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UPOZORNENI

Pouze pro diagnostiku in vitro.

Spolehlivost vysledku zavisi na vhodném postupu odbéru, skladovani, prepravy a zpracovani
vzorkd.

Tento test byl validovan pro nasledujici typy vzorkd: mog¢, genitalni stér, cytologické
vzorky na bazi tekutin, sperma, orofaryngealni (kréni) stér a anorektalni stér. Tento test
nebyl validovan pro zadné jiné typy vzorku.

Vzorky DNA skladujte pfi teploté < -20 °C az do pouziti a béhem pouziti je uchovavejte na
ledu.

Citlivost testu se mize snizit, pokud jsou vzorky opakované zmrazovany/rozmrazovany

nebo skladovany po delsi dobu.

Pracovni postup v laboratofi by mél probihat jednosmérné.

Pouzivejte jednorazové rukavice a pfed vstupem do rliznych prostor si je vymeérite.

V pfipadé kontaminace rukavice okamzité vymérite nebo je oSetfete dekontaminacni
reagencii DNA.

Zasoby a vybaveni musi byt vyhrazeny pro pracovni oblasti a nemély by se pfemistovat z
jedné oblasti do druhé.

Nepipetujte usty.

V laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi
pouZivejte jednorazové nepudrované rukavice, laboratorni plasté a ochranné bryle. Po
manipulaci se vzorky a testovacimi reagenciemi si dikladné umyjte ruce.

Pfi odebirani alikvotnich &asti ze zkumavek s reagenciemi zabrarite jejich kontaminaci.
Doporuéuje se pouzivat sterilni jednorazové Spicky pipet odolné proti aerosolu.
Nekombinujte reagencie z riznych Sarzi nebo z rdznych zkumavek stejné Sarze.
Nepouzivejte pfipravek po uplynuti doby pouZitelnosti.

Nepouzivejte znovu pfedméty na jedno pouziti.

Pouzivejte zkumavky se Sroubovacim vi¢kem a zabrarite pfipadnému rozstfiku nebo kfizové
kontaminaci vzork( béhem pfipravy.

Davejte pozor, abyste nekontaminovali reagencie extrahovanymi nukleovymi kyselinami,
produkty PCR, a pozitivni kontroly. Aby se zabranilo kontaminaci €inidel, doporucuje se
pouzivat filtracni Spicky.
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@ Seegene Allplex™ STI Essential Assay

Pro kazdy experiment pouzivejte oddélené pracovni prostory.

Abyste zabranili kontaminaci pracovnich oblasti produkty amplifikace, otevirejte zkumavky
nebo stripy s PCR reakci po amplifikaci pouze na uréenych pracovnich mistech.

® Pozitivni materialy skladujte oddélené od reagencii soupravy.

® Pfi manipulaci se vzorky je tfeba dodrzovat laboratorni bezpecnostni postupy (viz Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories & CLSI Documents). Dukladné vycistéte a
dezinfikujte vSechny pracovni plochy 0,5 % chlornanem sodnym (v deionizované nebo
destilované vodé). Soucasti produktu (zbytky produktu, obaly) Ize povazovat za laboratorni
odpad.

Nepouzité reagencie a odpad likvidujte v souladu s platnymi statnimi a mistnimi pfedpisy.

® Doba pouzitelnosti je 12 mésicli od data vyroby pfi teploté < -20 °C. Informace o expiraci

naleznete na Stitku.
® Obchodni nazev "CFX96™ Real-time PCR Detection System-IVD" se méni na "CFX96™ Dx

system". Vzhledem k tomu, Ze u systému nedoslo k Zadnym hardwarovym zménam, oéekava
se, ze z obou systémul bude mozné ziskat stejné vysledky.

® "CFX Manager™ Dx Software v3.1" je aktualizovana verze "CFX Manager™ Software-IVD".
v1.6". Aktualizovany software obsahuje vylepseni nabidky "Spustit". Tato vylepSeni nemaji
vliv na vysledky analyzy dat; vysledky tedy budou stejné.

® Tato souprava je urCena jako pomucka pfi diferencialni diagnostice infekci cilovymi patogeny;
C. trachomatis (CT), N. gonorrhoeae (NG), M. genitalium (MG), M. hominis (MH), U.
urealyticum (UU), U. parvum (UP) a T. vaginalis (TV).
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UCEL POUZITI

AllplexTM STI Essential Assay je kvalitativni in vitro test pro jednorazovou nebo vicenasobnou
detekci C. trachomatis (CT), N. gonorrhoeae (NG), M. genitalium (MG), M. hominis (MH), U.
urealyticum (UU), U. parvum (UP) a T. vaginalis (TV) z mo¢i, genitalniho stéru, cytologickych

vzorkl na bazi tekutin, spermatu, orofaryngealniho (kréniho) stéru a anorektalniho stéru.

PRINCIP METODY A SCHEMA POSTUPU

1. Principy

Allplex™ STI Essential Assay vyuziva patentovanou technologii MuDT™ spole¢nosti Seegene,
ktera umoznuje poskytovat hodnoty multi-Ct (prahovy cyklus) v jediném fluorescen&nim kanalu
bez analyzy kfivky tani na pfistroji Real- time PCR.

Allplex™ STI Essential Assay je Real- time PCR test, ktery umoziiuje sou¢asnou amplifikaci a
detekci cilovych nukleovych kyselin C. trachomatis (CT), N. gonorrhoeae (NG), M. genitalium
(MG), M. hominis (MH), U. urealyticum (UU), U. parvum (UP), T. vaginalis (TV) a vnitini
kontroly (IC).

V testu Allplex™ STI Essential Assay se endogenni lidsky gen pouziva jako vnitfni kontrola
(IC) pro monitorovani celého procesu od odbéru vzorku po izolaci nukleové kyseliny a také pro
kontrolu pfipadné inhibice PCR. Uginnost PCR mohou sniZovat inhibitory, které mohou byt
pfitomny v klinickych vzorcich. Av8ak vzhledem k nesrovnalostem v poctu lidskych bunék
obsazenych v moci a anorektalnim stéru se IC exogenné pfidava pouze do vzork(h moci a
anorektalniho stéru, aby slouZila jako exogenni celkova kontrola procesu. IC. V klinickém
vzorku se koamplifikuje s cilovymi nukleovymi kyselinami. Aby se zabranilo tomu, Ze
amplifikacni produkt bude pusobit jako potencialni kontaminant, pouziva se v testu Allplex™
STI Essential Assay systém Uracil-DNA glykosylazy (UDG).

Pfirozenou funkci UDG je zabranit mutagenezi odstranénim uracilu z DNA.

molekuly Stépenim N-glykosylové vazby a zahajenim cesty opravy bazi (BER). Systémy UDG

se proto pouzivaji ke kontrole kfizové kontaminace vzork({ s amplikony.
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2. Prehled postupt

Vzorky

(mog, stér z genitalii, vzorky k
cytologii v tenké vrstvé (liquid
based cytology), sperma,
orofaryngealni stér a anorektalni
stér).

Izolace nukleové kyseliny

Nukleova kyselina

Real- time PCR pomoci systému Allplex
™

Analyza vysledku
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ZAKLADNI INFORMACE

Termin sexualné pfenosné nemoci (sexually transmitted diseases - STDs) je pouzivan pro Sirokou
Skalu klinickych pfiznakd zpasobenych patogeny, které mohou byt ziskany a prenaseny

sexualnimi aktivitami.

Sexualni aktivitou je pfenosnych vice nez 30 bakterialnich, virovych a parazitickych patogenu.

Spolec¢né predstavuji skupinu sexualné prenosnych infekénich onemocnéni (STI).

Nékteré z téchto nemoci mohou az tfikrat zvySovat riziko nakazy virem HIV. Sexualné pfenosné
infekéni nemoci mohou mit vazné dusledky, pfesahujici ramec vlastniho infekéniho onemocnéni.

Predstavuji riziko pfenosu infekce z matky na dité&, riziko vzniku chronického onemocnéni.

Kazdy den je sexualné pfenosnym infek&nim onemocnénim nakazeno vice nez 1 milion osob.
Kazdy rok se vice nez 500 milion osob nakazi jednim z nasledujicich étyf onemocnéni:

chlamydie, kapavka, syfilis a trichomoniaza.

1. Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis, plivodce onemocnéni chlamydiemi, zpUsobuje celosvétové vyznamnou
nemocnost provazenou velkymi ekonomickymi naklady.Chlamydiové infekce u Zen probihaji
obvykle bez pfiznakd. Nicméné mohou zpUsobit panevni zanétlivou nemoc (PID), mezi jejiz hlavni
nasledky patfi neplodnost, mimodélozni téhotenstvi nebo chronicka bolest panevni oblasti. Stejné
jako jina zanétliva onemocnéni STD, mohou i chlamydiové infekce pfispét k snadnéjSimu pfenosu
infekce HIV. U téhotnych Zen mize navic béhem porodu dojit k pfenosu infekce z matky na dité,

u ditéte pak nasledné muze tato infekce vést k neonatalni oftalmii a pneumonii.

2. Neisseria gonorrhoeae

Kapavka je jedno z velmi €astych infek&nich onemocnéni. U vétSiny nakazenych zZen probiha toto
onemocnéni bezpfiznakové. Pokud neni toto onemocnéni diagnostikovano a zlstava neléceno,
nebo je Ié€eno nespravné ¢i nevhodné, muze infekce pokrocit do hornich ¢astigenitalniho ustroji
a zpuUsobit u Zzen komplikované gonokokové infekce (napf. PID a souvisejici komplikace jako je

mimodélozni t&éhotenstvi nebo neplodnost), u mizu edém penisu a zanét nadvarlete.

3. Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis je etiologickym plvodcem celosvétové nejrozsifenéjsi nevirové pohlavné
pfenosné infekce. T. vaginalis mlize zpUsobovat abnormalni vaginalni vytok (trichomoniazu) u
Zen a mUze byt zodpovédna az za 10~12 % pfipadd negonokokové uretritidy u muzd, pficemz

infekce muze byt asymptomaticka nejméné u 50 % zen a 70~80 % muzu.
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4. Genitalni mykoplazmata
M.genitalium a M.hominis a dva druhy ureaplasmy U.urealyticum (dfive znamé jako U.
urealyticum, biovar 2) a U. parvum (dfive znamé jako U. urealyticum, biovar 1) se bézné vyskytu;ji

v lidském urogenitalnim traktu.

M.genitalium byla poprvé identifikovana na po¢atku 80 let minulého stoleti a byla rozpoznéna jako
pfi¢ina uretitid u muzud. Je plvodcem v pfiblizné 15~20 % pfipadd negonokokalni uretitidy (NGU),
20~25 % nechlamydiovych NGU a pfiblizné 30 % pfetrvavajicich nebo opakujicich se uretritid. M.
genitalium je nachazena na déloznim Cipku nebo délozni sliznici ¢astéji u zen trpicich PID nez u

zen bez tohoto onemocnéni.

Ureaplazma je nachazeno na déloznim hrdle nebo ve vaginé u 40~80 % sexualné aktivnich zen
bez pfiznakl onemocnéni, M.hominis u 20~50 %. Na zakladé téchto skute¢nosti Ize
ureaplazmata a M.hominis, jsou-li detekovany v dolni ¢asti genialniho ustroji, povazovat primarné
za komenzaly. Pfestoze diskuze na toto téma stale probiha, dikazy, Ze tyto mikroby zpusobuji
onemocnéni spodniho genitalniho Ustrojd, véetné zanétu délozniho hrdla u zen, stale pfibyvaji.
Pfesna diagnéza Ureaplasma spp. a Mycoplasma hominis ve vzorcich z délozniho hrdla je
dalezita praveé proto, Ze tyto mikroorganismy jsou potencialné patogenni s moznymi negativnimi
dopady na té&hotenstvi, mohou vést k poporodni sepsi, neonatalnimu syndromu systémové

zanétové odpovédi a bronchopulmonarni displazii.

Soucasné standardy klinické pé&e v oblasti sexualné pfenosnych infek&nich onemocnéni (STI)
vyzaduji k detekci vSech pfipadnych patogent pouziti jednotlivych testld. VétSina komercné
nabizenych testu se soustfedi na detekci dvou nej¢astéji se vyskytujicich bakterialnich plvodcu
sexualné pfenosnych onemocnéni: CT a NG. Nicméné, protoZe vétSina sexualné pfenosnych
nemoci probiha v podstaté bez pfiznakl, je testovani SirSi Skaly patogenu klicové. DalSi
komplikaci diagnostiky STI je skuteCnost, ze pfestoze rozdilné patogeny mohou zpusobovat
podobné symptomy, IéCba jednotlivych patogent muze vyzadovat pouziti jiné fady antibiotik.
Komplexnost této problematika stavi z hlediska cenové efektivni péce o tyto pacienty do klicové

pozice simultanni a pfesnou detekci STI patogena.
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REAGENCIE

Reagencie obsazené v jedné sadé vystaci na 50 reakci.

