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@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na vaginitidu

UPOZORNENI

Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.
Spolehlivost vysledkl zavisi na vhodném postupu odbéru, skladovani, pfepravy a
zpracovani vzorka.
Pokud je tento produkt pouzit s Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD,

Seegene NIMBUS a Seegene STARIet, umoznuje maximalné 5 samostatnych béh.

AlOS kombinuje Seegene STARIet prodavany spole¢nosti Seegene se zafizenim pro
PCR v realném Case (CFX96 Dx, vyrobce: Bio-Rad) a zafizenim pro uzavirani desti¢ek
(vyrobce: SAMICK THK) a vytvafi tak automatizovanou strukturu propojeni extrakce
nukleovych kyselin s PCR.
Tento test byl validovan pro nasledujici typy vzorkt: a cytologie na bazi tekutin. Tento
test nebyl validovan pro jiné typy vzorku.

Vzorky DNA skladujte do pouziti pfi teploté < -20 °C 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 rlznych prostor si je vyménte.
V pfipadé kontaminace rukavice okamzité vymérnte nebo je oSetfete dekontamina&nim
Cinidlem 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. PFfi manipulaci se vzorky a
reagenciemi pouzivejte jednordzové nepudrované rukavice, laboratorni plasté a
ochranné bryle. Po manipulaci se vzorky a testovacimi reagenciemi si dikladné umyjte
ruce.
PFi odebirani alikvot ze zkumavek s reagenciemi zabrarite jejich kontaminaci.
Doporucuje se pouzivat sterilizované jednorazové pipetovaci Spi¢ky odolné proti
aerosolu.
Nekombinujte reagencie z rdznych Sarzi nebo z riiznych zkumavek stejné
Sarze. NepouZivejte pfipravek po uplynuti doby pouZitelnosti.

Nepouzivejte znovu vSechny pfedméty na jedno pouZiti.
Pouzivejte zkumavky se Sroubovacim uzavérem a zabrante pfipadnému rozstfiku nebo
kfizové kontaminaci vzorkd béhem pFipravy.
Davejte pozor, abyste nekontaminovali reagencie s extrahovanymi nukleovymi
kyselinami, produkty PCR a pozitivni kontrolou. Aby se zabranilo kontaminaci reagencii,
doporucuje se pouzivat filtracni Spicky.
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@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na vaginitidu

Pro kazdy experiment pouzivejte oddélené a oddélené pracovni prostory.
Abyste zabranili kontaminaci pracovnich prostor amplifikovanymi produkty, otevirejte
zkumavky nebo prouzky 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 vyrobku (zbytky vyrobku, obaly) jsou
povazovany za laboratorni odpad. Nepouzité reagencie a odpad likvidujte v souladu
s platnymi statnimi a mistnimi predpisy.
Doba pouzitelnosti je 12 mésict od data vyroby pfi teploté < -20 °C. Konec¢né datum
expirace naleznete na Stitku.
Seegene NIMBUS a Seegene STARIet jsou stejna zafizeni jako Microlab NIMBUS IVD a
Microlab STARIet IVD, i kdyz vyrobce je jiny. Vzhledem k tomu, Ze na zafizeni nedoslo
k Zadnym hardwarovym zménam, jsou vysledky testu stejné.
Obchodni nazev "CFX96™™ Real-time PCR Detection System-IVD" se mé&ni na
"CFX96™ Dx System". Vzhledem k tomu, Ze u systému nedoslo k zadnym hardwarovym
zménam, oCekava se, ze z obou systému bude mozné ziskat stejné vysledky.
"CFX ManagerT'vI Dx Software v3.1" je aktualizovana verze "CFX ManagerT'\’I Software-

IVD v1.6". Aktualizovany software obsahuje vylepSeni nabidky "Run" (Spustit). Tato

vylepSeni nemaji vliv na vysledky analyzy dat; vysledky proto budou stejné.
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@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na vaginitidu

UCEL POUZITI

AIIpIexT'VI Vaginitis Screening Assay je kvalitativni a kvantitativni in vitro test pro detekci jednoho
nebo vice patogenu Lactobacillus spp. (Lacto; Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri a
Lactobacillus jensenii), Gardnerella vaginalis (GV), Atopobium vaginae (AV), Mobiluncus spp.(Mob;
Mobiluncus mulieris a Mobiluncus curtisii), Candida albicans (CA), Candida others (CO; Candida
krusei, Candida glabrata, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis, Candida tropicalis a Candida

lusitaniae) a Trichomonas vaginalis (TV).

- Kvantitativni detekce Lactobacillus spp. (Lacto), Gardnerella vaginalis (GV) a Atopobium
vaginae (AV)
- Kvalitativni detekce Mobiluncus spp. (Mob), Candida albicans (CA), Candida others (CO) a

Trichomonas vaginalis (TV)

AIIpIexT'VI Vaginitis Screening Assay je uréen k diagnostice vaginalni infekce u Zen s klinickymi
pfiznaky odpovidajicimi bakterialni vaginéze. AIIpIexT'VI Vaginitis Screening Assay by mél byt

interpretovan ve spojeni s dalSimi laboratornimi klinickymi udaji od Iékaru.

PREHLED ZASAD A POSTUPU

1. Zasady

AIIpIexTM Vaginitis Screening Assay vyuziva patentovanou technologii MuDT™ spole€nosti
Seegene, ktera umozfiuje poskytovat hodnoty multi-Ct (prahovy cyklus) v jediném
fluorescené&nim kanalu bez nutnosti analyzy kfivky tani na pfistrojich PCR v realném &ase.
AIIpIexTM Vaginitis Screening Assay je multiplexni PCR test v realném ¢ase, ktery umoziiuje
souCasnou amplifikaci a detekci cilovych nukleovych kyselin Lactobacillus spp. (Lacto),
Gardnerella vaginalis (GV), Atopobium vaginae (AV), Mobiluncus spp. (Mob), Candida albicans
(CA), Candida others (CO), Trichomonas vaginalis (TV) a vnitfni kontroly. PFitomnost
specifické genové sekvence v reakci se uvadi jako hodnota Ct a hodnota Qt prostfednictvim
analytického softwaru Seegene Viewer.

