacend Cy5).

T2: Obsahuje specifické primery a sondy pro detekci Ureaplasma urealyticum (znacena FAM), Mycoplasma hominis (znacena Texas Red), Ureaplasma
parvum (znacend HEX), IC (znacena Cy5).

T3: Obsahuje specifické primery a sondy pro detekci Mycoplasma genitalium (znacena FAM), Herpes Simplex Virus-HSV-1 a HSV-2 (znacena Texas
Red), Treponema pallidum (znacena HEX) a IC (znacend Cy5).

T4: Obsahuje specifické primery a sondy pro detekci Candida albicans (znacena FAM), Haemophilus ducreyi (Texas Red), Toxoplasma gondii (znacena
HEX), IC (znacena Cy5).

Souhrn

Sexudlné prenosné infekce (STI) jsou zpisobeny rliznymi patogeny, vcetné bakterii, vird a parazitli, a mohou vést k fadé onemocnéni. Mezi bézné STI
patfi kapavka, syfilis, genitalni herpes, napi. Herpes Simplex Virus (HSV), lidsky papilomavirus (HPV), trichomonidza a HIV/AIDS. Tyto infekce se
obvykle prendseji sexualnim kontaktem, véetné vaginalniho, anélniho a ordlniho styku. STI mohou vést k riznym zdravotnim komplikacim, véetné
neplodnosti, zdnétlivého onemocnéni panve, genitdlnich bradavic, karcinomu délozniho ¢ipku a HIV/AIDS. VEasnd detekce a Iécha STl je zdsadni pro
zamezeni $ifeni infekce a snizeni rizika dlouhodobych zdravotnich nasledkd. Diagnostika STI ¢asto zahrnuje odbér vzorkd, jako jsou genitalni vytéry,
vzorky moéi nebo vzorky krve, pro laboratorni testovani, véetné testli na bazi PCR, jako je STI-Q Real-Time PCR Kit, ktery umi detekovat vice patogeni
STl soucasné z lidskych klinickych vzorka.

Pristroje kompatibilni se soupravou

A Zajistéte, aby vSechny pouzivané pfistroje byly instalovany, kalibrovény, kontrolovéany a udrZzovany podle pokyn{ a doporuceni vyrobce.
m QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)

m CFX96 Real-Time PCR System (Bio-Rad)

m LightCycler® 480 System (Roche Diagnostics)

m RapiCycler 96 Real Time PCR System (Genes 2Me Private Limited)

Dodavany material
Tabulka 1. (Pro 50 testii)

Obsah soupravy Kod obsahu soupravy Mnozstvi (G610026-4)
Primer and Probe Mix (T1) G2MA3-1828-1 1 X 50 pl
Primer and Probe Mix (T2) G2MA3-1829-1 1X50pl
Primer and Probe Mix (T3) G2MA3-1830-1 1X50ul
Primer and Probe Mix (T4) G2MA3-1831-1 1X50ul
Positive Control Template G2MA3-2829-1 1X200 pl

qPCR Master Mix G2MA3-0658-2 2X1ml
RNase/DNase Free Water G2MA3-0001-2 1X1,5ml

Material potrebny, ale nedodavany

m SpiNXT Tissue & body fluids Nucleic acid extraction kit (6G2M131420) NEBO MagNXT Tissue & body fluids Nucleic acid extraction kit
(G2M212121) (Genes 2Me Private Limited)

m QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)
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Table Top Centrifuge

Vortexer

Mikropipety (nastavitelné)

Jednorazové Spicky s bariérovym filtrem
Jednorazové bezpudrové rukavice
Systém pro real-time PCR

Pokyny pro uchovavani a stabilitu

m Souprava md dobu pouzitelnosti 12 mésicl od data vyroby. Testovaci souprava je stabilni do data exspirace uvedeného na krabici soupravy
a/nebo na obalu jednotlivych komponent, pokud je uchovévana podle specifikace.

m Souprava a jeji komponenty jsou expedovany a uchovévany pfi teploté -30 °C az-10 °C.
m Provadéjte experiment pfi pokojové teploté (15 °C az 30 °C) a béhem testovani uchovaveite ¢inidla v chladicim zafizeni (2 °C az 8 °C).
m Opakovanému zmrazovani a rozmrazovani (vice nez 6krat) je tfeba se vyhnout.

il{ Chranite pfed pfimym sluneénim zarenim.