Informace k objednavce ( SD9801Y)

AllplexTM STI Essential Assay

Symbol Obsah Objem Popis
MuDT Oligo Mix (MOM):
PRIMER 4X STFEAMOM | 250 gl ubT Oligo Mix (MOM):
- reagencie pro amplifikaci a detekci
- DNA polymeraza
PREMIX EM1 250 pl - Uracil-DNA glykosylaza (UDG)
- Pufr s dNTP
Pozitivni kontrola (PC)
STI-EA PC 25l
CONTROL : - smés patogennich klonu
Vnitini kontrola (IC) pro vzorky
ASTIIC 500 pl
EONTROL g moci a anorektalniho stéru
WATER RNase free water 1000 pl Ultragista kvalita, stupefi PCR
I:]E:] UZivatelska
prirucka
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SKLADOVANI A MANIPULACE

VSechny soucasti testu Allplex™ STI Essential Assay by mély byt skladovany pf¥i teploté
< -20 °C. P¥i dodrzeni téchto podminek skladovani jsou vSechny slozky stabilni az do data
exspirace uvedeného na stitku soupravy. Tento produkt Ize pouzivat 30 dni po prvnim otevieni
soupravy a jeho vykon neni ovlivnén az 5 cykly zmrazovani a rozmrazovani. Pokud budou

reagencie pouzivany pouze ob&asng, je vhodné je uskladnit po alikvotnich ¢astech.

POZADOVANE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI BALENI

Jednorazové bezprasné rukavice (latexové nebo nitrilové)

Pipety (nastavitelné) a sterilni Spicky na pipety

1,5 ml zkumavky do mikrocentrifugy

Vyrobnik ledu

Stolni centrifuga

Centrifuga Mini plate spiner

Vortex

Detekéni systém CFX96™ Real-time PCR system (Bio-Rad)

Systém CFX96TM Dx (Bio-Rad)

Stripy 8 zkumavek s nizkym profilem 0,2 ml bez vi€ek (bilé barvy, kat. €. TLS0851, Bio-Rad)
Stripy 8 vi€ek s opticky rovnou plochou (kat. €. TCS0803, Bio-Rad)

Desti¢ky s 96 jamkami WHT/WHT Hard-Shell® PCR (kat. ¢. HSP9655, Bio-Rad)
Desticky s 96 jamkami WHT/WHT Hard-Shell® PCR nizky profil,

tenkosténné, s lemem, bilé/bilé, s Earovym kédem (kat. ¢. HSP9655, Bio-
Rad)

Permanentni &ira tepelna folie (kat. &. 1814035, Bio-Rad) *
PX1 PCR zafizeni na utésnéni desti¢ky (automatické utésnéni, kat. &. 181-4000, Bio-Rad) *

Fyziologicky roztok

Cista pracovni stdl

* Ujistéte se, Ze pouzivate kompatibilni tepelné tésnéni a vySe uvedené zafizeni na utésnéni.
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PROTOKOL

1. Odbér, skladovani a preprava vzorkt

Poznamka: Se vSemi vzorky je tfeba zachazet jako s potencialné infekEnimi materialy.
Povoleny jsou pouze ty vzorky, které jsou odebirany, pfepravovany a skladovany za pfisného

dodrzovani nasledujicich pravidel a pokyn.

Vzorek mogi

Vzorek stéru z genitalii

Vzorky k cytologii v tenké vrstvé (liquid based cytology)
Sperma

Vzorek orofaryngeadlniho (kréniho) stéru

Vzorek anorektdlniho stéru

Poznamka: Prepravu vzorku je nutné uskutecnit co nejdfive, jen tak je mozné zajistit dostatecnou

kvalitu vzorkd. Vzorky je tfeba pfepravovat pfi teplotach uvedenych dale v textu.

| .

® Pacient musi byt poucen, Ze nesmi mocit nejméné dvé hodiny pfed odbérem vzorku.

® Do cCisté polypropylenové nadoby odeberte 10 ~ 30 ml moci z prvniho proudu. Nadoby na
vzorky uzavrete a oznacte. DUsledné dodrzujte pokyny uvedené pro skladovani a

prepravu vzorku.

| italng . f finiho (kréniho) sté Ktdlng «
Pro odbér vzorkl genitalniho stéru, orofaryngealniho (kréniho) stéru a anorektalniho stéru pouzijte
tyto prostiedky:
® \/zorky genitalniho stéru, orofaryngealniho (kréniho) stéru a anorektalniho stéru Ize odebrat

a prepravit v 1 ~ 3 ml nasledujicich médiich:

- ENAT PM 2ML REGULARNI APLIKATOR (Copan)

- UTM se stérkami (Copan)

Poznamka: Orofaryngedlni (kréni) stér a anorektalni stér nebyly validovany pomoci UTM

s blokovymi tampony (Copan).
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® Ponechte tampon v pfepravnim médiu. Kontejner se vzorkem zaviete a oznacte Stitkem.
Dusledné dodrzujte pokyny uvedené pro skladovani a pfepravu.
® P¥i pouziti genitalnich stéri postupujte podle doporu¢eného protokolu pro odbér bunék

sloupcového a dlazdicového epitelu po odstranéni cervikalniho hlenu.

v I logi tenkeé tvé (liquid | ! oqy)
® Pouzijte tekuta cytologicka média ThinPrep® (HOLOGIC, USA) nebo SurePathTM

(Becton- Dickinson, USA) nebo CellPreserv (Kolplast, Brazilie).
® P¥i odbéru vzorkd bunék délozniho hrdla do médii ThinPrep®, SurePathTM a CellPreserv

postupuijte podle pokynu vyrobce.

Sperma

® (Odeberte sperma do Cisté polypropylenového kontejneru. Kontejner se vzorkem uzavrete

a oznacte stitkem. Dlsledné dodrzujte pokyny uvedené pro skladovani a prepravu.

B. Skladovani a preprava vzorkii

Skladovani a preprava

Teplot Doba
a trvani*
Vzorek modi 2~8°C 1 tyden
Vzorek stéru z genitalii 2~8°C 1 tyden
ThinPrep® ot .
2~-8°C a | Uginnost maze byt ovlivnéna
Cytolo pokojova 90 dni - - .
ge v | CellPreserv teplota™ delSim skladovanim vzorku.
tenké SurePathT 2-go
. M ~8°C 2 tydny | Manipulace se vzorky se musi
vrstvé
fidit pokyny pro pfepravu
Sperma 2~8°C 1tyden |patogenniho materialu.
Orofaryngealni o
2-8°C 3 dny
tampon
2~8°C 2 dny
Anorektalni stér
-20°C 1 mésic

* Doba trvani: Doba od odbéru vzorku do provedeni testu, véetné skladovani a pfepravy
vzorku pfed testem.

** Optimalni teplota pro pfepravu je 2 ~ 25 °C.
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2. 1zolace nukleovych kyselin

A. Pfiprava vzorku
Poznamka: Proces pfipravy pro izolaci nukleovych kyselin je stejny pro manualni i automaticky

extrakéni systém.

| italng . f iind . Kidlni +
U stéru z genitalii, orofaryngealni stéru a anorektalni stér se pouziva bez predchoziho
oSetfeni.

Poznamka: Vzorky orofaryngealniho a anorektalniho stéru nebyly validovany pro pouziti s

SEEPREP32.

ické vzorl S 2 ekt

® Nechte vzorky vytemperovat na pokojovou teplotu (19 ~ 25 °C).

® Odstredujte 1 ml vzorku moci a cytologického vzorku na bazi tekutiny po dobu 15 minut pfi
15 000 x g (13 000 ot./min.).

® Je nutné odstranit supernatant. Poté sediment pomoci vortexu peclivé zcela resuspendujte
v doporu€¢eném objemu fyziologického roztoku (viz doporu¢eny objem v bodech 2.C-1, 2.C-
2).

Poznamka: CellPreserv nevyzaduje pfipravu.
Poznamka: SurePathTM nebyl validovan se sadou Ribo_spin vVRD, NucliSENS® easyMAG®

a SEEPREP32.
® Postupujte podle protokolu vyrobce.
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Sperma

® Sperma nechte 30 minut ve tmé zkapalnit pfi pokojové teploté (19 ~ 25 °C).
® Trikrat zfedte fyziologickym roztokem v doporu¢eném objemu (viz Doporuéeny objem.

2.C) dukladnym vifenim ve vortexu.
Poznamka: Sperma nebylo validovano pro pouziti s SEEPREP32.

® Postupujte podle protokolu vyrobce.

B. Interni kontrola

Poznamka: U ostatnich vzork, s vyjimkou moci a anorektalniho stéru, se pro vnitfni kontrolu

pouziva endogenni gen. Proto neni potfeba dalsi IC, ktera je soucasti soupravy.

Poznamka: Soucasti sady je ASTI IC. To umoznuje uzivateli potvrdit nejen postup izolace

nukleovych kyselin, ale také identifikovat pfipadnou inhibici PCR.

® U vzorkll moci a anorektalniho stéru je tfeba pred extrakci nukleové kyseliny pfidat ke
kazdému vzorku 10 pl kontrolu ASTI IC.

C. Soupravy pro manualni izolaci nukleovych kyselin

Poznamka: Pouzijte doporu¢ené objemy vzorku a eluatu, jak je uvedeno nize. Ostatni udaje

naleznete v protokolu vyrobce.

Extrakéni sada Vyrobce .C. Doporuéeny objem

Vzorek: 200 p| ****

QlAamp® DSP DNA Mini Kit QIAGEN 61304 Eluat 50 pl

e Vzorek: 200 pl ****
QlAamp® DNA Mini Kit QIAGEN 51304 Eluat 50 i
Ribo_spin vRD** GeneAll 302-150 Vzorek: 200 p| ****
(sada pro izolaci virové RNA/DNA) SG1701*** Eluat: 50 pl

*V pfipadé médii SurePathTM zpracujte lyzaci s pouzitim 180 ul ATL pufru namisto AL pufru.
** Sada Ribo_spin vRD neni kompatibilni s médii SurePathTM.
** Pokud si pfejete zakoupit vySe uvedené produkty od spoleCnosti Seegene Inc., pouzijte toto
katalogové Cislo.
**** \/ pfipadé vzorku moci resuspendujte peletu se 190 pl fyziologického roztoku a pfidejte 10 ul

ASTI IC.
****\/ pfipadé vzorku anorektalniho stéru pridejte 10 ul ASTI IC
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D. Automatizovany systém izolace nukleovych kyselin

Poznamka: Pouzijte doporu¢ené objemy vzorku a eluat, jak je uvedeno nize. Ostatni Udaje

naleznete v protokolu vyrobce.

D-1. NucliSENS® easyMAG®

® Pokracujte v procesu izolace pomoci “generic protokol”.

Automated Extraction System ‘Manufacturer Cat. No. ‘ Recommended Vol.

Specimen: 200 pl*
NucliSENS® easyMAG® BioMerieux 200111 Magnetic Silica: 50ulL
Elution: 100 uL

*\ pfipadé vzorku moci resuspendujte peletu s 200 pl fyziologického roztoku a pfidejte 10 pl
ASTI IC.

*V pfipadé vzorku anorektalniho stéru pfidejte 10 pl kontroly ASTI IC.

Poznamka: SurePathTM nebyl validovan s NucliSENS® easyMAG®.

D-2. SEEPREP32

® Pokradujte v izolaci pomoci "Pro-Protocol A".

Recommended
Vol.
SEEPREP32 Seegene SG71100 -

Automated Extraction System Manufacturer | Cat. No.

Specimen: 200 uL*
STARMag 96 ProPrep (Plate Type) Seegene EX00009P Elution: 100 L

Specimen: 200 pL*
STARMag 96 ProPrep (Tube Type) Seegene EX00009T Elution: 100 uL

STARMag 96 ProPrep C (Plate ; . *
9 P el Seegene | EXQ0017p | Specimen: 200 ulL
Type) Elution: 100 pL

STARMag 96 ProPrep C (Tube . . )
’ Pel Seegene | EX00017T | SPecimen: 200 uL
Type) Elution: 100 L

*V pfipadé vzorku moci resuspendujte peletu s 200 pl fyziologického roztoku a pfidejte 10 pl
ASTI IC.

Poznamka: Vzorky spermatu, orofaryngealniho stéru a anorektalniho stéru nebyly validovany
pomoci SEEPREP32.
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E. Souhrn

Extraction Method

Applicated sampling device

NucliSENS® easyMAG®

system

ENAT, UTM, ThinPrep®, CellPreserv, Urine, Semen,

Oropharyngeal (throat) swab, Anorectal swab

QIAamp® DSP DNA Mini Kit
QlAamp® DNA Mini Kit

ENAT, UTM, ThinPrep®, CellPreserv, SurePath™ 1, Urine,

Semen, Oropharyngeal (throat) swab, Anorectal swab

Ribo_spin vRD
(Viral RNA/DNA Extraction Kit)

ENAT, UTM, ThinPrep®, CellPreserv, Urine, Semen,

Oropharyngeal (throat) swab, Anorectal swab

SEEPREP32

ENAT, UTM, ThinPrep®, CellPreserv, Urine

1. V pfipadé média SurePathTM zpracujte krok lyzy s pouzitim 180 ul ATL pufru misto AL pufru.
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3. Priprava pro Real-time PCR

Poznamka: Je tieba pouzit spravné typy zkumavek a viéek. (viz POZADOVANE MATERIALY.
KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY)

Poznamka: P¥i pFipravé reakci PCR je tfeba pouzivat filtraéni $pi¢ky odoIné proti aerosolu a
pfiléhavé rukavice. Dbejte zvySené opatrnosti, aby nedoslo ke kiizové kontaminaci.