Endogenni lidsky gen se pouziva jako vnitfni kontrola (IC) pro monitorovani celého procesu

odbéru vzorku, extrakce nukleové kyseliny a pro kontrolu pfipadné inhibice PCR.
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@ Seegene

AIIpIexT'\’I Screeningovy test na vaginitidu

Aby se zabranilo tomu, Ze bude produkt amplifikace plsobit jako potencialni kontaminant,
pouziva se ve screeningovem testu AIIpIexT'\/I Vaginitis systém Uracil-DNA glykosylaza (UDG)-

dUTP. Systém UDG-dUTP se bézné pouziva pfi provadéni PCR k eliminaci pfenosu amplikonu
pomoci UDG, ktera vyluCuje uracilové zbytky z DNA Stépenim N-glykosylové vazby.

2. Prehled postupli

Vzorky
(Steér z genitalii,

cytologie na bazi tekutin)

ﬂ Extrakce nukleové kyseliny

Nukleova kyselina

PCR v realném ¢ase pomoci

Systém Allplex ™

Vysledky
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@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na vaginitidu

ZAKLADNI INFORMACE

VétSina zen se béhem svého Zivota setka s vaginalni infekci, kterd se vyznacuje vytokem,
svédénim nebo zapachem. Bylo prokazano, ze samotné ziskani anamnézy je pro pfesnou
diagnézu vaginitidy nedostateéné a mulze vést k nevhodnému podavani 1éka. Proto je
opodstatnéna peclivda anamnéza, vySetieni a laboratorni testy ke stanoveni etiologie
vaginalnich pfiznakl. TF nejcastéjSi onemocnéni diagnostikovana u Zen s vaginalnimi
pfiznaky, které se dostavily do zafizeni primarni péce, byla bakterialni vaginéza (22-50 %),
vulvovaginalni kandidéza (17-39 %) a trichomoniaza (4-35 %). V nékterych pfipadech mulze
byt etiologie smiSena a mlze byt pfitomno vice nez jedno onemocnéni; pfiblizné u 30 %
symptomatickych Zen nebyl identifikovan zadny etiologicky Cinitel.

Bakterialni vaginéza (BV) je polymikrobialni klinicky syndrom, ktery je disledkem nahrazeni
normalnich bakterii Lactobacillus sp. produkujicich peroxid vodiku v pochvé vysokymi
koncentracemi anaerobnich bakterii (napf. Prevotella sp. a Mobiluncus sp.), G. vaginalis,
Ureaplasma, Mycoplasma a ¢&etnych rychlych nebo nekultivovanych anaerobl. BV Ize
diagnostikovat pomoci klinickych kritérii (fj. Amselova diagnosticka kritéria) nebo barvenim
podle Grama (povazovano za zlaty standard laboratorni metody pro diagnostiku BV). PCR byla
pouzita ve vyzkumnych zafizenich pro detekci rdznych organismud spojenych s BV. Detekce
specifickych organism0 by mohla byt prediktivni pro BV pomoci PCR. Predtim, nez bude
mozné tyto testy doporudit k diagnostice BV, je zapotiebi dalsi validace.

Vulvovaginalni kandidéza (VVC) je zplUsobena C. albicans, ale pfilezitostné muze byt
zpusobena i jinymi druhy Candida sp. nebo kvasinkami. Odhaduje se, ze 75 % zen prodéla
alespon jednu epizodu VVC a 40 az 45 % ma dvé nebo vice epizod. Na zakladé klinického
obrazu, mikrobiologie, hostitelskych faktord a odpovédi na Ié€bu Ize VVC klasifikovat jako
nekomplikovanou nebo komplikovanou. Pfiblizné 10-20 % zen prodéla komplikovanou VVC,
kterd vyZaduje zvlastni diagnostické a terapeutické postupy. Konvenéni antimykoticka terapie
neni proti t¢tmto nealbicans druhdm tak ucinna jako proti C. albicans.

Trichomoniaza je velmi €asté pohlavné pfenosné onemocnéni. Je zpusobena infekci prvokem
Trichomonas vaginalis. PFiblizné 70 % nakazenych osob nema zadné pfriznaky. Mikroskopie
stéru z pochvy metodou wet-mount ¢asto odhali bilé krvinky a rychle pohyblivé trichomonady.
Detekce trichomonad mikroskopem ma v8ak citlivost pouze 60-75 %, zatimco polymerazova

fetézova reakce (PCR) dokaze T. vaginalis odhalit s citlivosti 85-100 %.
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@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na vaginitidu

REAGENCIE

Reagencie obsazené v jedné sadé vystaci na 100 reakci.

Informace k objednavce ( REF SD9750X )

AIIpIexT'VI Screeningovy test na vaginitidu

Symbol Obsah Objem Popis
VS MOM 500 ul MuDT Oligo Mix (MOM):
PRIMER MY | . Amplifikagni a detekéni reagencie
- DNA polymeraza
PREMIX EM1 500 pl - Uracil-DNA glykosylaza (UDG)

- Pufr obsahujici dNTP

CONTROL VS PC 80 Pozitivni kontrola (PC):

- Smés klonl patogenu a IC

Standardni DNA pro kvantifikaci

7 .
VS SD1 80 ul (1X10" kopie/rxn)

II—D H - Smés 3 klonl patogenu

(Lacto, GV, AV)

Standardni DNA pro kvantifikaci

5| ris
VS SD2 80 ul (1X10” kopii/rxn)
= g - Smés 3 klond patogent

(Lacto, GV, AV)
Standardni DNA pro kvantifikaci

3 .
| VS SD3 80 ul (1X10° kopie/rxn)
L g - Smés 3 klond patogent

(Lacto, GV, AV)

WATER Voda bez RNazy 1 000 pl Ultragista kvalita, PCR-stuperi

Uzivatelska
[:]II pfirucka

Dopliikovy produkt - analyticky software

Seegene Viewer*

* Analyticky software poskytuje spole¢nost Seegene nebo regionalni manazer. Pouzivejte

prosim Seegene Viewer po verzi V3.
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@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na vaginitidu

Reagencie obsazené v jedné sadé vystaci na 25 reakci.