Postup testu

Odbér vzorku

m Odebirejte vzorky krve, moci nebo vytéru do odbérovych zkumavek podle doporucenych pokynl uvedenych v soupravé.

m Vzorky zpracujte do 72 hodin, ideélné do 36 hodin, pro dosazeni presnych vysledkd.

m Se vzorky zachdzejte a uchovavejte je opatrné, aby byla zachovana jejich stabilita.

m Zajistéte stalou teplotu béhem prepravy, aby nedoslo ke zménam.

Priprava vzorku

m Extrakce specifické DNA by méla byt provedena podle doporuéenych pokyn( uvedenych na pfibalovém letdku extrakéni soupravy.
Pfiprava cinidel

m Vyjméte a vyrovnejte vSechny slozky Cinidel této soupravy na okolni teplotu, 2 °C-8 °C, a pred pouzitim kratce vortexujte po dobu 20 sekund.
Priprava reakéni smési

m Pripravte reakéni smés podle nésledujici tabulky v oblasti pro pfipravu éinidel (Tabulka 2).

Tabulka 2.
Komponenta Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4
qPCR Master Mix 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
Primer and Probe Mix 1yl 1yl 1yl 1yl
RNase/DNase Free Water 4 pl 4 pl 4l 4l
Vzorek DNA 5ul 5l 5yl 5ul
Konecny objem 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl

A Zkumavku s gPCR reakci pfipravte na ledu a rychle prejdéte k amplifikacnimu kroku. Prodlouzend inkubace reakcni smési, zejména pfi pokojové
teploté, ovliviuje citlivost testu. Zkumavky pred vloZzenim do termocykleru kratce zcentrifugujte. Je tfeba zabranit vzniku bublin v reakéni smési,
protoze interferuji s detekci fluorescence.

m Pro reakci No Template Control (NTC) postupuijte podle stejného nastaveni reakce jako vy$e uvedeného, pficemz vzorek DNA nahradite vodou
RNase/DNase Free Water.

m Pro reakci Positive Control (PC) postupuijte podle stejného nastaveni reakce jako vy$e uvedeného, pficemz vzorek DNA nahradite cilové
specifickym Positive Control Template ve v§ech zkumavkach (T1, T2, T3 a T4).

Nastaveni pristroje pro real-time PCR

m Pred nastavenim programu na jakémbkoli pfistroji pro real-time PCR se fidte uzivatelskou pfiruckou pfislusného pfistroje.
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PCR pristroj
m VloZte zkumavku/desticku s PCR reakci do pfistroje. Nastavte No Template Control (NTC), Positive Control a testovany vzorek v pofadi.

Nastaveni kanalii fluorescence
m Definujte nésledujici nastaveni pro vybér kanalu detekce fluorescence (Tabulka 3a, 3b, 3c a 3d).

Tabulka 3a. (Zkumavka 1)

Cilovy nazev Reportér Zhasec
Chlamydia trachomatis (CT) FAM Zadny
Trichomonas vaginalis (TV) Texas Red Zadny
Neisseria gonorrhoeae (NG) HEX Zadny
Internal Control (IC) Cy5 Zadny

Tabulka 3b. (Zkumavka 2)

Cilovy nazev Reportér Zhasec
Ureaplasma urealyticum (UU) FAM Z4dny
Mycoplasma hominis (MH) Texas Red Z4dny
Ureaplasma parvum (UP) HEX Zadny
Internal Control (IC) Cy5 Z&dny

Tabulka 3c. (Zkumavka 3)

Cilovy nazev Reportér Zhasec
Candida albicans (CA) FAM Zédny
Haemoehilus ducreyi (HD) Texas Red Zé&dny
Toxoplasma gondii (TG) HEX Zédny
Internal Control (IC) Cy5 Zédny

Tabulka 3d. (Zkumavka 4)

Cilovy nazev Reportér Zhasec
Mycoplasma genitalium (MG) FAM Zédny
Herpes Simplex Virus (HSV-1 & HSV-2) Texas Red Zéadny
Treponema pallidum (TP) HEX Zé&dny
Internal Control (IC) Cy5 Zédny

Nastaveni teploty a cykli PCR
m Definujte nésledujici nastaveni pro teplotni profil a PCR cykly. UloZte soubor a spustte reakci (Tabulka 4).