Poznamka: V8echny reagencie zcela rozmrazte na ledu.

Poznamka: Zkumavky s reagenciemi kratce odstfedte, abyste odstranili kapky z vnitfni strany vicka.

A. Pripravte PCR Mastermix.

5l 4X STI-EA MOM
5 ul EM1
5l RNase free water
15 pl Celkovy objem PCR Mastermixu

Poznamka: Vypocitejte potfebné mnozstvi jednotlivych reagencii podle poctu reakci (vzorky +

kontroly).

B. Promichejte pétinasobnym pfevracenim nebo kratce vortexujte a pak kratce odstredte.
C. Preneste alikvotni ¢asti 15 yl PCR Mastermixu do PCR zkumavek.

D. Do zkumavek obsahujicich PCR Mastermix pfidejte 5 ul jednotlivych vzorkd nukleovékyseliny.

15 pl PCR Mastermix
5 pl Nukleova kyselina vzorku
20 pl Celkovy objem reakce

E. Uzavrete vitka a zkumavky kratce odstiedte.
Zkontrolujte, zda je kapalina obsahujici vSechny sloZzky PCR na dné zkumavky PCR.

Pokud tomu tak neni, odstfedujte znovu pfi vy8Sich otd¢kach za minutu po delsi dobu.
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Poznamka: Pfed spusténim PCR reakce je nutné zkumavky odstfedit. Je tfeba vytlacit kapalinu na

dno a vypudit vzduchové bubliny.

Soravné Nespravné

Bubble

Poznamka: Pro kazdy vzorek pouzijte novou sterilni $picku na pipetu.
Poznamka: Pro negativni kontrolu (NC) pouzijte misto nukleové kyseliny vzorku 5 pl RNase free water.

Poznamka: Pro pozitivni kontrolu (PC) pouzijte misto nukleové kyseliny vzorku 5 pl STI-EA
PC.

Poznamka: Davejte pozor, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci PCR Mastermixu a vzork( s

pozitivni kontrolou.

Poznamka: Stitek neumistujte na viéko zkumavky, fluorescence je detekovana skrz vicko.

Poznamka: Pfi pouziti permanentniho Cirého tepelného tésnéni misto vicka pouzijte tésnéni PX1 PCR.
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NASTAVENI PRISTROJE PRO REAL-TIME PCR A ANALYZA VYSLEDKU
1. CFX96™ Real-time PCR Detection System (CFX Manager™ Software-IVD v1.6)
1.1. Nastaveni pfistroje RT PCR

Poznamka: Nastaveni experimentu CFX96TM Real-time PCR Detection System (Bio-Rad) Ize
rozdélit do tfi krokd: Setup Protocol (Nastaveni protokolu), Setup Plate (Nastaveni plata) a Start

Run (Spusténi runu).
A. Nastaveni protokolu

1) V hlavni nabidce zvolte moznost File (Soubor) > New (Novy) > Protocol. Otevie se
Editor protokolu.

Searching for instuments

Obr. 1. Nastaveni protokolu
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2) V Editoru protokolu definujte tepelny profil takto:

Step No. of cycles Temperature Duration
1 50°C 4 min
2 1 95°C 15 min
3 95°C 30 sec
4 5 60°C 1 min
5 72°C 30 sec
6 GOTO 3, 4 more times
7 95°C 10 sec
8* 40 60°C 1 min
9* 72°C 10 sec
10 GOTO Step 7, 39 more times

Poznamka*: Cteni fluorescence v kroku 8 a 9. Fluorescence se detekuje pfi 60°C a 72°C.

Protocol Editor - Allplex_prel ﬁ
File  Settings Tools ?
Bl | & | msert step [afeer +|| sample Volume pl | Est. Run Time 02:14:00
1 2 3 4 |3 B 7 8
%0 C %0 C %0 C
L] 030 mo c 20 C : w0 o
. B 5] ,
E‘EI‘[I © : q -
B T @
0
3
4 ]
1 C for 4:00
el insart Stz 2 950 C for 15:00
— 3 950 C for 0:30
[ Insert Gradient | 4 BOO C for 1:00
| 5 70 Cfor 0:30
LB GOTO3 [] more times
=] Insert GOTO -
— 1 %0 Cfor 010
8 600 C for 1:00
‘@Insar{ Melt Curve ‘ + Plate Aead
sl Add Plate Read to Step 8 720 € for B:10
+ Plate Read
Step Opfians =10 EG’\CIJ[;FO T3 more times
@Delete Step

Obr. 2. Editor protokolu

3) Kliknutim na poli¢ko vedle polozky Sample Volume (Objem vzorku) pfimo zadejte 20 pl.
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4) Kliknutim na tlacitko OK a ulozenim protokolu oteviete okno Experiment Setup (Nastaveni

experimentu).

Experiment Setup @
Options
Protocol |[253] Plate "B Start Run
Express Loas
-
Selected Protocal
Allplex, prcl Edit Selected, ,,
Preview
Est, Aun Time: 02:14:00 (96 Wells-All Channels) Sample Volume: 20ul
1 2 3 4 5 E 7 ] 9 10 o
950 C %0 C 950 C
1500 0:30 :
2o C 20 C L
600 C : G 600 C : G 3
500 C E 0 : i 0
: 0 = o]
3 7 =
] [ ] »

Obr. 3. Nastaveni experimentu: Protokol

B. Nastaveni plata

1) Na zalozZce Plate (Plato) v okné Experiment Setup (Nastaveni experimentu) kliknéte na
tlagitko Create New (Vytvofit novy). Oteviete tak okno Plate Editor (Editor plata).

Experiment Setup ===
Options
Frotocol | (i] Plate ‘"D Start Run |
Expross Load
QuickPlate 96 wells _4ll Channels, pltd vl
Selected Plate
CuickPlate 96 wellz_All Channels, pltd Edit Selected..,
Preview
Fluorophores: FaM. HEX, Texas Red. Cyh, Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 & 7 il 4 10 1 12
A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
b Unk Unk Unk unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
© Unk Unk unk Unk Unk Unk uUnk Unk Unk Unk uUnk Unk
1) Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
E Unk Unk Unk Unk Unk Unk uUnk Unk Unk Unk uUnk Unk
[ Unk Unk unk Unk Unk Unk uUnk Unk Unk Unk uUnk Unk
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk unk Unk Unk Unk uUnk Unk Unk Unk uUnk Unk
[ << Prev ] [ Mext >3 ]

Obr. 4. Editor plate
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2) Kliknutim na tlagitko Select Fluorophores (Vybrat fluorofory) oznacte fluorofory (FAM,

HEX, Cal Red 610 a Quasar 670), které budou pouzity, a kliknéte na tla¢itko OK.

Plate Editor - New B =
File  Settings Tools
Bl & zoom 100% + | i@l scan Mode [All Channels v|| &y well Groups . | 2 &) Plate Loading Guide
i ? 3 ] 3 § 7 ] 3 0 i 12 (8 select Fusrophores . |
A Select Fluorophores @
Senee Tos
B hannel Fluorophore selected Color
c v —
O\ — ke
’ 2 = Fy
= r“’\ —
; a0 O\ — R
C —
E
3 ROX r
s Ters Red T ‘
caresso e
i : FTN — e S——
Qs 67 P —
5 Quasar 705 r _ m Clear Replicate #
—
8 st
Plate Type : BR Clear

Obr. 5. Vybrat fluorofory (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670)

3) Vyberta jamky, do kterych bude umisténa zkumavka PCR, a vyberte typ vzorku z roletového menu.
- Unknown - Neznamy: Klinické vzorky
- Negative Control -Negativni kontrola

- Positive Control - Pozitivni kontrola

4) Kliknutim na pfisludna zaskrtavaci policka (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670) takpro

vybrané jamky provedete vybér méficich kanalu.

5) Zadejte Sample name (Nazev vzorku) a stisknéte klavesu enter.
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6) Ve volbé Settings hlavniho menu Plate Editoru zvolte Plate Size (96 wells) a Plate Type(BR

White).

Flate Editar - Tarplrd o — -
Fu\e Tools
Plate size b hscan Moda 3""‘“ Groups .. | P i) Place Loading Guige
Plate 1r;c
Number Convention L3 3R Clear 7 8 10 11 2 m Salect Fluorophorss ...
Units uale umlc
FAM FAM \ T FAM FAM
A {l= = HEx HEX e HEx HEX Sample Type
CalRedGi0 | Coified 610 | ColRsd 610 | CalRea610 | Caiima 10 | Calsd 610 | ColRad 610 | Col hed 610 I T Unknown =
Quassc 630 | Quasor 670 | Quasar 6 | QuaserE | Quasar 670 | Quasar 670 | Quaser67 | Quasar 67
Unle Unk Unic Unk Losd Target Name
=am FaM Fan Fan Fan Fam Fan Fau FAM
a HEx HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX & <nuine -
CalRmcd 610 | Cal fmd 810 | CalReci 610 | ColRmd 810 | Conl ik 610 | Col R 610 | Col Rmch 610 | €l find 618 @ HEY N
Queser 670 | Queser 670 | Quocer 680 | Queser 670 | Queser 670 | Queer 670 | Queser 570 | Queser 670 Anone h
[ Unie Unke Uk Unie Unke Ui Unie [ Callfigd|E108 <none> -
=am Fam Fan Fam FAM Fan FAM FaM ¥ Cuasar 670 <hong>
- HEX HEX HEX HEX HEX HEx HEX HEX
calRedsin | cdnedsn | colmsdsin | Coredsio | calRed st | celfed sin | Calned 510 | cul fed 810
Quaser 670 | Queser 670 | Quasar 670 | Quemer 67 | Quessr 670 | Quesar 67 | Quemer 670 | Quenar 670 Load Samole Name
Unle Unbc Unk Unke Unic Unk Unke Unke = T T
FAM [ FAM Fam FAM Fan FAM FAH “nonax -
o HEX HEX HEX HEX HEX HEx HEX HEX
CalRed810 | Calmed s10 | Calmed 1o | ColRedslo | CalRed $10 | ColMec 10 | Calmed 510 | Cal ied 810
iaenr 550 | Gume 670 | Gumesr 870 | Gaiseer £7 | Susesr €70 | Gusesr 870 | cuseer 27 | Susear 670 Load FAeplicata #
FAM FAM FAM FAM FAM Fam FAM FAM m 0
E HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX [ Aeplicale Series |
CalRed 610 | Calfed 610 | CalRad €10 | ColRed 610 | CalRed 610 | CalRec 610 | CalRed 10 | Cal fied 610
Quaor 670 | Quaor §70 | Quacre’ | Quaarem | Quaarem | Quuarem | Quicre’ | Quacarsm a ExparimentSetlngs.., ]
Unbe Uik Unak Unke Undc Uak Unke Unk
sam FAM Fam Fam Fan Fam M FAM | 8 Clear Replicate # |
F HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX HEX
ColR=d 610 | Colfi=d 610 | ColR=d 610 | ColRed 610 | Calfed 610 | ColRed 610 | ColRed 640 | Col fied 610 @ LClear Wells |
‘Quaser 670 Quasar ¢70 ‘Quasar 670 Quaser 670 Quasar €70 ‘Quasar 670 Quaser 670 Quasar €70
Unilc Unic Unk Unle Unic Unk Unle Unk
=am Fam Fan Fam Fam Fan Fam Fau
5 HEX HEX HEX HE® HEX HEE HEX HEX
‘Cal Red 610 Cal R=d 610 Cal R=d 610 ‘Cal Red 610 Cal A=d 610 Cal R=d 610 Cal Red 610 Cal A=d 610
Quaser 670 Quasar 670 Quezar 670 Quaser 570 Quesar 670 Quezar 670 Quisser 570 Quasar 670
Pos
Fam Fam
H HEX
Cal Red 810 cal fed €10
Quamsr 570 Quasar 670

Plate Tupe | BF White

Obr. 6. Plate Setup (Nastaveni desti¢ky)

7) Kliknutim na tla€itko OK novou desku uloZte.

8) Vratte se do okna Experiment Setup (Nastaveni experimentu).

Options

[;] Protocal [i._.] Flate llp Start Run

M

Seleci Existing,..

Selected Plate
Tast ol
Freview

Fluorophoras: Fék, HE®. Cal Red 610, Quasar £70

Express Lead

Edit Selectad..

Sean Mode: All Channels

Plate Tupe: BF White

i 2

A Unk
B Unk
L Unk
1} Unk
E Unk
k Unk

Unk

Obr. 7. Nastaveni experimentu:

9) Kliknutim na tlacitko Dal§i spustte spusténi.
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C. Start Run (Spustit)

1) Na zalozZce Start Run (Spustit) v okné Experiment Setup (Nastaveni experiment) kliknéte na
Close Lid (Zavrit viko), tak dojde k zavfeni vika pfistroje.

Experiment Setup [==3a]
Options
Run Information
Protocol - Aliplex prcl
Plate : Test pitd

"B Start Run

Motes :

Scan Mode :  All Channels
Start Run on Selected Blocki(s)

Block Name i Type Run Status Sample Volume Protocol 1D
7| [ER10016D0 "GEFX" Idle 20

/| Select All Blocks

4 Flash Block Indicator #9  Openud | ‘é Close Lid
B Start Run
<< Prev
Obr. 8. Close

Lid (Zavrit viko)
2) Kliknéte na tlaCitko Start Run (Spustit).
3) Spustény soubor uloZte do sloZzky Moje dokumenty nebo do uréené slozky. Zadejte nazev

souboru, kliknéte na tlagitko SAVE (ULOZIT) a tim dojde ke spusténi runu.