Informace k objednavce ( REF SD103217)

AIIpIexT'VI Screeningovy test na vaginitidu

Symbol Obsah Objem Popis
VS MOM 195 ul MuDT Oligo Mix (MOM):

PRIMER H - Amplifika¢ni a detekéni reagencie
- DNA polymeraza

PREMIX EM1 125 pl - Uracil-DNA glykosylaza (UDG)
- Pufr obsahujici dNTP
Pozitivni kontrola (PC):

CONTROL VS PC 80 (PC)

- Smés klonl patogenu a IC

Standardni DNA pro kvantifikaci

7 .
VS SD1 80 ul (1X10" kopie/rxn)
II—D H - Smés 3 klonu patogent
(Lacto, GV, AV)
Standardni DNA pro kvantifikaci
5 .
sD VS SD2 80 ul (1X10” kopie/rxn)
] H - Smés 3 klonu patogent
(Lacto, GV, AV)
Standardni DNA pro kvantifikaci
3 .
VS SD3 80 ul (1X107 kopie/rxn)
sD H - Smés 3 klonu patogent
(Lacto, GV, AV)

WATER Voda bez RNazy 1 000 pl Ultracista kvalita, PCR-stuperni

Uzivatelska
[:Ii] pfirucka

PrisluSenstvi - analyticky software

Seegene Viewer*

* Analyticky software poskytuje spole¢nost Seegene nebo regionalni manazer. Pouzivejte

prosim Seegene Viewer po verzi V3.
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@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na vaginitidu

SKLADOVANI A MANIPULACE

VSechny slozky AIIpIexT'V| Vaginitis Screening Assay musi byt skladovany pfi teploté < -20
°C. VSechny slozky jsou za doporu¢enych skladovacich podminek stabilni az do data expirace
uvedeného na etiketé. Uginnost sloZek soupravy neni ovlivnéna az 5 zmrazenimi a rozmrazenimi.

Pokud jsou reagencie pouze pro ob&asné pouziti, je nutné je uchovavat v alikvotech.

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI BALENI

Jednorazové nepudrované rukavice (latexové

nebo nitrilové)

Pipety (nastavitelné) a sterilni pipetovaci

Spi¢ky 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky
Vyrobnik ledu

Stolni odstfedivka

Vortex mixer

CFX96™ Detekéni systém PCR v realném case

(Bio-Rad) CFX96 ™ Dx System (Bio-Rad)

Nizkoprofilové 8zkumavkové prouzky o objemu 0,2 ml bez vi€ka (bila barva, kat. €.
TLS0851, Bio-Rad) Optické ploché prouzky s 8 vicky (kat. €. TCS0803, Bio-Rad)

Pevne® 96jamkové PCR desticky, nizky profil, tenka sténa, s okrajem, bila/bila (kat. ¢.
HSP9655, Bio-Rad)

Pevné® 96jamkové PCR desti¢ky, nizky profil, tenka sténa, s okrajem, bila/bila, s
C¢arovym kdédem (kat. &. HSP9955, Bio-Rad)
AIOS (kat. €. SG72100, Seegene)
Propichovaci uzavér (kat. ¢. 922119, SPL) (pouze pro pouziti
v AIOS) Permanentni €ira tepelna pecet (kat. ¢. 1814035, Bio-
Rad)*
PX1 PCR plate sealer (auto-sealer, kat. &. 181-4000, Bio-Rad)*
Fyziologicky roztok
Cista lavice

* Ujistéte se, Ze pouzivate tepelné tésnéni a vySe uvedené té€snéni na desky spole¢né.
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@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na vaginitidu

PROTOKOL

1. Odbér, skladovani a preprava vzorku

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

dodrzovani nasledujicich pravidel a pokyn.

Stér z genitalii
Cytologie na bazi tekutin

Poznamka: Aby byla zajisténa vysoka kvalita vzorkd, mély by byt vzorky pfepravovany co

nejrychleji pfi uvedené teploté.

A. Odbér vzorku

Stér z genitalii
Pro odbér stéru z genitalii pouzijte nasledujici material:
Vytéry z pohlavnich organt Ize odebirat a pfepravovat v 1 ~ 3 ml nasledujicich médii :
- ENAT PM 2ML BEZNY APLIKATOR (Copan)
- UTM se stérkami (Copan)
- Sada pro odbér vzorkl ze stér(i (Qiagen Corporation)
Ponechte tampon v transportnim médiu. Uzaviete a oznacéte nadobku na vzorek.
Dusledné dodrzujte uvedené pokyny pro skladovani a pfepravu.
Pfi odbéru bunék sloupcového a dlazdicového epitelu po odstranéni cervikalniho hlenu

postupujte podle doporu¢eného protokolu.

Cytologie na bazi tekutin

PouZijte tekuté cytologicka média ThinPrep® od spole¢nosti HOLOGIC® Inc. a
SurePath™ od spole€nosti BD.

hTM

Pfi odbéru vzork( bunék délozniho hrdla do médii ThinPrep® a SurePat postupujte

podle pokynul vyrobce.
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@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na vaginitidu

B. Skladovani a preprava vzork

Skladovani a preprava

Vzorek Poznamka
Teplota. Doba trvani*

Stérz
pohlayn[ch . ) - Vykonnost mlze byt ovlivnéna
organu 2~8°C 1tyden  |dlouhodobym
skladovani vzorku.
ThinPrep®
] 2~8°C 90 dni - Vzorky by také mély dodrzovat mistni a
medium
vnitrostatni pokyny pro prepravu
SurePath™
) 2~8°C 2 tydny |patogenniho materialu.
medium

* Doba trvani: Doba od odbéru vzorku do koneéného testu (v€etné prepravy a skladovani
vzorkl pred testem).

2. Extrakce nukleovych kyselin

A. Preduprava vzorki

Stér z genitalii
Stér z genitalii se pouziva bez pfedchozi Upravy.

Cytologie na bazi tekutin

Zahtejte vzorky na pokojovou teplotu (19 ~ 25 °C).
Pro cervikalni cytologii odstfedujte 1 ml tekutiny po dobu 15 minut pfi 15 000 x g (13 000
ot./min.). Supernatant zlikvidujte a pelety znovu rozpustte v doporu¢eném objemu
fyziologického roztoku (viz doporuéeny objem 2-B) dikladnym vifenim, aby se znovu

rozpustily a dispergovaly vzorek.

Poznamka: Pokud jsou vzorky odebrany do média SurePath™

Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS nebo Seegene STARlet,
zpracujte krok pfed upravou pomoci lyzaéniho pufru v extrakéni sadé, nikoliv pomoci

a budou analyzovany pomoci

fyziologického roztoku.
Poznamka: Média ThinPrep® Ize pfi pouziti Microlab NIMBUS IVD, Microlab STARIet VD,
Seegene NIMBUS nebo Seegene STARIet zpracovavat bez predupravy.

Postupujte podle protokolu vyrobce.
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@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na vaginitidu

B. Soupravy pro manualni extrakci nukleovych kyselin

Poznamka: Pouzijte doporu¢ené objemy vzorku a eluénich roztoku, jak je uvedeno nize.

Ostatni Udaje naleznete v pfiru¢ce vyrobce.