Tabulka 4.
Faze Pocet cykli Teplota (°C) Cas (min:sec)
Denaturace 1 95 03:00
95 00:15
Cyklicka denaturace, annealing a extenze 40
60* 01:00

*Data amplifikace jsou sbirdna pfi 60 °C po dobu 40 cykll pro pfislusné cilové kanaly - FAM, Texas Red, HEX a Cy5.

m Po nastaveni vys$e uvedenych podminek uloZte soubor a spustte program reakce.

Interpretace vysledkii testu

m Hodnota Ct niZsi nebo rovna 35 by méla byt povazovana za mezni hodnotu (cut-off) pro rozliSeni mezi pozitivnimi a negativnimi vysledky.

Validace interni kontroly

m Vyberte pouze ,testované vzorky" pro analyzu interni kontroly. Vyberte barvivo Cy5 a zobrazte graf amplifikace interni kontroly. Interni kontrola by
neméla byt amplifikovdna v NTC. Pozdni Sumovy amplifikaéni graf Cy5 v jamce NTC ignorujte.

Validace Positive Control a No Template Control

= Vyberte jamky No Template Control a Positive Control, vyberte kanaly FAM, HEX, Texas Red a Cy5 a zobrazte graf amplifikace. NTC musi byt
plochd bez hodnoty Ct. V pfipadé potieby upravte prahovou hodnotu tésné nad NTC. PC musi byt amplifikovédna
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s hodnotou Ct <28 pro vSechny kanaly, FAM, HEX, Texas Red a Cy5. Chybéjici amplifikace v NTC znamena absenci kontaminace v reagenciich a
experimentalnim prostfedi, jakoz i spravné pipetovani.

m Amplifikace v PC potvrzuje, ze byly dodrZeny predepsané podminky uchovavani reagencii a parametry reakce.

Kvalitativni interpretace vysledki
m V kanélu FAM, HEX, Texas Red a Cy5 postupné vyberte jamky testovaného vzorku a analyzujte amplifikacni grafy. Pro kvalitativni interpretaci
vysledk se fid'te nize uvedenou tabulkou (Tabulka 5).

Tabulka 5.

Zkumavka 1/Zkumavka 2/ Zkumavka 3/Zkumavka 4 Kanal FAM Kanal Texas Red Kanal HEX Kanal Cy5

Positive Control + + + +

No Template Control

Tabulka 6a. Interpretace vysledkii (Zkumavka T1)

Cile Signal gPCR

Chlamydia trachomatis (FAM) +

Trichomonas vaginalis (Texas Red) - +

Neisseria gonorrhoeae (HEX) s 5 +

Internal Control (Cy5) +/- +/ +/- +

Vysledek o © o o
8% S s 3 < x
x E x £ x 9 B 3
v S [TRNSY o = L) D
T o T © T = 5 o
L G @D S @ oS RLA o
» © R RS = =
> = > © > — R
> o S = ST = E.
=R € 8 e = £
> X S E > o © <
= & E=I = a =3 o
S = S -8 53 = =
as a = a =

Tabulka 6b. Interpretace vysledkii (Zkumavka T2)

Ureaplasma urealyticum (FAM) + - s = 5
Mycoplasma hominis (Texas Red) = +
Ureaplasma parvum (HEX) - - +

+
~
+
=
+
~
+

Internal Control (Cy5)
Vysledek

Pozitivni vysledek pro
Ureaplasma urealyticum
Pozitivni vysledek pro
Mycoplasma hominis
Pozitivni vysledek pro
Ureaplasma parvum
Negativni vysledek
Neplatny vysledek
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Tabulka 6c. Interpretace vysledki (Zkumavka T3)

Cile Signal qPCR

Mycoplasma genitalium (FAM) +

Herpes Simplex Virus type 1 & 2 (Texas Red) - +

Treponema pallidum (HEX) +

Internal Control (Cy5) +/- +/- +/- +

Vysledek o E ° °
x © X ~ S = %
v = RN L = <
- S B = = =
o D 5 o I 2 »
% 2 % T % < = s
= =° B ' =
N — N f=
£ 8 5 5 £ & =
E==3 p=g= = a = S
S S S S S = =
o s o o