1.2. Analyza Dat
A. Vytvoreni slozek pro ulozeni exportovanych dat

1) Pro uloZeni dat méfeni vSech amplifikacnich kfivek ze souboru vysledk( vytvorte jednu slozku.
2) Nazev slozky maze uzivatel zadat podle své volby (v pfipadé pouziti funkce ,Seegene
Export” jsou ve slozce vytvofené uzivatelem automaticky vytvofeny podslozky

“QuantStep8” a “QuantStep9”, do kterych jsou ulozena data amplifikacnich kFivek).
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B. Pfednastaveni pro analyzu dat v programu CFX Manager™

1) Po dokonceni testu kliknéte na zalozky Quantification (Kvantifikace). Tim potvrdite
vysledky amplifikacéni kFivky.

2)

Data Analysis - Testperd

File wiew Settings Tools

S | | A 8 viewsedit Pate... |y well Group ?

Quantitation | Quartiation Data | mml% Mekt Curve Date | Gene Expression ||EI Endel Alslic Discrimination | ucl =) R.nh‘mnmm|

Amplification

3000

2500
2008
B o0

1000

o 10 20 30 40
Cycles Log Scale

No wells desigrated as Sample Type standard

[7] FAM [#] HEX [¥] CalRed610  [¥] Guasar 670

Step Number: (8 -

Wel O Fuor & Coet { Sample O CH) O)
Ve

EO08 Cal Red & Unkn 1/
FO1 Cal Red 61{ Unkn 3255
FO2 Cal Red 61{ Unkn 32.80
FO3 Cal Red 611 Unkn N/A
Fo4 Cal Red 611 Unkn N/A
FO5 Cal Red 6 Unkn 22,70
FO6 Cal Red 61{ Unkn NAA
FO7 Cal Red 61{ Unkn 2624
Fog8 Cal Red 61{ Unkn N/A
GO1 Cal Red 61{ Unkn 3168
G02 Cal Red 61( Unkn 2369

IIJCclmp\eted [ | [ scan Mode: All Channels | Plate Type - BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 9. Vysledky amplifikaéni k¥ivky
Ve volbé Analysis Mode menu Settings zvolte No Baseline Subtraction
(et anatyss Tetocrdy e M M B —

File  View Tools

No Baseline Subtraction

B & — il ?

Quantitatiol

Baseline Threshold .. Baseline Subtracted

Trace Styles... Baseline Subtracted Curve Fit

View/Edit Plate .

5000

[<|#|5E

7000 -
S
E oo
5000

4000

o 10 20 30
Cycles Log Scale

No wells designated as Sample Type standard.

[¥] FAM [Z] HEX [¥] CalRed610  [¥] Quasar 670

-

Wel O Fuor A Cotert O Sample O B O

B2 Fan
B3 Far
B4 Fan
BO& Far
BOE Fan
BO7 Far
BOg Fan
co Far
Co2 Fan
C03 Far
Co4 Fam

Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn
Unkn

H/A
M4
M4
M4
/A
[
/A
[
/A
[
/A

Completed | | [5can Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction

Obr. 10. No Baseline Subtraction
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3) V nabidce Tools (Nastroje) zvolte polozku Seegene Export.
L= snsye ooty S N L W = ]

File  View  Settings

5 o jwete -]
B a8 ®a wells -l ?
- EZ  1mport Fluorophare Calibration

Guantitation @ Replace Plate. Data Eg Gene Expression |E] End Point | Alelic Discrimination | ac | % Run Information

Export All Data Sheets to Excel

soood et

No wells designated as Sample Type standard.

7000

=

Doooood i
5000

T e

0 10 20 30 40

Cycles Log Scale
[#] FAM [¥] HEX [¥] CalRed 610 (V] Quasar 670 Step Number: |8 -
Wel Q| Fuor & Cortent | Sample | CB O
B4 FahM Unkn /&
BO5 Fam Unkn MN/A
BOE Fam Unkn MA&
Bov Fam Unkn M/&
BO& Fah Unkn /A
01 Fam Unkn MA&
coz2 FaM Unkn M/&
co3 FaM Unkn /&
Cod4 FaM Unkn /A
cos Fam Unkn MA&
COg Fam Unkn /A
Completed ['Scan Mode: All Channels [ Plate Type - BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction
Obr. 11. Seegene Export
4) Vyberte umisténi pro ulozeni dat a kliknéte na tla€itko OK.
[@pata analysis Testood, o B0 B P [ESRIEN =)

File  wview Settings Tools

S |[& | @A | & viewsedit Piate... | gy Well Group: [All wells -2

Quamnatiun maﬂamnaa ﬂsmeaumlﬁ mpml%mml ucl% Run Information

Mann.el% Melt Curve Data

Amplification

o Eded as Sample Type standard

TOOO
Choose destination folder
E 5000 - e
B Desktop -
5000 : > @ Libraries
PPN s see—— o P Cormpurter
& € Networl
o 3 2 3| | » 58 control Panel
Cycles "2 Recycle Bin
FAM [7] HEX (7] Cal Red 610 Quasar 670 . il Step Number. [8 =
ol O Fuor & Cortent O Sempe 0| CB) 0

J04 FAM Unkn /8
B0S  FAM  Unkn /&
B0 FAM  Unkn N/a
BT FAM  Unkn N/&
B0 FAM  Unkn /A
COl FAM  Unkn /8
Coz FAM  Unkn /&
c03 FAM  Unkn N/A
Cli FAM  Unkn N/A
CO5 FAM  Unkn N/&
CO5 FAM  Unkn /8

Completed ‘ | | Scan Mode: All Channels \ Plate Type : BR White |Ana\y5i5 Mode: Mo Baseline Subtraction

Obr. 12. Seegene Export - export dat do
uréené slozky
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C. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizeéi Seegene Viewer

1) Spustte program Seegene Viewer a kliknutim na Option vyberte v Instrument moznost CFX96 .

fée £ | Cooen | Heip

/ { 1 Insyunent ®, ABTSOO vis l
\0) \'l Languige ’ AB7500 V205 @m
Wiid Control .
.

V. cPee
CFXG D
mbus/STARIet Seting .

Standard Lattng

Samphe InSex Senny .
Ashs Emport .
Export Al .

.

Apaly Mode

Fepatie 1 Valie

Print Parrs. N
U Account Jew paradigm for
EgontPath Aoleciilar Diagnostics

Tesit Prefile

Obr. 13. Seegene Viewer

2) Kliknéte na tlacitko Open (Otev¥it) a vyhledejte soubor ulozeny ve slozce "QuantStep8".

Otevrete soubor s vysledky a z nabidky PRODUKT vyberte testovaci sadu.

[ Seeqene viewer PR——— - — — . < o7 L
Fle Edit Option Help |
P i -
W@@@@ B- moa @ Seegene
. Tuat - Guanttation CtAasdts xEn X | @ |
@ HELLFLATE o [[¥ WELL GRAPH =
1 2 3 4 5 & 7 B 8 10 1 12 (#FAM [ZHEX [91Cd Red B0 9] Duazar 630
+ 0000000 s s
1990000000 s 08
‘99990990909 o :
' 00000000 200 200
ct 900000000 o4 o
r99000000 o3 .
00000000 o o2
i 9
ol o
o 0.1 oz 0.3 04 o5 08 oT o8 o8 o Q1 0F 03 o4 os X3 ar o8 0s
@ Hooatve @ Posliee @ hwalld 7 Samsine Cyele tGrmph 1} Cyele (Graph 2
b 4PPLY RESULT o
el Infa Posiilve Find 71 [ @ Vertical © Horzoresl
Sampleho  Patientld  Well  Hame  Type P HES CalRed €10 Ouasar. Ao intorprotation  Comement
A1 SAMPLE
[5] &0l }JDLE
col SAPLE
] oo SAMPLE
EM SAMMPLE
Fon SerPLE
601 SAMPLE
AIE SAMPLE
Be sarpLE
er 312001

Obr. 14. Nastaveni pro analyzu dat v prohlizeé€i
Seegene Viewer

Poznamka: Pfi vybéru testovaci sady ovérte typ zkumavky (8 strip / 96 vicek / 96 folii).
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3) Zkontrolujte vysledek vSech jamek.

8 seegene Viewer -— - - . - — L= &
file Edit Option Help
© @@ @ ® = - .
\Q) \? \g) \é k@ = || Allplex™ STI Essential Assay (8 strip) @ Seegene
Test - Quantitation Ct Results.xlsx X | 4] |
@ vELLpLaTE o F WELL GRAPH o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1l 12 [@FAM [ZIHEX (7 CalRed 610 [¥]Quasar 670
0000000 . |
90000000 600 &
‘90000000 200 : 750 €
400
' 90000000 2 2.
: 00000000 -
00000000 o o
P
90000000
03A01 0 JAOL — s
H (C]IC]
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
@ negative @ Positive (@) Invalid  [7] comeine CyEIE(CHE) RGN
D appLy RESULT o
Well Info Positive Find | ® Vertical © Horizontal
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 670
[7] SampleNo Patientld Well Name  Type Auto_ Interpretation
UU C) NG Ct) MH C{t) MG Ct) UP C() CT ct) TV cm IC Ct)
s A01 SAMPLE o3| - |ma|l - |wal - |wal - |wa - | 2435 uucT |
[ 801 SAMPLE] 3480 - |n/a| - |ngal - wgal - | Nga - [ 23,22 uucT &
[&] coi SAMPLE] 3328 - [nal - [mal - [wal - [wa BRI 24,05 uucT
=] D01 SAMPLE] 347) - |na| - |ngal - wgal - Nga - [ 23,26 uucT
=] E01 SAMPLE] 3| - |nal - [nal - [wal - [wa - |a 21,93 uucT
[ Fo1 SAMPLE] 3422| - |n/a| - |ngal - wgal - nga - [ 21,97 uucT
(&) Gnt SAMPI F 13n 41 = N/A = N/A - N/A = N/A = N/A IS 122 AN meT 58
< i J B
- Positive Count : MG(Q:11), NG(Q:21), CT(Q:28), UL(Q:14) ver 3,12.001

Obr. 15. Vysledek testu v Seegene Viewer

4) Kritéria platnosti vysledkd kontrol

a. Platny prubéh testu

Pro potvrzeni platnosti experimentll musi byt PCR testy doplnény o PC (pozitivni kontrolu) a NC

(negativni kontrolu). Prabéh testu je oznaéen jako platny, pokud jsou spinéna v§echna nasledujici

kritéria:
Seegene Viewer Result
Contral FAM (Ct) HEX (Ct) Cal Red 610 (Ct)| Quasar670 (Ct)
Auto Interpretation
uu NG MH MG up CT v IC
Positive Control =40 =40 =40 =40 =40 =40 =40 =40 Positive Control(+)
Negative Control N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A Negative Control(-)

b. Neplatny pribéh testu

V pfipadé selhani platnosti nesmi byt vysledky vzorku interpretovany ani uvadény a test je nutné

opakovat.
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2. Systém CFX96™ Dx (software CFX Manager™ Dx v3.1)
2.1. Nastaveni pfistroje pro Real- time PCR

Poznamka: Nastaveni experimentu v systému CFX96TM Dx (Bio-Rad) Ize rozdélit do tFi krok(:

Nastaveni protokolu, Nastaveni plata a Spusténi béhu.

A. Nastaveni protokolu

1) V hlavni nabidce zvolte File - New — Protocol, tak oteviete Protocol Editor.

Bio-Rad 6 (agr

Useradmin | 2018-12-13 2.8 546

Obr. 1. Nastaveni protokolu. Pro dané méfeni vytvofte novy nebo nactéte jiz
existujiciprotokol méfeni
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2) V Editoru protokolu definujte tepelny profil takto:

Step No. Of Temperature Duration
Cycles

1 ) 50°C 4 min
2 : 95°C 15 min
3 95°C 30s
4 5 60°C 1 min
5 72°C 30s
6 G GOTO 3, 4 more times
7 95°C 10s
8* 40 60°C 1 min
o* 72°C 10s
10 GOTO Step 7, 39 more times

Poznamka*: ,Plate Read® na Step 8 a 9. Fluorescence se detekuje pfi 60 °C a 72 °C.

Protocol Editor - Allplex prel @
File Settings Tools ?
H ‘% Insert Step Sample Velume pl | Est. Run Time 02:14:00
1 2 3 4 |3 B 7 8 9 0
%0 C 0 C %0 C
JL] 030 mo c w20 C : wo o 70 C
. B [} . B G
5.0_C ; 0 : @ 0
' T =] T
0 o}
3 7
4 ] ?/ox
1 C for 4:00
4 nsert step 2 %50  C for 15:00
— 3 90 C for 0:30
[ Insert Gradisnt | 4 600 C for 1:00
| 5 70 Cfor 0:30
L6 GOTO3 4 more times
Insert GOTO .
— ¢ %0 Cfor 010
8 600  C for 1:00
[E Insert Melt Curve 1 + Plate Aead
5 Add Plate Read to Step 9 720 C for B:10
+ Plate Read
Step Opfians =10 EG’\CIJ[;I'O T3 mare times
@De\ete Step
Obr. 2. Editor
protokolu

3) Kliknutim na poli¢ko vedle polozky Sample Volume (Objem vzorku) zadejte pfimo 20 pl.
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4) Kliknutim na tla¢itko OK a ulozenim protokolu oteviete okno Experiment Setup (Nastaveni
experimentu).