Doporuéeny
Extrakéni sada Vyrobce objem
Vzorek: 200 pl
® T
QIlAamp™ DSP DNA Mini Kit* QIAGEN 61304 Eluce: 50 pl
Vzorek: 200 pl
® R
QIlAamp™ DNA Mini Kit* QIAGEN 51304 Eluce: 50 pl
Ribo_spin vRD** 302-150 Vzorek: 200 pl
GeneAll
(sada pro extrakci virové RNA/DNA) SG1701*** | Eluce: 50 pl

*V pfipadé média SurePath™ zpracujte lyzacni krok s pouzitim 180 ul ATL pufru namisto AL
pufru.

** Sada Ribo_spin VRD neni kompatibilni s médii SurePath.™
*** Pro nakup produktl od spole¢nosti Seegene Inc. pouzijte vySe uvedena katalogova cisla.

C. Automaticky extrakéni systém

Poznamka: Pouzijte doporu¢ené objemy vzorku a eluénich roztoku, jak je uvedeno nize.

Ostatni udaje naleznete v pfiruéce vyrobce.

C-1. NucliSENS® easyMAG®

Poznamka: Viz navod k obsluze NucliSENS® easyMAG @

. Vzorek: 200 pl
NucliSENS® easyMAG® bioMérieux 200111

Eluce: 100 pul
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@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na vaginitidu

C-2. Microlab NIMBUS IVD

Poznamka: Viz navod k pouziti Microlab NIMBUS IVD.

Automaticky systém extrakce Vyrobce . C. Doporuceny objem

Microlab NIMBUS VD Hamilton 65415-02* -

STARMag 96 X 4 Universal 744300.4. | Vzorek: 300 pl
Seegene

Sada kazet uC384 Eluce: 100

“Pro nakup produktt od spole€nosti Seegene Inc. pouzijte vySe uvedena katalogova Cisla.

C-3. Microlab STARIlet IVD

Poznamka: Viz navod k pouziti Microlab STARIet IVD.

Automaticky systém extrakce Vyrobce Doporuéeny objem

173000-
Microlab STARIet IVD Hamilton -
075*
STARMag 96 X 4 Universal 744300.4. | Vzorek: 300 pl
Seegene
Sada kazet uC384 Eluce: 100

“Pro nakup produktt od spole¢nosti Seegene Inc. pouzijte vySe uvedena katalogova Cisla.

C-4. Seegene NIMBUS

Poznamka: Viz navod k obsluze Seegene NIMBUS.

Automatizovany extrakéni m Doporucéeny objem

Seegene NIMBUS Seegene 65415-03 -

STARMag 96 X 4 Universal 744300.4. | Vzorek: 300 pl
Seegene

Sada kazet uC384 Eluce: 100
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C-5. Seegene STARIlet

Poznamka: Viz navod k obsluze Seegene STARlet.

Automaticky systém extrakce Vyrobce m Doporuceny objem.

Seegene STARlet Seegene 67930-03 -

STARMag 96 X 4 Universal 744300.4. | Vzorek: 300 pl
Seegene

Sada kazet uC384 Eluce: 100

Moznost: Automaticka struktura propojeni (viz navod k obsluze AlIOS)

Automatizovana struktura propojeni Vyrobce

Seegene SG72100

Poznamka: Vymeéiite vicko pozitivni kontroly (PC) a standardni DNA (SD) za propichovaci
vicko. Po dokonc&eni operace vyménte vicko pozitivni kontroly (PC) a standardni DNA (SD)
za puvodni vicko.

Poznamka: Propichovaci uzavér je vyrobek na jedno pouziti a po jednom pouziti musi byt
zlikvidovan.

Poznamka: P¥i pouZiti s AIOS Ize tento produkt pouzit maximalné pro 3 samostatné béhy.
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3. Priprava pro PCR v realném case

Poznamka: Je tfeba pouzit spravné trubiéky a uzavéry (viz POTREBNY MATERIAL,
KTERY NENi SOUCASTI DODAVKY).

Poznamka: Pfi pfipravé reakci PCR je tfeba pouzivat filtracni Spicky odolné proti aerosolu a tésné
rukavice.

Dbejte zvySené opatrnosti, abyste zabranili kfiZové kontaminaci.
Poznamka: VSechny reagencie zcela rozmrazte na ledu.
Poznamka: Roztocte zkumavky s Cinidly, abyste zachytili zbytkové kapky uvnitf vicka.

Poznamka: Kroky A~D jsou automaticky zpracovavany na Microlab NIMBUS IVD,
Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS a Seegene STARIet. Viz navody k pouziti

jednotlivych zafizeni.

A. Pfipravte PCR Mastermix.

5l VS MOM
5l EM1
5ul Voda bez RNazy
15 pl Celkovy objem PCR Mastermixu

Poznamka: Vypoditejte celkové mnozstvi jednotlivych reagencii podle poctu reakci (vzorky +

kontroly + standardni DNA).

B. Promichejte rychlym vifenim a kratce odstfedte.
C. Odeberte alikvot 15 pl PCR Mastermixu do PCR zkumavek.

D. Pridejte 5 pl nukleovych kyselin kazdého vzorku do zkumavky obsahujici PCR Mastermix.

15 i PCR Mastermix

5 ul Nukleova kyselina vzorku

20 ul Celkovy objem reakce

E. Uzavfete a rozto&te zkumavky PCR.

F. Zkontrolujte, zda je kapalina obsahujici vSechny komponenty PCR na dné kazdé zkumavky.

Pokud tomu tak neni, znovu odstfedte pfi vy$Sich otd¢kach za minutu po delSi dobu.
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Poznamka: Doporucuje se pred zahajenim PCR zkumavky odstiedit, aby se odstranily

vzduchové bubliny a zachytily se vSechny zbytkové tekutiny na dné zkumavek.

Spravné Nespravné

Bubble

Poznamka: Pro kazdy vzorek pouzijte novou sterilni pipetovaci Spi¢ku.

Poznamka: Pro negativni kontrolu (NC) pouzijte 5 yl vody bez RNazy misto nukleové kyseliny
vzorku.

Poznamka: Pro pozitivni kontrolu (PC) pouzijte 5 pl VS PC misto nukleové kyseliny vzorku.
Poznamka: Pro standardni DNA (SD) pouzijte misto nukleové kyseliny vzorku 5 yl VS SD1, VS
SD2 a VS SD3.