Tabulka 6d. Interpretace vysledkii (Zkumavka T4)

Cile Signdl gPCR

Candida albicans (FAM) +

Haemoehilus ducreyi (Texas Red) - +

Toxoplasma gondii (HEX) - B +

Internal Control (Cy5) +/- +/- +/- +

Vysledek ° o . °
o s & 55 3 3
x = ~x & ~ = Eo] g
L © [T v S [1) b
= Q T o T o 5 2
2L 9 2L o, 9 o 2 2,
G n 3 ] > =
e = i = >
= =T == = E
£ S8 £ 8 5 5
S N3 T3 & &
o o £ o = = =
o o o

A Pro diagnostické Gcely by vysledky mély byt vzdy pouzivany v kombinaci s dalSimi Iékarskymi nélezy, jako jsou symptomy, vysledky jinych testd,
klinické dojmy apod. Pokud jsou vysledky v rozporu s klinickymi diikazy, doporucuje se provést dopliiujici testovani k potvrzeni vysledku.
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Charakteristiky vykonu

Parametry
Opakovatelnost v rdmci béhu
Reprodukovatelnost mezi pracovisti

Reprodukovatelnost mezi obsluhou

Tabulka 7.
c.
1 Presnost
2
3
4 Meze detekce (analytickd senzitivita)
5 Mezni hodnoty (cut-off);
6 Analyticka specificita

Robustnost

Studie interference
Lidska genomové DNA - 100 ng/reakci
NaCl - 100 mM

Studie zkfizené reaktivity
E. coli - 1x10° kopii/m|
Klebsiella pneumoniae - 1x108 kopii/ml

Objem vzorku

Smés primerd a sond

Objem gPCR master mixu

Pozorovani (Sarze ¢.)
CV<3,5%
CV<4 %
CV<3,5%
LOD: 350 kopii/ml
Hodnota Ct: < 35
Nebyla zjiSténa zadna

interference

Nebyla zjiSténa zadna zkfizena
reaktivita

Z4dna vjznamnd odchylka

Z4dna vjznamné odchylka

74dn4 vyznamna odchylka

Specifikace
CVs<5%

musi byt < 500 kopii/ml
Podle LOD

Nebyla zji§téna zadna
interference

Nebyla zjiSténa zadna zkfizena
reaktivita

Odchylka od kontroly by méla
byt mezi +1 Ct

Odchylka od kontroly by méla
byt mezi +1 Ct

Odchylka od kontroly by méla
byt mezi +1 Ct

Vypocet klinického hodnoceni

Diagnosticka presnost

Vysledek testu Onemocnéni pfitomno Onemocnéni nepfitomno Celkem
Pozitivni TP=50 FP=1 TP+FP=51
Negativni FN=1 TN=49 FN+TN=50
Celkem TP+FN=51 FP+TN=50 101
TP: pravdivé pozitivni vysledek; FP: faleSné pozitivni vysledek; TN: pravdivé negativni vysledek; FN: faleSné negativni vysledek.

¢. Parametr Pozorovani Specifikace Poznamka

1 Klinickd senzitivita 98 % musi byt 298 % Klinicky vysoce senzitivni

2 Klinickd specificita 98 % musi byt 298 % Klinicky vysoce specificka
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A Varovani a bezpecnostni opatreni

Pred pouzitim si peclivé prectéte tento navod k pouziti (IFU) a seznamte se s postupy obsluhy a bezpecnostnimi opatienimi.

Pracovni plocha by méla byt pravidelné dezinfikovana 1 % roztokem chlornanu sodného nebo 75 % etanolem.

Nepouzivejte komponenty soupravy po datu jejich exspirace.

Pfi provadéni testu pouzivejte jednorazovou zastéru, rukavice a masku.

Vzorky by mély byt zcela davkovany do reakéni smési a zadny vzorek by nemél ulpivat na sténé zkumavky.

DodrZujte nezbytnd opatfeni v souladu s bezpecnymi laboratornimi postupy pfi manipulaci se vzorky a pfistroji, protoZe testované vzorky
jsou klasifikovany jako nebezpeéné.