Run Setup
] Protacol | [F
Create New,,, ] Express Load
| Belect Ewisting... | [ -]
Zelected Protocol
Allple =, prel Edit Selected, .,
plE\'IEW
Esf, Fun Time: 02:714:00 (96 Wells-All Channels) Sample Yolume: 200l
| 2 3 4 5 B ! ] 4 n "
960 C %0 C 950 C
H [1B=1) 3
III oo \ ol
fhBlD SUE 6] G0 C S =
o T N \_TEIU—: ] !
o wm i = -
Q d
f
3 7 &
" " r—
o Prev [ Mewty> |

Obr. 3. Nastaveni
experimetu: Protokol

B. Nastaveni plate

1) Na zélozce Plate v okné Experiment Setup kliknéte na tlagitko Create New, tim oteviete
okno Plate Editor

RAun Setup Ell
|_&| Protocal (122 F‘laha'w} Start Aun
Creala Maw... \ Express Load
I Selecd Existing,, , ] [Duil:kPIaie_% walls _All Channsls, plid -
Gelectzd Plate
Sl ekPlatze_ 95 walls _al Channels . plid Edit Baleciad... J
Praview
Flugrophares: FAM. HE=, Teras Red, Cvb, Quasar 105 Plate Type: BA Clear Scan Mode: All Channals
| [ 2 [ 3 [ 4« [ & [ & [ 3 [ & [ 8 [ w [ u [ 1= [
) unk uink unk unk unk unk unk unk uink unk unk unk
B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
C unk Link unk ik Unk unk Unk unk Link Link unk unik
1] LUnk Link Link Unk Link nk Link Unk Link Link Unk Lnk
E unk Link Unk k. Unk Unk Unk k. Unk Unk unk Unk
F unk Uink unk Link: unk uUnk unk uink: Uink Uk unk unk
Ci Unk Uik Unk ik Unk Unk Unk k. Unk Unlk unk Unk
H unk || Unk |I unk I unk II unk Il unk II unk I Unk II uink Il unk |I unk Il unk
| ccPraw | | Maue 2

Obr. 4. Plate Editor. Zadejte parametry nového plata
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2) Kliknutim na tlagitko Select Fluorophores (Vybrat fluorofory) oznacte fluorofory (FAM,
HEX, Cal Red 610 a Quasar 670), které budou pfi méfeni pouzity, a kliknéte na tlac¢itko OK.

Flata Editor - Maw _E =
File  Seftings  Tools
B & zoom 10 = | & Sean Moda [l channels =]y wall Groups ? () oate Loading Guide
| 1 £ L 4 4 o ! a k] 10 1l 12 l&"l Salect Fluorophores .,
8 salect Flupraghiones ]
| Fample Twpe [—
B Lhannel Fluarnphorg e leched Lalor ’
c O | E—
SR r [ | e
) 2 HEX o |
= PR\ E—
E caladd 53 r [ | =
e r [ |
’ : o r
& s v ' I
| EalRed 610 I
: ; N\ — ——
Q670 I— L =
< Quser 705 :7'\_ | A Clar aplicsie #
] o % Clear Wells
Plate Type © BFi Clear Ok, [ Cancel

Obr. 5. Vybrané fluorofory (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670)

3) Vyberte jamky, které maji byt zméfeny, v roletovém menu Sample Type vyberte typ vzorku v
dané jamce.

- Unknown: klinické vzorky
- Negative Control: negativni kontrola

- Positive Control: pozitivni kontrola

4) Kliknutim na pfislusna zaSkrtavaci policka (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670), tak pro

vybrané jamky provedete vybér méficich kanalu

5) Zadejte Sample name (nazev vzorku) a stisknéte klavesu enter.
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6) Ve volbé Settings hlavniho menu Plate Editoru zvolte Plate Size (96 wells) a Plate Type(BR
White).

Flate Editor - Testﬁzdﬂ —_

(&) Piate Loading Guide

[ 0 I 1z Salact Fuomphores ., |

Sl Tose

Load Targat Mama
ram ram rAM FaM FaM AR FaM FAM
B . . . ey — — - - Fedd <nones -
Calfede10 | Calfedt10 | Calfedtio | Calmedtto | Colmedtin | Celmecoio | ColmMacoie | el Mad mn %l HEX Chones
Quaser 670 | Queser 670 | Qussar &7 | Queser 670 | Quesart0 | Gueser 570 | Queser 670 | Gueser 57w nane: -
[#] Cal Fed GO <NONE: -
Fam Eam EaM Fau Fa FaR Fak Fal 7| O 51
c HES HES HER e = e e HEX B Guasar enanez -
o ed 600 | Cal o 600 | Cal R 840 | Cal R 600 | € e 610 | o e B0 | ool e g0 | 2ol ot B0
Quassr 670 | Quassr 670 | Qusear 57 | Quasr 670 | Cumsr 67 | Quass e | Quasc e | Guas s - ST e
FAM FAM FaM FaM FaM Far Fal Fal [} <none -
o HEE jres HE s e e e e
Calfiad 610 | Calflad 610 | Calfad 810 | CalZad €10 | CalZad €05 | Sl Ses ol | Cnescin | ool ies G0 )
Quessr 670 | Cussar 670 | Quessr 670 | Queser o7/ | Queser 670 | Gossar 670 | Guemar 670 | Guaser 570 Load Replicaie #

[ Asplicats Saries ]

E HEX
Cal Find £
Cdumar b A )  Expanmam Eemings,.. |
I
| 4] Clssr Aeplicata # |
. WEX WEX WEX HEX HEX
Gl 640 | ol hod 40 | Calhd €30 | Cl Bt 10 | oM 68| o) B 800 |tﬂ Claar Walls |
e €% | Sumsar runsar 8% | Gussar 4% | fusasr 4% | fsan 498
Fam Fam Fau Fau Fau Al Fab B
o e nex nex i I
Calfac 818 | Calfad 810 | Colfad 810 | Colmed 816 | Calmedtin | colmedui | colmainie | coldadmin
Quaser 670 | Quaser 070 | Quassr 07 | Quaser 07 | Quaser 870 | Queser 70 | Queser 70 | Queser 870
s
Fate i
" e fir=s
Cal et 610 | Gl Rt 610
Gz 670 | Gussar 670
Plata Type ; BF White oK | [ Cancel

Obr. 6. Nastaveni plata

7) Kliknutim na tlagitko OK novou desku ulozte.

8) Vratte se do okna Experiment Setup (Nastaveni experimentu).

[~] Protocal Plate |Ilb Start Run |
Exprose Load
[ -
Selected Plate
Test.pltd Edit Selected,,
Preview
Fluorophores: FaM, HEX, Cal Red B10, Quasar 670 Plate Type: BR White Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 6
A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
: “*II“*IIMIIMIIMII“*II"-*II“*I-
. “*II“*IIMIIMIIMII“*II“*IIMI----
o [ o o T umc | v e o
o [l B oo ff o o f s ff o oo ] oo N N N
F mllmllm“m"m"m"m"m
H
[ <<Prev | [ Mext>> |

Obr. 7. Run Setup: Plate.

9) Kliknutim na tla¢itko Next (Dals$i) spustte run.
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C. Start Run

1) Na zalozZce Start Run (Spustit run) v okné Experiment Setup (Nastaveni experiment) kliknéte
na Close Lid (Zavfit viko). Tak dojde k zavienivika pfistroje.

Run Setup
Protocal | (23] Plate "B Start Run |

B

Fun Information

Protocol:  Allplex prcl
Plate: Test pltd
MNotes:

Scan Mode:  All Channels
Start Aun on Selected Block(s)

7| [BR100160 I"BEFX" Idle

Block Mame A Type Run Statug

Sample Yolume ID/Bar Code
20

Select All Blocks

& Flash Block Indicator | [#£7  Open Lid | [(£2  close Lid

<< Prey

Obr. 8. Zavreni vika.

2) Kliknéte na tlagitko Start Run (Spustit).

3) Soubor méfeni ulozte bud ve sloZzce My Documents (Moje dokumenty), nebo v jiné, k tomu

uréené slozce.Zadejte jméno souboru, kliknéte na tlagitko SAVE (ULOZIT), tim dojde ke

spusténi runu.

2.2. Analyza dat

A. Vytvoreni slozek pro export dat

1) Chcete-li ulozit data pro vSechny kroky detekce amplifikacni kfivky ze souboru s vysledky, vytvorte

jednu slozku.

2) Nazev slozky muze byt podle prani uzivatele (pro funkci "Seegene Export" se automaticky vytvori

slozky "QuantStep8" a "QuantStep9", do kterych se ulozi data kazdé amplifikaéni kfivky ve slozce

vytvorené uzivatelem).
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B. Pfednastaveni pro analyzu dat v programu CFX Manager™

1) Po testu kliknéte na zalozku Quantification (Kvantifikace). Tak potvrdite vysledky amplifikacni
kFivky.

\a Data Analysis - Testperd [=]= .#,

S
|
File View Settings Export  Tools P\ateSEtup'|S|‘?

(7] Quartffication ‘ Qua—ﬁﬁwmnDatal Melﬂﬂel% Mdllrvel]dalﬂﬂ GBEBplﬂsml EndPontl Aleicummanml{? Cuﬁoml]aa\ﬁewl ml% leh‘ormmon‘

Amplification

3000

2500 No wells designated as Sample Typs standard

2000

E 1500
1000
500
o
Cycles Log Scale
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Step Number. [m
Wel | Fuor & Taget ¢| Content ¢ Sample ¢ Ca 9|
HOG HEX Pas Ctrl 16.69
[ Al Quasar 670 Unkn 2542
A02 Quasar 670 Unkn 2548
[ A03 Quasar 670 Unkn 2487
ADd Quasar 67 Unkn 25,49
Al Quasar 67 Unkn 24,85
ADG Quasar 670 Unkn 2537
[ AO7 Quasar 670 Unkn 2466
A0S Quasar 670 Unkn 2543
BO1 Quasar 67 Unkn 24,33
BO2 Quasar 670 Unkn 2414
Completed | | [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 9. Vysledky amplifikaéni
kfivky

2) V nabidce Baseline Setting vyberte moznost No Baseline Subtraction.

r
g Data Analysis - Test.prd E‘ﬂgj

File  View

- |
Export  Tools &3 plate setup '|S| Fluorophore + ‘ ?

Cq Determination Mode Gene Expression | [22%] End Point | Neicnmauonlig Cusmmt}a(a\neul ucl% Hmﬂwmabon‘
EE  saseline Setting No Baseline Subtraction

7 Analysis Mode » Baseline Subtracted
Baseline Subtracted Curve Fit

@] auantfic

2000 [l cycles to Analyze

No wells designated as Sample Type standard.

Baseline Threshold

7000
Trace Styles...

2
£ su00
Plate Setup 3

Seon Include All Excluded wells

4000 ¥ Mouse Highlighting

Restere Default Window Layout ———
0 40

Cycles Log Scale
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Step Number: [8 |
Wel O Fuor & Taget 9| Content O Sample | Ca 9|
G0B  FAM Unkn N/A
| o7 (Fam Neg Ctd N/A
| oz Fam Pos Ctt NA
| a0 HEX Unkn NZA
| w02 HEX Unkn NZA
| a3 HEX Unkn 7a
| 404 HEX Unkn N/A
| |05 HE Unkn N/A
| a6 HE Unkn N/
| a7 HE Unkn N/
| 408 HEX Unkn /A
Completed \ | \Scan Mede: All Channels |Plate Type: BR White \Base\me Setting: No Baseline Subtraction

Obr. 10. No Baseline Subtraction
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3) V nabidce Export vyberte moznost Seegene Export.

-
g Data Analysis - Testperd [E=REN—)

Export All Data Sheets.