Poznamka: Umisténi negativni kontroly, pozitivni kontroly a standardni DNA je v pfistrojich
Microlab NIMBUS VD, Microlab STARIet IVD, Seegene NIMBUS a Seegene NIMBUS nastaveno
podle poctu vzorkd.

Poznamka: Davejte pozor, aby nedoSlo ke kfizové kontaminaci PCR Mastermixu a vzorku
s pozitivni kontrolou a standardni DNA.

Poznamka: Nelepte Stitek na viko zkumavky. Fluorescence se zjituje z horni &asti kazdé

reakéni zkumavky.
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NASTAVENI PRISTROJE PRO PCR V REALNEM CASE A ANALYZA VYSLEDKU

1. CFX96 ™ Detekéni systém PCR v realném &éase (CFX Manager™ Software-IVD v1.6)

1.1. Nastaveni pfistroje pro PCR v redlném ¢ase

Poznamka: Nastaveni experimentu CFX96 ™ Real-time PCR Detection System (Bio-Rad) Ize rozdélit
na nasledujici kroky: Nastaveni protokolu, Nastaveni desti¢ek a Spusténi béhu.

A. Nastaveni protokolu

— —
1) V hlavni nabidce vxberte moznost Soubor Novz Protokol a oteviete Editor grotokolu.

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

Krok Pocet cykl Teplota Doba trvani
1 50°C 4 min
2 ! 95°C 15 min
3 95°C 30 sec
4 5 60°C 1 min
5 72°C 30 sec

Prejdéte na krok 3,
6 opakuijte 4krat
95°C 10 sec
8* 40 60°C 1 min
9* 72°C 10 sec
Prejdéte na krok 7, opakujte
10 39 krat

Poznamka*: Udaje desti¢ky v krocich 8 a 9. Fluorescence se detekuje pfi 60 a 72 °C.

Protocol Editor - Protocal.prd
Settings  Tools ?

B | & | nsert step [after ]| sample volume [20 | ul | st Run Time 02:14:00

1 ! 2 El 4 | 5 |6 7 i | E] P
| i | |
| [ om0 cC 960 C %0 C i
i | i U i | E— i i
Tty ik o o | 720 C i / [ i w20 C i
if [ ] |G .0 C T ]
|0 C o i 0 T i @ o
! | T o -
] 0 | io
‘ 3 |
| ] T x| I

50.0 C for 4:00
950 C for 15:00
950 C for 0230
60.0 C for 1:00
720 C for 0:30

o] Insen Step
[Fg] Insert Gradient
[==] Insett GOTO

4] Insert Melt Curve
g Add Plate Read to Step

GOTO 3 a more fimes
950 C for 0:10

60.0 C for 1:00

+ Plate Fead

72.0 C for 0:10

+ Plate Read

GOTO 7 &)

@ | o)~ | n o —

£ Step Options ERD
/el Dalete Step
0K Cancel |

Obr. 2. Editor protokolu

3) Pro pfimé pfidani 20 pl kliknéte na ramecek vedle polozky Sample Volume (Objem vzorku).

4) Kliknéte na tlacitko OK a uloZte protokol. Oteviete okno Nastaveni experimentu.
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Experiment Setup
Optians

Protocol | (E53) Plate | s> Start fun

Select Existing, ..

Selected Protocol
Protacol. prcl

Praview
Est, Run Time: 02:14:00 (96 Wells-All Channels)

Express Load

=)

Edit Selected...

Sample Volume: 20ul

%0 C w0 %0 C
1500 k] faa
720 C 720 C
0 C B G \ 600 C : G
500 € E B ; @ o
400 o i o
3 7
1 ]
Naxt >>

Obr. 3. Nastaveni experimentu: Protokol

B. Nastaveni desticky

1) Na karté Desticka v okné Nastaveni experimentu kliknétena tlaCitko Vyvtvofit novy

otevrete okno Editor desticky.

Experiment Setup =
Options
[[E4 Protocol| EE3 Platg/wp>» Start Fun
Express Load
[QuickPiate 95 wells_All Channels, pitd x|
Selected Plate
QuickPlate_S6 wells_All Channels.pld
Preview
Fluorophores: FAM, HEX, Texas Red, Cy5, Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 3 7 8 ] 10 11 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
15 unk Uk unk unk Unk. Unk Unk Unk Unk unk Unk Unk
D Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
E Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk. Unk. Unk
F Unk. Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk
G Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk. Unk Unk. Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk. Unk Unk Unk

<< Prav Next >>

Obr. 4. Editor desti€ky.

2) Kliknutim na tlagitko Zvolit fluorofoty urcete fluorofory (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar).

670) které budou pouZity, a kliknéte na tlacitko OK.
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Plate Editor - QuickPlate_96 wells_All Channels.pitd =] =
File Settings Tools
Bl | & | zoom 100% ~ | el scan Mode [All Channels =] & well Groups ? Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 8 1 8 El 10 1 12 =| [#83 Select Fluorophores ... =
| | 1 1 | | | | | 1 IE S i
. Select Fluorophores = FE————
Channel Fluorophore Selected LColor
: s ~ — <nore
B SYeR r I <none>
2 e = I <none
reT r I
cal 6o 5 r — shone
e (= I e -
c s Rox r ——
e e C .
col e 620 ~ —— S
4 Cys —
D Quasar 670
s Quasar 705 1
[ Cancel =
E I . S — — — A Seftings,.. |
[ ﬁ'] Clear Replicate # J
[j: = Clear Wells ]
Plate Type : BR Clear [ oK ] [ Cancel |

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

3) Vytvoreni standardni kfivky

- Vyberte jamky naétené pomoci Sample Type/Standard, urete konkrétni fluorofor (FAM,
HEX, Cal Red 610 a Quasar 670) a poté kliknéte na poli¢ko Load — Vlozit (Obr. 6).

- Vyberte jamky v diagramu desti¢ek a kliknéte na tlacitko Replikovat sérii. Poté se otevie

okno pro upravu replikovanych sérii (Obr. 7).

- Vyberte jamky, kterym byla pfifazena po sobé jdouci €isla replikaci, a kliknéte na tlacitko

Redici série. Poté zadejte okno Dilution Series (Redici série), jak je znazornéno na obr. 8.