Bylo prokazano, Ze heparin inhibuje PCR. Nepouzivejte s timto postupem heparinizované vzorky. Spolehlivost vysledki zavisi na fadném
odbéru vzorkd a spravnych postupech prepravy.

Pouzivejte bézna laboratorni bezpeCnostni opatfeni. Pfi manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy pouZivejte jednordzové rukavice a
laboratorni plasté.

m Po manipulaci se vzorky a Cinidly soupravy si diikladné umyijte ruce.

Cinidlo s enzymem a primery/sondami obsahuje v pufru synteticky oligonukleotid. Zabraite styku &inidla s kiizi, o¢ima a sliznicemi, coz by
mohlo zplsobit kozni podrazdéni. Pfi styku s témito Cinidly omyjte postizené misto vodou. Pfi rozliti téchto Cinidel postupujte podle
vhodnych postupd pro zvladani rozliti.

NEZAMENUJTE, NEMICHEJTE ani nekombinujte &inidla ze souprav s riiznymi &isly $arzi.

m Zabrante mikrobidlni a nukledzové kontaminaci Cinidel a zajistéte, aby byly pfipadné srazeniny rozpustény.
m Vsechny testované vzorky musi byt povazovany za potencialné infekéni nebo biologicky nebezpeéné a pfi manipulaci se vzorky a pfistroji

musi byt dodrZzovana vSechna nezbytna opatfeni v souladu s bezpeénymi laboratornimi postupy.

m Podminky uchovavani Cinidel musi byt strikiné dodrZovany, aby byla zajisténa deklarovana funkénost soupravy.
m Nedotykejte se vnitiku jamek cartridge; pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky a rukavice.
m Zabrante kontaminaci reagencii a vzorkl heparinem, protoze mlzZe interferovat s vysledky testu.
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Omezeni

m Pro dosazeni optimalnich vysledki je nezbytné disledné dodrzovat piibalovy letak soupravy neboli navod k pouziti (IFU).
Vysledky tohoto testu jsou citlivé na zplisob odbéru, transportu, uchovavani a zpracovani vzorku a jakékoli nesrovnalosti mohou
vést k nepresnym vysledkim. Napfiklad kfizova kontaminace, pokud neni béhem zpracovani vzorku fadné kontrolovéna, mize
vést k falesné pozitivnim vysledkim.

m Test je omezen na specifikovana extrakcni Cinidla, typy vzork( a pfislusné pristroje.

m Pro optimalni provedeni tohoto testu je nezbytné dlsledné dodrZovani spravné laboratorni praxe (GLP).

= Pfipadné mutace v cilovych oblastech genomu, na které se vazi primery/sondy pouzité pfi ndvrhu soupravy, mohou vést k
nekonzistentnim vysledklm.

m Stejné jako u jakéhokoli diagnostického testu musi byt vysledky testu této soupravy interpretovany podle ¢asti ,interpretace
vysledk(“ tohoto navodu, s ohledem na vSechny klinické a laboratorni nélezy.
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Symboly pouzité na oznaceni

Symboly Definice
SN CHRANTE PRED SLUNECNiM ZARENIM
AN
Jif TEPLOTNi OMEZENI
DIAGNOSTICKY ZDRAVOTNICKY PROSTREDEK IN VITRO
VD
* TOUTO STRANOU NAHORU
I:B:I RIDTE SE NAVODEM K POUZIT|
KOD SARZE
LOT
KATALOGOVE CiSLO
REF
DATUM POUZITELNOSTI
DATUM VYROBY
VYROBCE

OBSAH DOSTACUJICI PRO <n> TESTU

UPOZORNENi

NEPOUZIVEJTE, POKUD JE OBAL POSKOZEN

E

=

REP

ZPLNOMOCNENY ZASTUPCE PRO EVROPSKE SPOLECENSTVi / EVROPSKOU UNII

Ce

EVROPSKA SHODA
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I Genes 2Me Private Limited Plot No - 33 Sector-5, IMT Manesar, Gurugram, Haryana - 122052 (India), Telefonni Cisla: +91
18001 214030 / +91 88000 23600 / +91 8800821778, E-mail: contact@genes2me.com
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