5] Custom Export
[ Export to LIMS Folder

7] ausnthication

2000 4 Seegene Export

7000

File View Settings m Tools

e e - | G Fomommon ] 2

' B MdﬁrveDaalEEGﬂﬂeExprmioﬂlm EndPn‘rl| Mmml@ mM[:-aa\newl cx:l% Fhmﬂzxma}on|

No wells designated as Sample Type standard

F)
% so00 ]
5000 | EEEEEEEE
4000
o 20 40
Cycles Log Scale
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 Step Number: (8«

Wel | Fuor A Target (| Contert | Sample | Ca )
05 FaM Unkn )

| EO6  FéM Unkn 1A
| EO7  FéAM Unikn 1A
| E08  FéM Unikn 174
| Fit FAM Unikn 174
| Fl2 FéM Unikn N7&
| FI3 FéM Unikn N7&

F4  FaM Unkn /A
| FI5  FéM Unikn N7&
| FIE  FéM Unikn N7&

FO7 Fatd Unkn M/&

| [ scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: No Baseline Subtraction

Completed
—

Obr. 11. Seegene Export

4) Vyberte umisténi pro ulozeni dat a kliknéte na tla€itko OK.

i Data Analysis - Testperd

= | B3R

File View Seftings Export Tools

€ plate setup -

=
% e ) 7

Ouammcalmnmmonnaal Me:::wel% MekCuveDﬂa|E Gereaumm|@ EndFonl Neicnmauonl{? ::usxomuaav»ewl ch% H.nHorma:on‘

Amplification

8000 ]

7000

No wells designated 2s Sampie Type standard

=

= Browse

s 5000 Chosse destnation faider
s000 4 ST B Desktop. =
> Libraries
4000 > A user H
% Computer
0 > €l Network
Cycles il 3 ? Control Panel
& Recycle Bin
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 670 31 P
Ll 3team =
1 2 3 4 5 6 g [ Make New Foider | o] (e et O Sample O Cg O
A Unkn M/A
Cot Fam Unkn A
: cioz Fam Unkn N/
< co3 Fam Unkn 3
D Cco4 Fam Unkn NA
Cos Fam Unkn MN/A
E Ci06 Fam Unkn MAA
: C07  FAM Unkn 3
CoB Fam Unkn 3
s Dol Fad Unkn 3
H

Doz FaM Unkn NA#

Completed |

| [ scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: No Baseline Subtraction

Obr. 12. Seegene Export - export dat do

uréené slozky
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C. Nastaveni pro analyzu dat v Seegene Viewer

1) Oteviete program Seegene Viewer a kliknutim na Option. Zde zvolte z nabidky Instrument
moznost CFX96 Dx.

Fle ot | Opbon | Help
Instrament

ASTSOO V14

AS7500 V205 s @sm

( (d

© G e
wid Control [
Sundard Setting . CFX96 Ox

Nimbu/STARNt Setting
Sample Index Setting
As Is Bxport

Biport Al

Apply Mode

Negative C(Y) Value

Print ltems
User Account
Bport Path

Testiit Profile

lew paradigm for

Obr. 13. Seegene Viewer

2) Kliknutim na tlagitko Open (Otevfit) vyhledejte ulozeny soubor ve slozce "QuantStep8". Otevriete

soubor s vysledky a z nabidky PRODUCT vyberte testovaci sadu.

D sewgna viewsr ——— _m
Fle CdR Option Help |
o) (@ &) @@ B weour ) Seegene

. Tast - Quanftafien CtAssuts e * | 2 |
@ WELL FLATE a (LM WELL GREPH o
12 3 4 5 B ¥ OB 3@ N2 U FAM () HES (9 Cal Rad E10 (9] Duasar 600
0000000 as .
9999090000 83 s
‘90000000 o7 or
' 00000000 2% 2t
ct90000000 04 o4
r99000009 o3 03
00000000 o: oz
" .. (IlD 0.1 oz 0.3 a4 05 06 oT o8 o8 l)lD a 0 03 o4 on o6 [ B o8 08
@ Heooths i@ Poshive @@ valld 7 sameine . i Cycle {Graph 1} ' b el (Graph 2) )
b APPLY RESULT s
< Hel Infa Positive Find | [0 @ Yemcal o0 Horzorcal
Sampl Ho  Pationtid  Well  Hame  Type FABA HEX CalRed 640 Cuasar&.  Auto intorpretstion  Comment
A 01 |zemipLE] -
[a] B |=ampLE L
n Coi SamMPLE
[5] ool SAMPLE
n EDI [seampLE
[5] Fo1 |semipLE
] &0l ZEMPLE]
Al SeMPLE
B2 SAMPLE -
e 312,000

Obr. 14. Nastaveni pro analyzu dat v Seegene Viewer
Poznamka: P¥i vybéru testovaci sady ovérte typ zkumavky (8 stripli / 96 vicek / 96 folii).
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3) Zkontrolujte vysledky vSech jamek.

B0 Seegene Viewer - - - - - - — o=l olEls|
File Edit Option Help
(\Q) (ﬁ) /\d) QA) /\r\) /- Allplex™ STI Essential Assay (8 strip) @ Seegene
Test - Quantitation Ct Results.xlsx X | ) |
@ veLLpLate o WELL GRAPH o
1 2 3 4 5 B 7 8 8 10 11 12| @FAM [IHEX [7]CalRed 610 [7]Quasar 670
00000000 . ]
100000000 o60 P Ed
‘90000000 a0 750 €
400
' 00000000 2 20
: 00000000 2
r00000000 e m
90000000 =
Pe4te) 03a0s 0 Ja01 = e
H
] 0 20 30 [ ] 0 20 30 40
@ negative @ Positive () Invalid 7] combine DT Cyels (Graph 2)
@ 4ppLY RESULT o
WellInfo | Positive Find [ [0~ © Vertical © Horizontal
FAM HEX CalRed 610 Quasar 670 Quasar 670
[] sample No Patient id Well Name Type Auto Interpretation
UL Cy NG Ci) MM Cl) MG C® UP C® CT C®y TV Cm  IC Cm
0 A0l SAMPLE O 22 I 7Y I /7 N N V7Y 23] - |n/a 24.35 uu.cT 2
0 B01 SAMPLE] - gl - fwgal - Jwgal - [wge 293 - [n/a 23,22 uucT
] cot SAMPLE o L T T e T w2l - [NA 24,05 uu.cT
0 oot SAMPLE - [wal - [wal - Twal - Jwa B0 - |wa 2325 uu.cT
0 E01 SAMPLE - gl - fwgal - fwgal - [nga 35| - [n/A 21,93 uu.cT
0 FoI SAMPLE - [wal - el - el - Twa 357 - |na 21.97 uu.cT
i ant SAMPIF - Inal = Twal = Tl - Twa el - Tn/alk 2280 et 5
< " B
- Positive Count : MG(Q:11), NG(Q:21). CT(Q:28), UL(Q:14) ver 3,12,001

Obr. 15. Vysledek testu v Seegene

Viewer

4) Kritéria platnosti vysledk( kontrol

a. Platny pribéh testu

Pro potvrzeni platnosti experimentd musi byt PCR testy doplnény o PC (pozitivni kontrolu) a NC

(negativni kontrolu). Pribéh testu je oznacen za platny, pokud jsou spinéna v§echna nasledujici

kritéria:
Seegene Viewer Result
Control FAM (Ct) HEX (Ct) Cal Red 610 (Ct) | Quasar670 (Ct)
Auto Interpretation
uu NG MH MG upP CT ™ IC
Positive Control =40 =40 =40 =40 =40 =40 =40 =40 Positive Control(+)
Negative Control N/A NIA N/A NIA NIA N/A N/A N/A Negative Contral(-)

b. Neplatny prabéh testu

V pfipadé selhani platnosti nesmi byt vysledky vzorku interpretovany ani uvadény a test musi byt

opakovan.
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VYSLEDKY

1. Informace o analytu

Fluorofor
EAM Ureaplasma urealyticum Neisseria gonorrhoeae
(UU) (NG)
HEX Mycoplasma hominis Mycoplasma genitalium
(MH) (MG)
Ureaplasma parvum Chlamydia trachomatis
Cal Red 610
(UP) (CT)
Trichomonas vaginalis Interni kontrola
Quasar 670
(TV) (IC)

2. Interpretace vysledku

Hodnota Vysledek
Ct
<40 detekovano (+)
Cile
N/A nedetekovano
()
<40 detekovano (+)
IC
N/A nedetekovano
)
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Vysledek cile

Vysllgdek Interpretace

+ - Cilova nukleova kyselina detekovana

- + +

+ +

+ - Cilova nukleova kyselina detekovana *

] . ] - Mohou byt pfitomny dalsi cile STI, které nebyly zjiStény.
+ +

- - + Cil Cilova nukleova kyselina nedetekovana

Neplatny vysledek**

Slaby nebo negativni signal IC ukazuje na nevyhovujici
odbér &i zpracovani vzorku, nebo na pfitomnost inhibitor(.
Pouzijte jinou alikvétni ¢ast pdvodniho odebraného vzorku
- - - a test opakujte od kroku izolace nukleové kyseliny.
Pokud je po opakované izolaci nukleové kyseliny
dosaZzeno stejného vysledku, nafedte vzorek ve
fyziologickém roztoku (1/3~1/10) a test opakujte od kroku

izolace nukleové kyseliny.

* U pozitivnich vysledkd cilovych patogenl neni pozadovana detekce interni kontroly na kanalu
Quasar 670. Vysoké titry jinych analytd mohou zapfiCinit sniZzeni nebo absenci signalu interni

kontroly.

**Pokud neni pozorovan Zadny signal, v€etné signalu interni kontroly, vyhledejte informace v &asti
RESENi PROBLEMU.
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3. Testovani klinickych vzorka

Vzorek 1
Fah HE¥ Cal Red 610 Cluasar 670
700 3
600 3 u 1500 ]
500 ] NG
= 400 ] 1000 ] I
L L
= 5007 =
200 3 500 ]
1003 1y
o.ADiP’—’\/ 0 Ja0E — MEC
-100]
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)
Vzorek 2
[“]F&rM  [F]HEX [#]Cal Red 610 [¥] Quasar 670
700 1500 ]
3 N
600 1250 3
500 ]
1000 3 I
) 400 1 2
T 3003 £ 750
200 500 ]
1003 250 ]
NECTE
0 0 JE0E —
-1003
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)
Vzorek 3
Far HEx Cal Red 610 CQuasar 570
500 ] 1250 4 I
4003 u 1000 3
T
2 300 1 2 750 ]
o o
200 3 500
100 4 LI 250 1
_/ W T
o 1 E— 0 JFET
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)

1 + 3096 + 23.19 N/A N/A - N/A - N/A - N/A 23.97 UU,NG

2 - N/A + 25.09 N/A N/A - N/A + | 32.42 - N/A 23.76 NG,CT
SE

3 + | 33.76 - N/A N/A N/A - N/A + | 31.80 - N/A 21.82 UU,CT
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RESENi PROBLEMU

Allplex™ STI Essential Assay

POZOROVANI

zadny signal

PRAVDEPODOBNE RESENI
PRICINY
Fluorofory pro analyzu
dat nejsou ve shodé s
otokolem
pr Vyberte spravné fluorofory pro analyzu dat.
Nespravné nastaveni
real-time cykleru Zkontrolujte podminky tepelného cyklovani a zopakujte
test pfi spravném nastaveni.
Nevhodné skladovani
oupravy nebo . . L
poziiLiF;o\S;)ravy po Zkontrolujte podminky skladovani (viz str. 11) a
uplynuti jeji doby a datum exspirace (viz Stitek soupravy). V pfipadé
potfeby pouzijte novou soupravu
Neni
pozorovan

Chyba pfi izolaci
nukleové kyseliny

Byla-li ke vzorku pfidana IC pred izolaci, mize
nepfitomnost signalu IC ukazovat na ztratu nukleove
kyseliny v prabéhu izolace. Ujistéte se, Ze byla pouzita

doporu¢ena metoda izolace.

V pfipadé pfitomnosti inhibitor( znovu provedte izolaci z
puavodniho vzorku nebo vzorek naredte fyziologickym
roztokem (1/3 ~ 1/10x) a k nafedéném vzorku pfidejte
ASTI IC. ASTI IC by méla byt pouzita pouze u vzorku
mogi..

Vysoka koncentrace
nukleové kyseliny

Je-li pozorovan signal odpovidajici cilovému patogenu
a souc€asné neni pozorovan signal interni kontroly,
mohla byt amplifikace interni kontroly inhibovana

patogenu vysokymi titry
cilového patogenu.
Zadny
interni - . . .
kontrolni Naredte templat nukleové kyseliny (1/10~1/100) v
signal Pfitomnost RNase-free Water a test opakujte s nafedénou
inhibitoru nukleovoukyselinou. Je-li stéle k dispozici plvodni
PCR reakce vzorek, nafedte vzorek (1/10~1/100) ve fyziologickém
roztoku a test opakujte s nafedénym vzorkem.
Vykyvy v
cyklech .
amplifikaéni Bublina \éecgkumavce Zkumavku s PCR pred spusténim odstiedte.
kFivky
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POZOROVANI

MOZNE PRICINY

RESENI

Mozny faleSné
pozitivni signal
nebo signaly
cile u negativni
kontroly

Kontaminace

Dekontaminujte  v8echny povrchy a nastroje
chlornanem sodnym a etanolem. Po celou dobu
postupu pouzivejte pouze filtracni 3picky a mezi
jednotlivymi zkumavkami je vyménuijte. Opakuijte cely
postup od nukleové kyseliny.
izolace s novou sadou Cinidel.

Mozny faleSné
negativni
signal nebo

zadny
signal u
pozitivni
kontroly

Chyba pfi odbéru
vzorku

Zkontrolujte prosim zplsob odbéru vzorku a znovu
odeberte vzorek.

Znovu odeberte vzorek a cely postup zopakujte.

Nespravné skladovani gajistét?, ] aby byl vzorek skladovan podle
vzorku oporuceni.
Zkontrolujte postup izolace nukleové kyseliny,

Chyba pfi izolaci
nukleové kyseliny

koncentraci nukleové kyseliny,
izolaci nukleové kyseliny.

znovu provedte

Chyba pfi pfidavani
nukleové kyseliny do PCR
zkumavek

Zkontrolujte  €isla  vzorkl  ve  zkumavkach
obsahujicich nukleovou kyselinu a ujistéte se, Ze jste
pfidali nukleovou kyselinu do spravnych zkumavek
PCR, a v pfipadé potfeby test opatrné zopakujte.