Plate Editor - QuickPlate_96 wells_All Channels.pitd [SSSECE=SY
IEBN settings  Tools
(=] .,é', Zoom 100% ~ | @ Sean Mode [All Channels ~]| & Well Groups . | P (£ Piate Loading Guide
1 2 3 4 5 3 7 ] 9 10 11 12 3 %5 Select Flucrophares ... =
n Sample Type  [Standard -
Load Target Name
. iné: ¥ FAM‘ <none>
o [¥] HEX K& <none> -
[¥] Cal Red UQDHE) -
Fam =
- o =| @ Quasar 670 \une} - |2
_?l Rad £10]
— Load Sample Name
FAM [ <none> -
] L]
Rumear €70 Load Replicate #
[ 1 —
c [ Replicate Series
Load Concentration:
[ 1.00E +06
F <All> -
- — =

Plate Type : BR Clear

View

© Target Name

Concentration

0K Cancel

Obr. 6. Vytvoreni standardni krivky (1)
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Plate Editor - QuickPlate_96 wells_All Channels pitd B =
File Settings Tools
B & | zoom 100% - | fim Scan Mode [All Channels =] & Well Groups . | P (i) Plate Loading Guide
— »anuaru n
<none>
<none>
FAM <none>
HEX =
Red 61 Sl
azar £70)
FaM =
HEX = o
fiad €1
uasar €70

Replicate Size: |1 B
FAM Starting Replicate & |1 = |2
HEX k
[ Herizontal ==
@ Wertical i
[ Cancel ] Wooiv
'ﬁ Experiment Setfings. .. H
A
(o]

Miew ————
Plate Type : BR Clear © Targat Name Concentration Cancel

Obr. 7. Vytvoreni standardni krivky (2)

Plate Editor - QuickPlate_96 wells_All Channels pitd =] &
File Settings Tools
Bl & | zoom 100% « |t Scan Mode [All Channels =] & Well Groups ? (85 Piate Loading Guide
= . -
none>
none>
none>
<none>
nor
FAM -
HEX
s e 6
uasar 670|
L] >tamng [
b e a0 Conceniaion: | 0E07 W
uasar €70| Replicates from: 1 =
o [3 Y
Dilution Factor: | 100,000 “;
Increasing @ Decreasi
<Al -
[[_Ceneel__)
ﬂ Expetiment Setlings, .. ‘
Vi - P
Plate Tope : B Clear @ TargetName ) Cancentration Cancel
Starting Concentration:  1,00E+07
Replicates from: |1 :
to: |3 =
Dilution Factor: 100,000 =
 Increasing @ Decreasing
[<All> -
[ Cancel ] Apply |

Obr. 8. Vytvoreni standardni kfivky (3)
4) Vyberte jamky, do kterych bude umisténa zkumavka PCR, a v rozbalovaci nabidce Sample
Type (Typ vzorku) vyberte typ vzorku.
- Neznamy: Klinické vzorky
- Negativni kontrola
- Pozitivni kontrola
- Standardni DNA
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5) Kliknutim na pfislusna zaskrtavaci policka (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670) urcete

fluorofory, které maji byt detekovany ve vybranych jamkach.

6) Zadejte nazev vzorku a stisknéte klavesu enter.

7) V Nastaveni v hlavni nabidce Editoru desti¢ek vyberte Velikost desticky (96 jamek) a typ

desti¢ky (BR White).

Plate Editor - QuickPlate_96 wells_All Channels.pli

EEEREEx
=

LoD=m * il Scan Mode [All Channels =] & well Groups . | 7 Plate Loading Guide
Number Convention BR Clear 8 § T [ 11 | 12 T [# Select Fluorophores ... |
Units , \ B
Samele Tve —
Load Target Name
FAM | FAM | FAM | FAM | FAM | FAM =
nex | mex | wex | wex | mex | wex O Fam <none> -
[+ Red 610k Red 610Fa Red 610Fal Red 610fa! Red §1C[a! Red 61(] I: HE %
buscar €70 uasar 670 uasar £70[puasar £70uacar £70fpuasar £70) <none>
[ Cal fed 610 <none>
4l |0 ouasar 5 Znone>
1.0DE+05 fal Red 510Fa! Red 51
o uasar ST Load Sample Name
L.ODE03 [ <none>
1.00E+03
ooe-2 Load Replicats #
[ T
[ Replicate Series
5 Experiment Setings...
| Q Clear Replicate #
= Clear Wells

= View
Plate Type : BR Whits 7 Target Mame @ Concentration

Obr. 9. Nastaveni desky

8) Kliknutim na tlagitko OK uloZte novou desticku.

9) Budete vraceni do okna Nastaveni experimentu.

Experiment Setup
Opticns
Prntncnl‘ Plate ‘"D Start Run |

Express Load

Select Existing...

[Clulcld:‘lm_ﬂi wells_All Channels,pltd

=]

Selected Plate
QuickPlate 96 wells_All Channels.pitd
Preview

FAM. HEX. Cal Red 610. Quasar 670

Fluorophores: Plate Type: BR White

—--_di\ elected... |

Scan Mode: All Channals

o]

10

1

Next >3

Obr. 10. Nastaveni experimentu: .

10) Klepnutim na tlacitko DalSi spustte zafizeni.
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C. Spustit zafizeni

1) Na karté Start Run (Spustit) v nabidce Experiment Setup (Nastaveni experimentu) kliknéte
na tlacitko Close lid (Zavfit viko), abyste zavieli viko pfistroje.

1 Experiment Setup

===
Options
V/U Protocol l’ | Plate i ~-> Start Run

Run Information
Protocol Protocol prei
Plate © QuickPlate_96 wells_All Channels pitd
Notes

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

Block Name a Type Run Status Sample Volume

[¥] [CCO09373 I%FX Idle

Protocol ID
20

(V] Select All Blocks

@ Fiash Block indicator | (&£ OpenLid | [£2 coseud

[ Start Run

[ <<Prev |

Obr. 11. Zavieni vika.
2) Kliknéte na tlacitko Start Run (Spustit).

3) Spustény soubor ulozte do slozky Moje dokumenty nebo do vybrané slozky. Zadejte nazev
souboru, kliknéte na tlaCitko SAVE (Ulozit) a zafizeni se spusti.
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1.2. Analyza dat

A. Vytvoreni slozek pro export dat

1) Chcete-li ulozit data pro vSechny kroky detekce amplifikaCni kfivky ze souboru s vysledky,
vytvoite jednu slozku.

2) Nazev slozky muze byt podle pfani uzivatele (pro funkci "Seegene Export" se automaticky
vytvofi slozky "QuantStep8" a "QuantStep9", do kterych se ulozi data kazdé amplifikaCni kfivky

do adresarl vytvofenych uzivatelem).