Pritomnost inhibitoru

Naredte templat nukleové kyseliny (1/10 ~ 1/100) v
RNase-free Water a test opakujte s nafedénou
nukleovou kyselinou. Pokud je vzorek stale k
dispozici, nafedte vzorek (1/10~1/100) ve
fyziologickém roztoku a test opakujte s nafedénym
vzorkem.

Nespravna smés PCR

PresvédCte se, Zze do smési pro PCR reakce jsou
pfidany vSechny potfebné komponenty (v pfipadé
pouziti predpfipravenych smési mulze byt citlivost
nizsi). VSechny reagencie musi byt pfed pouzitim
homogenizovany a stoceny..
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UCINNOST

1. Specificita

Vysoké specificita soupravy AllplexTM STI Essential Assay je zajisténa oligy navrzenymi

specialné pro cilové objekty a nastavenymi reakénimi podminkami. Test AllplexTM STI

Essential Assay byl testovan na zkfizenou reaktivitu vi¢&i 143 rlznym patogenim

a amplifikace a detekce PCR byla zjisténa pouze u specifikovanych cilU.

Organism
us

Izolat €.

Vyslede
kt

1 | Chlamydia trachomatis ZMC 0804390 CT
detekovano
2 | Chlamydia trachomatis (LGV 1) ATCC VR-901BD CT
detekovano
3 | Chlamydia trachomatis (LGV 1) ATCC VR-902BD CT
detekovano
4 | Chlamydia trachomatis (LGV IlI) ATCC VR-903D CT
detekovano
5 | Chlamydia trachomatis (sérovar A) ATCC VR-571B CT
detekovano
6 | Chlamydia trachomatis (sérovar B) ATCC VR-573 CT
detekovano
7 | Chlamydia trachomatis (sérovar Ba) ATCC VR-347 CT
detekovano
8 | Chlamydia trachomatis (sérovar C) ATCC VR-1477 CT
detekovano
9 | Chlamydia trachomatis (sérovar D) ATCC VR-885 CT
detekovano
10 | Chlamydia trachomatis (sérovar E) ATCC VR-348B CT
detekovano
11 | Chlamydia trachomatis (sérovar F) ATCC VR-346 CT
detekovano
12 | Chlamydia trachomatis (sérovar G) ATCC VR-878 CT
detekovano
13 | Chlamydia trachomatis (sérovar H) ATCC VR-879 CT
detekovano
14 | Chlamydia trachomatis (sérovar |) ATCC VR-880 CT
detekovano
15 | Chlamydia trachomatis (sérovar J) ATCC VR-886 CT
detekovano
16 | Chlamydia trachomatis (sérovar K) ATCC VR-887 CT
detekovano
17 | Mycoplasma genitalium ATCC 49895 MG
detekovano
18 | Mycoplasma hominis ZMC 0804011 MH
detekovano
19 | Neisseria gonorrhoeae ZMC 0801482 NG
detekovano
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20 | Neisseria gonorrhoeae ATCC 700825 NG
detekovano
21 | Neisseria gonorrhoeae NCTC 13798 NG
detekovano
22 | Neisseria gonorrhoeae NCTC 13800 NG
detekovano
23 | Neisseria gonorrhoeae NCTC 13817 NG
detekovano
24 | Trichomonas vaginalis ZMC 0801805 TV
detekovano

45

10/2021 Vv3.00




@ Seegene Allplex™ STI Essential Assay

25 | Ureaplasma parvum ATCC 700970 UP

detekovano
26 | Ureaplasma urealyticum ATCC 33699 uu

detekovano

27 | Acinetobacter baumannii KCCM 35453 Nedetekovan
0

28 | Acinetobacter schindleri KCTC 12409 Nedetekovan
0

29 | Acinetobacter ursingii KCTC 12410 Nedetekovan
0

30 | Adenovirus 40 ATCC VR-931 Nedetekovan
0

31 | Arcanobacterium haemolyticum ATCC BAA-1784 Nedetekovan
0

32 | Atopobium parvulum KCOM 1530 Nedetekovan
0

33 | Atopobium vaginae KCTC 15240 Nedetekovan
0

34 | Bacteroides caccae ATCC 43185 Nedetekovan
0

35 | Bacteroides fragilis KCTC 5013 Nedetekovan
0

36 | Bacteroides ovatus KCTC 5827 Nedetekovan
0

37 | Bacteroides vulgatus ATCC 8482 Nedetekovan
0

38 | Bacteroides xylanisolvens KCTC 15192 Nedetekovan
0

39 | Bifidobacterium adolescentis KCTC 3216 Nedetekovan
0

40 | Bifidobacterium longum KCTC 3421 Nedetekovan
0

41 | Minimum Bifidobacterium KCTC 3273 Nedetekovan
0

42 | Campylobacter rectus KCTC 5636 Nedetekovan
0

43 | Candida albicans ATCC 10231D-5 Nedetekovan
0

44 | Candida dubliniensis KCTC 17427 Nedetekovan
0

45 | Candida glabrata KCCM 50044 Nedetekovan
0

46 | Candida krusei KCCM 11426 Nedetekovan
0

47 | Candida lusitaniae KCCM 50541 Nedetekovan
0

48 | Candida metapsilosis ATCC 96144D Nedetekovan
0

49 | Candida orthopsilosis ATCC 96139 Nedetekovan
0

50 | Candida parapsilosis KCTC 7653 Nedetekovan
0
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51 | Candida tropicalis ATCC 750 Nedetekovan
0

52 | Chlamydophila pneumoniae ATCC VR-1310 Nedetekovan
0

53 | Chlamydophila psittaci Vircell MBCO013 Nedetekovan
0

54 | Clostridium difficile (Toxin A+ / B+) NCTC 11209 Nedetekovan
o]

55 | Clostridium perfringens KCTC 3269 Nedetekovan
0

56 | Corynebacterium diphtheriae KCTC 3075 Nedetekovan
0

57 | Cytomegalovirus (CMV) NIBSC 09/162 Nedetekovan
0

58 | Enterococcus avium ATCC 14025 Nedetekovan
0
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59 | Enterovirus 70 ATCC VR-836 Nedetekovan
0

60 | Virus Epsteina Barra ATCC VR-1492 Nedetekovan
0

61 | Escherichia coli ATCC 25922 Nedetekovan
(o]

62 | Fusobacterium necrophorum KCOM 1657 Nedetekovan
o]

63 | Gardnerella vaginalis KCTC 5097 Nedetekovan
0

64 | Haemophilus ducreyi ATCC 700724D-5 Nedetekovan
0

65 | Haemophilus influenzae KCCM 42099 Nedetekovan
0

66 | Helicobacter pylori ZMC 0804383 Nedetekovan
0

67 | Virus hepatitidy A (HAV) ATCC VR-1541 Nedetekovan
0

68 | Virus hepatitidy B (HBV) ATCC VR-3232SD Nedetekovan
o]

69 | Virus hepatitidy C (HCV) ATCC VR-3233SD Nedetekovan
o]

70 | Lidsky herpesvirus 1 ATCC VR-260 Nedetekovan
o]

71 | Lidsky herpesvirus 2 ATCC VR-734 Nedetekovan
o]

72 | Lidsky herpesvirus 3 ATCC VR-1367 Nedetekovan
o]

73 | Lidsky papiloma virus 16 KCLB 30035 Nedetekovan
0

74 | Lidsky papiloma virus 16 KCLB 21550 Nedetekovan
0

75 | Lidsky papiloma virus 18 KCLB 10002 Nedetekovan
0

76 | Lactobacillus acidophilus KCTC 3140 Nedetekovan
0

77 | Lactobacillus amylovorus KCTC 3179 Nedetekovan
0

78 | Lactobacillus brevis KCTC 3498 Nedetekovan
0

79 | Lactobacillus casei KCTC 3260 Nedetekovan
0

80 | Lactobacillus crispatus KCTC 5054 Nedetekovan
0

81 | Lactobacillus delbrueckii subsp. Delbrueckii KCTC 13730 Nedetekovan
0

82 | Lactobacillus fermentum KCTC 3112 Nedetekovan
0

83 | Lactobacillus gallinarum KCTC 5048 Nedetekovan
0

84 | Lactobacillus gasseri KCTC 3163 Nedetekovan
0
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85 | Lactobacillus helveticus KCTC 15060 Nedetekovan
0

86 | Lactobacillus iners CCARM 123 Nedetekovan
0

87 | Lactobacillus intestinalis KCTC 5052 Nedetekovan
0

88 | Lactobacillus jensenii KCTC 5194 Nedetekovan
0

89 | Lactobacillus johnsonii KCTC 3801 Nedetekovan
0

90 | Lactobacillus kefiranofaciens KCTC 5075 Nedetekovan
0

91 | Lactobacillus oris KCCM 40993 Nedetekovan
0

92 | Lactobacillus parabuchneri KCTC 3503 Nedetekovan
0

49 10/2021 Vv3.00



@ Seegene

Allplex™ STI Essential Assay

93 | Lactobacillus pentosus KCTC 3120 Nedetekovan
0
94 | Lactobacillus plantarum ATCC 700934 Nedetekovan
0
95 | Lactobacillus reuteri KCTC 3679 Nedetekovan
o]
96 | Lactobacillus rhamnosus KCCM 32405 Nedetekovan
o
97 | Lactobacillus salivarius subsp. salicinius KCTC 3600 Nedetekovan
0
98 | Lactobacillus sanfrancisensis KACC 12431 Nedetekovan
0
99 | Lactobacillus ultunensis KCTC 5857 Nedetekovan
0
100 | Lactobacillus vaginalis KCTC 3515 Nedetekovan
0
101 | Mobiluncus curtisii ATCC 35241 Nedetekovan
0
102 | Mobiluncus mulieris ATCC 35243 Nedetekovan
o]
103 | Moraxella catarrhalis KCCM 42706 Nedetekovan
0
104 | Mycoplasma arginini ATCC 23838 Nedetekovan
0
105 | Mycoplasma felis Cole et al. ATCC 23391 Nedetekovan
0
106 | Mycoplasma iowae Jordan et al. ATCC 33552 Nedetekovan
0
107 | Mycoplasma leonicaptivi Hill ATCC 49890 Nedetekovan
0
108 | Mycoplasma pneumonie ATCC 15531 Nedetekovan
0
109 | Mycoplasma pulmonis ATCC 19612 Nedetekovan
0
110 | Mycoplasma spumans ATCC 19526 Nedetekovan
0
111 | Neisseria cinerea ATCC 14685 Nedetekovan
0
112 | Neisseria elongata ZMC 801510 Nedetekovan
0
113 | Neisseria flavescens CCARM 9264 Nedetekovan
0
114 | Neisseria flavescens ATCC 13120 Nedetekovan
0
115 | Neisseria lactamica ATCC 23970 Nedetekovan
0
116 | Neisseria lactamica ZMC 801752 Nedetekovan
0
117 | Neisseria meningitidis ATCC 700532D Nedetekovan
0
118 | Neisseria meningitidis KCCM 41562 Nedetekovan
0
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119 | Neisseria mucosa ATCC 19696 Nedetekovan
0

120 | Neisseria mucosa KCCM 11703 Nedetekovan
0

121 | Neisseria perflava ATCC 14799D-5 Nedetekovan
0

122 | Neisseria polysaccharea ZMC 804030 Nedetekovan
0

123 | Neisseria sicca ATCC 29256 Nedetekovan
0

124 | Neisseria sicca ZMC 801754 Nedetekovan
0

125 | Neisseria subflava ATCC 49275 Nedetekovan
0

126 | Neisseria subflava ZMC 804298 Nedetekovan
0
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127 | Norovirus GII 17 ATCC VR-3200SD Nedetekovan
0
128 | Peptostreptococcus micros KCTC 15021 Nedetekovan
0
129 | Prevotella bivia KCTC 5454 Nedetekovan
o]
130 | Prevotella buccalis KCTC 5496 Nedetekovan
o
131 | Prevotella disiens KCTC 5499 Nedetekovan
0
132 | Prevotella intermedia KCTC 5692 Nedetekovan
0
133 | Prevotella melaninogenica KCTC 5457 Nedetekovan
0
134 | Pseudomonas aeruginosa KCOM 1182 Nedetekovan
0
135 | Saccharomyces cerevisiae KCCM 50511 Nedetekovan
0
136 | Salmonella enteritidis CCARM 8570 Nedetekovan
o]
137 | Salmonella typhimurium CCARM 270 Nedetekovan
0
138 | Staphylococcus aureus KCOM 1335 Nedetekovan
0
139 | Streptococcus agalactiae ATCC BAA-611D-5 | Nedetekovan
0
140 | Streptococcus pneumoniae ATCC BAA-255D Nedetekovan
0
141 | Treponema pallidum ATCC BAA-2642SD | Nedetekovan
0
142 | Trichomonas tenax ATCC 30207 Nedetekovan
0
143 | Vibrio parahaemolyticus KCTC 2471 Nedetekovan
0

T Platnost vysledku byla potvrzena trikrat opakovanym provedenim testu..