B. Pfednastaveni pro analyzu dat v programu CFX Manager

1) Po testu kliknéte na kartu Kvantifikace a potvrdte vysledky amplifikacni kfivky.

[ Data Analyss - agmin_2018-12-12 13-22-37_BR101802 €10 olB] =
File View Settings Tools
B & & [ |8 viewedr riate... | g wel roup: [all wells -7

\] Quarttaticn I;:ﬂmmu-unlauﬂ mwlml ErdelmNchwm‘ ac{a ﬂmﬂwtm‘

Ampiification Standard Curve

Threshold Gycle

| Log Scale
(¥ FAM [ HEX (¥ CalRed 610 [¥) Guasar 670 Step Mumber: (&
1 2 3 4 ] & 7 ] 5 10 1 12 Well | Fuor & Cortent O Sampe O] CH) O
4 | unk Unk Unk. Unk. Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk. Unk BO3  |Cal Aed 6 Unin N/A
g | unk || unk || unk || unk || unk || unk fI unk | unk || unkc unk || unk Unk 00 ICal Red Gilnkn il
BOS  Cal Aled & Unin 20,89
c | uk || unk J| unk || unk || wnk || unk ff unk ff unk || wnk unk || unk Unk EOG  Cal Red & Unkn R
D unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Std1 BO7  CalAsd & Unin x10
unk || e || onk || unk || onk [ onk || unk || onk | unk || onk || ok | sz | D Cafes e i
£ BO3  Cal Aed 6 Unin 18,81
Fof unk || ownk || unk ff unk | ounk || usk || ounk || unk || unk unk || unk || std3 B0 Cal Aled 6 Lnkn 17.62
G Unk. Unk Unk. Unk. Unk Unk. Unk. Unk Unk. Unk Unk. Pos. an Cal Aled & Unin 18,10
1 | Fed & Unkn 181
4 [ unk || unk || unk || unk || uek || unk || wnk || unk | uek || unk || unk || meg ff Cal Fed 61 o B
Completed | Scan Mode: all Channels. | Flate Type - 8k White | Analysls Mode: Baseline Subfracted Curve Fit

Obr. 12. Vysledky kiivky amplifikace

2) V nabidce Settings Mode (Rezim nastaveni) vyberte moznost No Baseline Subtraction
(Bez odecitani zakladni linie).
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[Fome e s e T e

Teols
Determination Mode  »

B well Groun- [all walls

Baseline Subtracted
Baseline Subtracted Curve Fit

Baseline Threshold.
Trace Styles.
View/Edit Plate.

Standard Curve

< Z|BE

Mouse Highlighting

RFU(10°3)

[ FAM ] HEX [¥) Csl Red 610 V] Qussar 670

Siew Nurioer: (8 -
Wel O/ Ruor & Cortet Of Semple & CH) O 5a
A (1) FamM Unkn W
loos  Fam Unkn WA
L D03 FAM Unikn Hik
c o0 M Unikn [
D o1t FAM Unikn WA
2 FAaM s WA
£ ERFaM Unkn [
f €02 Fam Unien [
G EEFAM Unin WA
n 04 FAM Urien WA
KN m

Completed |3 || | Scan Mode: Al Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction

Obr. 13. Bez odecitani zakladni linie

3) V nabidce Tools (Nastroje) vyberte polozku Seegene Export.

Data Analysis - admin_2018-12-12 13-22-37_BR101802 po
File view Semings [JREET]
B & @Al e

EJ  Import Fluorophore Calibration...
(] usrtasion (B @ Replsce Flste..

Wells - 7

mlum xlamm

Standard Curve

Export All Data Sheets 1o Excel
part

RFU(10°3)

LE ] &5 30 35 0o
Log Starting Quantity (10*306)
Cycies (71 Log Scals T T
ZIFAM (4] HEX (] CalAed 10 V] Guasar 670 Sep Nurmber: [B -
Well | Fuor af Contert ()| Sample & CH § 50
A HIE  Cal Aled & Unkn [
2 Hoa Cal Aed & Unkn MA
HiD Cal fled 6 Unkn A
€ H11 Cal Aed & Unkn MN/A
'y W2 Cal Aed 6 Nea Ctr [
. AT FAM Unkn WA
AZ Fam Unkn MA
F AD3 FAM Unkn WA
G ADEFAM Unkn WA
" A FAM Unkn WA
IEN n
Completed | . | Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction

Obr. 14. Seegene Export

4) Vyberte misto pro ulozeni dat a kliknéte na tlagitko OK.
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(] Data Analysis - admin_2018-12-12 13-22-37_BRI01802 pcrd =@ B
Fle View Setings Took 1
I N S P —IL
] corenmon |7 e o ] Gon remn [ 8 e [ 51 [ o[ €9
] | Standard Corve
" _—
Bromse For Folder | -]
Choose destination folder ]
B Desktop
w4 Library
A My Documents
™ My Computer
i S My Network Praces s »s e s
3 ¥ Control Panel D Quantity (10°308)
Cyctes & Recycle 8in
I FAM 7 MEX (7 CaPed€10 V] Quasar 670 b Expont data Sep thamber. 8 &l
- 4 2 3 4 5 6 7 & Cortert () Semgle O C) O SQ
A s S—| (717 N/A
[Make New Folder | [_OK__] | ﬁjﬁwlumh A
B 67Unin A
< E(5  Ouasar 67Unin N/A
0 €06 Ouasar 67Unin N/A
. €07 Ouasae 67Unin /A
€G3 Quasar 67Unin N/A
¥ €03 Ouasa 67Unin /A
G EI0  Ouasae 67Unin N/A
€11 Ouasac 67Unin N/A
B &l =
Compheted s | [Scan Mode: All Chanrets. | Plate Type - 88 Whie | Analysis Mode: No Baseline Subtraction

Obr. 15. Seegene Export do uréené slozky
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C. Nastaveni pro analyzu dat v prohlize¢i Seegene Viewer

1) Otevrfete program Seegene Viewer a kliknutim na Option (Moznosti) vyberte CFX96

v Instrument (Nastroj).

3 seegene vewer

File Edit | Option | Help

/1 instrument
@E G
wild Control
Standard Setting
Nimbus/STARlet Setting
Sample Index Setting
- Asksbpont
Export All
Apply Mode
Negative C(t) Value
erint ltems
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Obr. 16. Prohlize¢ Seegene

2) Kliknutim na tlacitko Open (Otevfit) vyhledejte uloZeny soubor ve slozce "QuantStep8",

oteviete soubor s vysledky. Vyberte testovaci sadu z nabidky PRODUKT.
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Obr. 17. Nastaveni pro analyzu dat v prohlize€i Seegene Viewer
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3) Zkontrolujte vysledek pro kazdou jamku.