% ATCC: American Type Culture Collection

CCARM: Culture Collection of Antimicrobial Resistant Microbes

KACC: Korean Agricultural Culture Collection

KCCM: Korean Culture Center of Microorganisms
KCLB: Korean Cell Line Bank

KCOM: Korea Collection for Oral Microbiology
KCTC: Korean Collection for Type Culture
NCTC: National Collection of Type Cultures

NIBSC: National Institute for Biological Standards and Control

Vircell: Vircell microbiologists

ZMC: ZeptoMetrix Corporation

ZMC: ZeptoMetrix Corporation
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2. Citlivost

pozitivnich vysledki mezi v§emi testovanymi vzorky.

Ke stanoveni citlivosti testu AllplexTM STI Essential Assay byla pouzita metoda probitové analyzy
s pofadovymi Cisly fedéni kvantifikovanych standardnich organism(. Dale byla stanovena citlivost
testu AllplexTM STI Essential Assay pomoci extrahovanych nukleovych kyselin, které byly

kvantifikovany jako genomové kopie/reakce. Deklarovany detekéni limit cil( testu AllplexTM STI

Essential Assay je uveden v nasledujici tabulce.

Standardni organismus Genomova DNA
R Zdroj: Mez detekce (genon':/loevzédlfczzli(g/?eakce)
Ureaplasma urealiticum ATCC 33699 3,00 x 0t ccu/ml 103
Neisseria gonorrhoeae ZeptoMetrix 0801482 6,36 x 190 CFU/ml 101
Mycoplasma hominis ZeptoMetrix 0804011 2,69 x 103CCUmI 102
Mycoplasma genitalium ATCC 49895 2,70 x 02 CFU/ml 5 x 101
Ureaplasma parvum ATCC 700970 2,69 x 02CCU/m| 105
Chlamydia trachomatis ZeptoMetrix 0804390 6,73 x 190 |FU/mI 101
Trichomonas vaginalis ZeptoMetrix 0801805 4,91 x 01 bunék/ml 101

3. Reprodukovatelnost

Byl pfipraven panel reprodukovatelnosti 21 simulovanych analytd, ktery zahrnoval vysoce negativni
(0,1x LoD), nizce pozitivhi (1x LoD) a stfedné& pozitivni (3x LoD) vzorky. Na kazdém testovacim
misté byl panel testovan po dobu péti dn(i, dva cykly denné, provedené dvéma rlznymi operatory
a trojnasobek kazdého panelu z jedné izolace. Testovalo se s jednou Sarzi testu AllplexTM STI
Essential Assay na tfech rGznych pracovistich a se tfemi Sarzemi na jednom internim

pracovisti.Pozitivita byla detekovana ve vSech testech analytll pro studii reprodukovatelnosti,
100,00 % u stfedné pozitivnich vzorkd, >100,00 % u nizce pozitivnich vzork a > 0,00 % u vysoce
negativnich vzorkd.

Reprodukovatelnost testu AllplexTM STI Essential Assay byla hodnocena mezi jednotlivymi

pracovisti, S8arzemi produktd a experimentatory. Vysledky splfiovaly kritéria, ¢imz se potvrdila

reprodukovatelnost testu AllplexTM STI Essential Assay.

4. Opakovatelnost
Byl pfipraven panel opakovatelnosti 21 simulovanych analytl, ktery zahrnoval vysoce negativni

(0,1x LoD), nizce pozitivni (1x LoD) a stfedné pozitivni (3x LoD) vzorky. Byl testovan ve vlastnich
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laboratofich (Seegene) tfikrat po dobu 20 dnd, dva cykly denné (celkem N = 120 testll). Pro kazdy

analyt byla sledovana mira pozitivity pro studii opakovatelnosti: 100,00 % u mirné pozitivnich

vzorkd, 100,00 % u nizce pozitivnich vzorkd a > 2,50 % u vysoce negativnich vzorkud. Vysledky

splnovaly kritéria, ¢imz se potvrdila opakovatelna ucinnost systému AllplexTM STI Essential.

Analyza.

5. Inhibitory

Tento test byl proveden s pouzitim interferujicich latek slozenych z 20 latek, aby se potvrdila
ucinnost testu AllplexTM STI Essential Assay v pfitomnosti potencialnich interferujicich latek.
PFidani téchto latek nemélo na vysledek zadny vliv: nespecificka detekce nebo inhibice amplifikace
cile. Na zakladé vysledkl nemélo 20 interferujicich latek zadny vliv na vysledky testu AllplexTM

STI Essential Assay.

1 Metronidazol 701 pmol/l
2 Amoxicilin 206 pmol/l
3 Bilirubin 257 pmol/l
4 Hemoglobin lidsky 200 g/l

5 Progesteron 20 ng/ml
6 Beta estradiol 4,41 nmol/l
7 Kyselina acetylsalicylova (aspirin) 3,62 mmol/l
8 Glukéza 12,2 mmol/l
9 Albumin z lidského séra 52 g/l
10 Mucin 3 mg/ml
11 Testosteron 41,6 nmol/l
12 Luteinizaéni hormon (LH) 70 IU/L
13 Hormon stimulujici folikuly (FSH) 100 IU/L
14 Kortizol 828 nmol/l
15 Fruktéza 1000 ymol/l
16 Cipky/hemeroidni |é¢ba 5 % wiv
17 Vykaly 1 % wiv
18 Pripravek na potladeni kaSle 5% viv
19 Zubni pasta 5% viv
20 Ustni voda 5 % viv

54

10/2021 Vv3.00



@ Seegene Allplex™ STI Essential Assay

6. Klinicka studie

Celkem bylo testovano 2020 klinickych vzorkd pomoci testu AllplexTM STI Essential Assay a
referenniho testu.

Shoda mezi testem AllplexTM STI Essential Assay (V3.0) a referenénim testem s odrazem potvrzeni
sekvenovani byla 99,60 %, 99,75 %, 99,55 %, 99,60 %, 99,55 %, 99,85 % a 99,95 % pro detekci
UU, NG, MH, MG, UP, CT a TV.

Klinicka validita testu AllplexTM STI Essential Assay (V3.0) byla prokazana pfi diagnostice sedmi

analytd STI, protoze vysledky spliuji kritéria Uspésnosti.

PPA NPA
(v porovnani s (v porovnanis Dohoda
referen€nim testem) referen€nim testem)
TP/ TN/ (TP+TN)/
95% Clc 95% Clc) 95% Clc)
(TP+FN) (TN+FP) Celkem

Ureaplasma 1578 2012
434/436 99.54 98.35 ~99.94 99.62 99.18 ~ 99.86 99.60 99.22 ~ 99.83

urealiticum (UU) /1584 12020

Neisseria 1827 2015
188/189 99.47 97.09 ~ 99.99 99.78 99.44 ~ 99.94 99.75 99.42 ~ 99.92

gonorrhoeae (NG) /1831 12020

Mycoplasma 1667 2011
344/346 99.42 97.93 ~99.93 99.58 99.14 ~ 99.83 99.55 99.16 ~ 99.80

hominis (MH) 11674 12020

Mycoplasma 1749 2012
263/263 | 100.00 | 98.61 ~ 100.00 99.54 99.11 ~ 99.80 99.60 99.22 ~ 99.83

genitalium (MG) 11757 12020

Ureaplasma 1492 2011
519/528 | 98.30 | 96.79 ~99.22 100.00 | 99.75 ~ 100.00 99.55 99.16 ~ 99.80

parvum (UP) 11492 12020

Chlamydie 1756 2017
261/262 99.62 97.89 ~ 99.99 99.89 99.59 ~ 99.99 99.85 99.57 ~ 99.97

trachomatis (CT) /1758 12020

Trichomonas 1851 2019
168/169 | 99.41 | 96.75~99.99 100.00 | 99.80 ~ 100.00 99.95 | 99.72 ~100.00

vaginalis (TV) /1851 12020

a) PPA (pozitivni procentualni shoda) (%): 100 X TP/(TP+FN)
b) NPA (zaporné procento shody) (%): 100 X TN/(FP+TN)
¢) Byly vypocteny oboustranné 95% intervaly spolehlivosti.

d) Shoda (%): 100 X (TP+TN)/(TP+TN+FP+FN)
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VYZNAM SYMBOLU

Vyznam symbold pouzitych v Navodu k pouziti a na $titcich produktu.

Symbol Vyznam

Prostfedek pro zdravotnickou diagnostiku In vitro

E
O

Cislo garze

-
o
-

Katalogové Cislo

Datum exspirace

Horni teplotni limit

=~ | [&]

PRIMER Smés oligonukleotidd pro amplifikaci a detekci

PREMIX PCR Master Mix nebo Detection Mix

RNase free water

=
=
~
m
=

CONTROL Pozitivni kontrola (PC)

CONTROL | IC Interni kontrola (IC)

Viz navod k pouziti

Vyrobce

gz@!

Datum vyroby

REP Autorizovany zastupce v Evropském spole€enstvi

N

Upozornéni

< >

Obsahuje dostateéné mnozstvi pro <pocet> testl

UDI Jedinecny identifikator zafizeni
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Vysvétleni

rxns Reakéni ¢arovy kod pro automatizovany extrakéni systém
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INFORMACE PRO OBJEDNANI

Kat. €. Produkt Velikost

Allplex™ series

SD10245Z AllplexTM STI Essential Assay 25 reakci
SD9801Y AllplexTM STI Essential Assay 50 reakci
SD9801X AllplexTM STI Essential Assay 100 reakci
SD10318z AllplexTM STI Essential Assay Q(MH,UU) 25 reakci
SD10201Y AllplexTM STI Essential Assay Q(MH,UU) 50 reakci
SD10202X AllplexTM STI Essential Assay Q(MH,UU) 100 reakci
SD10177Z AllplexTM Test na genitalni viedy 25 reakci
SD9802Y AllplexTM Test na genitalni viedy 50 reakci
SD9802X AllplexTM Test na genitalni viedy 100 reakci
SD10178Z Test AllplexTM na kandidozu 25 reakci
SD9803Y Test AllplexTM na kandidozu 50 reakci
SD9803X Test AllplexTM na kandidozu 100 reakci
SD9804X Test na bakterialni vagin6zu AllplexTM 100 reakci
SD10320Z AllplexTM Bakterialni vaginoza plus test 25 reakci
SD10159X AllplexTM Bakterialni vagindza plus test 100 reakci
SD10317Z2 Test AllplexTM CT/NG/MG/TV 25 reakci
SD9400Y Test AllplexTM CT/NG/MG/TV 50 reakci
SD9400X Test AllplexTM CT/NG/MG/TV 100 reakci
SD10319Z AllplexTM MG & AziR Assay 25 reakci
SD10169Y AllplexTM MG & AziR Assay 50 reakci
SD10170X AllplexTM MG & AziR Assay 100 reakci
SD10232Z AllplexTM MG & MoxiR Assay 25 reakci
SD10233Y AllplexTM MG & MoxiR Assay 50 reakci
SD10234X AllplexTM MG & MoxiR Assay 100 reakci
SD10368Z Test AllplexTM NG & DR 25 reakci
SD10367X Test AllplexTM NG & DR 100 reakci
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Anyplex™ series

SD7700Y Detekce AnyplexTM Il STI-7 (V1.1) 50 reakci
SD7700X Detekce AnyplexTM Il STI-7 (V1.1) 100 reakci
SD7500Y Detekce AnyplexTM Il STI-5 50 reakci
SD7500X Detekce AnyplexTM Il STI-5 100 reakci
SD10323Z Detekce AnyplexTM Il STI-7e 25 reakci
SD7701Y Detekce AnyplexTM Il STI-7e 50 reakci
SD7701X Detekce AnyplexTM Il STI-7e 100 reakci
SD7200Y AnyplexTM CT/NG Real- time Detekce(V3.1) 50 reakci *

V pfipadé systému SmartCycler® Il se celkovy pocet rxn snizi z 50 na 40 rxn. (50 rxn40 rxn)

Série Seeplex ®

HS6200Y Detekce Seeplex® HSV2 ACE 50 reakci

SD6401Y Seeplex® STD4D ACE Detection (V2.0) 50 reakci

SD6600Y Seeplex® STD6 ACE Detection (V2.0) 50 reakci

SD6511Y Seeplex® STI Master Panel 1 (V2.0) 50 reakci

Prislusenstvi

SG1701 Ribo_spin vRD (sada pro izolaci virové 50 pfiprav
RNA/DNA)

Automatizované extrakéni systémy

65415-02 Microlab NIMBUS VD EA

173000-075 Microlab STARIet IVD EA

65415-03 Seegene NIMBUS EA

67930-03 Seegene STARlet EA

744300.4.UC384 Univerzalni sada kazet STARMag 96 X 4 384T / 1box

EX00013C Souprava STARMag 96 X 4 Virova DNA/RNA 384T / 1box
200 C

SG71100 SEEPREP32 EA

EX00009P STARMag 96 ProPrep (typ plato) 96T / 1box

EX00009T STARMag 96 ProPrep (typ zkumavky) 96T / 1box

EX00017P STARMag 96 ProPrep C (typ plato) 96T / 1box

EX00017T STARMag 96 ProPrep C (typ zkumavky) 96T / 1box

SG72100 AlIOS EA
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