£ Seegane Viewar
File Edit Option Help
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Obr. 18. Vysledek testu v prohlize€i Seegene Viewer

4) Kritéria platnosti vysledk( kontrol

a. Platny prabéh zkousky
Pro potvrzeni platnosti experiment by mély byt PCR testy doplnény o PC (pozitivni kontrolu) a
NC (negativni kontrolu). Pribéh testu je oznacen za validni, pokud jsou spinéna vSechna

nasledujici kritéria:

Vysledek prohlizece

Seegene
FAM HEX Cal Red 610 Quasar670
Kontrola A
CA Lacto CO GV TV AV Mob IC \uto
Vyklad
Ct Qt Ct Qt Ct Qt Ct Ct

Pozitivni kontrola <40 >0 <40 >0 <40 >0 <40 <40 | Pozitivni kontrola(+)

Negativni kontrola | N/A | N/A | N/A | N/A | N/A [ N/A | N/A | N/A [Negativni kontrola(-)

b. Neplatny pribéh testu

V pfipadech, kdy test neni vyhodnocen jako platny, by vysledky nemély byt interpretovany ani
uvadény a PCR je nutné opakovat.
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2. Systém CFX96'™ Dx (CFX Manager ™ Dx Software-IVD v3.1)

2.1. Nastaveni pristroje pro PCR v realném case

Poznamka: Nastaveni experimentu v systému CFX96™ Dx (Bio-Rad) Ize rozdélit do tfi kroku:
Nastaveni protokolu, Nastaveni desti¢ek a Spusténi zafizeni.

A. Nastaveni protokolu

— —
1) V hlavni nabidce vzberte moznost Soubor Novz Protokol a oteviete Editor grotokolu.
o —

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

Krok Pocet cykl Teplota Doba trvani
1 50°C 4 min
2 ! 95°C 15 minut
3 95°C 30s
4 5 60°C 1 min
5 72°C 30s

Prejdéte na 3, opakujte
6 4 x
95°C 10s
8* 40 60°C 1 min
9* 72°C 10s
10 Prejdéte na 7, opakuijte 39x

Poznamka*: V kroku 8 a 9 se odecte tabulka. Fluorescence se detekuje pfi 60 a 72 °C.

Protocol Editor - Protocel prc £
File Settings Tools ?
B & msert step [aster || sample volume [20 |l | Est. Run Time 02:14:00
I 1 1 H 3 4 5 1B ? 8 3 P10
a 3 |
%0 C B0 C i %0 C
i Tl L] »o ¢ | / w0
i i/ - ¥ i
T 600 C =] & B0 C g I s
i : 0 i
/—tm—‘ T ] n; T
i 3 iz
i T %] G
— 1 800 C for 400
24 Insart Stap Z ®.0  C for 15:00
— 390 Cfor 03
[ Insert Gradient 4 80.0 C for 100
5 720 C for 00
Insert GOTO. = Gorod 4
nee = 7 %0 Cfr0il
@_ Insert Melt Curve g S+Ui='[:a\e gef:d’ 10
G ¥0C for 000
fiml Add Plate Riead to Step Pl Tead
0 GOTO7 30 moreimes
ghh step options END
Lyg Delete Step
[ 0K Cancel |

Obr. 2. Editor protokolu

3) Pro pfimé pfidani 20 pl kliknéte na rameéek u Sample Volume (Objem vzorku)l.

4) Kliknutim na tladitko OK a uloZenim protokolu otevfete okno Spustit nastaveni.

31

05/2022 V1.04



@ Seegene Allplex™ Screeningovy test na

vaglinitau
Run Setup 2]
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Obr. 3. Nastaveni: Protokol

B. Nastaveni desticky

1) Pro otevieni Editoru desticek kliknéte v tabulce Plate (Desti¢ka) v nabidce Run Setup
(Spustit nastaveni) na tlacitko Create New (Vytvofit novou).

Run Setup —
Promwcal | (33 PlateggBs Start Aun
Create New... Express Load
Select Existing,.., | QuickPlats_96 wells_All Channels, pitd -
Selected Plate
QuickPlate 96 wells_All Channels, phtd Edit Selected,,,
Preview
Fluoraphores: FAM, HEX. Texas Red. Cy5. Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 B 7 8 o 10 1 12
A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk: Unk Unk Unk Unk
-] Unk. Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
c Unk Unk: Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk: Unk
D Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk: Unk Unk
E Unk Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk. Unk Unk. Unk.
F Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk: Unk Unk Unk Unk
[ €<Prav | [ Hest>> |

Obr. 4. Editor desek.

2) Kliknutim na tlacitko Select Fluorophores (Zvolit flurophory) vyberte fluorofory (FAM, HEX, Cal
Red 610 a Quasar 670), které budou pouZity, a kliknéte na tlagitko OK.
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Plate Editor - New = 2
File Settings Editing Tools ?
B | 100% ~ | fe Scan Mode [All Channels ~]| & Well Groups... [ Trace Styles... = Spreadsheet View/importer 6 Piate Loading Guide
1 2 3 L) 5 6 i 8 ] 10 n 12 [&d Select Fluorophores,.,
A | | | | | | | | —
Select A |2 b—— Sample Type —
B
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c
L Lol 4 | B -
o SV [ [
2 pEx ~ I
E TET [ ]
C o 3% r I
F vic (= T
B £ L [
- o e ro
CaRRd 610 ~ EE—— (@ ExpermentSetings. |
H
. o £ [  Experiment Setings..
Quasar 670 kN | A Clear Replicate #
s e 705
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View e e
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Obr. 5. Vybrané fluorofory (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670)

3) Vytvoreni standardni kfivky

- Zvolte jamky nactené pomoci polozky Sample Type/Standard, oznacte konkrétni fluorofory
(FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670) a poté kliknéte na zaskrtavaci policko Load (Obr. 6).

- Vyberte jamky v diagramu desti¢ek a kliknéte na tlacitko Replikovat sérii. Poté se otevie

okno pro upravu replikovanych sérii (Obr. 7).

- Vyberte jamky, kterym byla pfifazena po sobé jdouci Cisla replikaci, a kliknéte na tlacitko

série fedéni. Poté vyplrite okno Dilution Series (série fedéni), jak je zndzornéno na obr. 8.

Plate Editor - New =
File Settings Editing Tools ?
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Obr. 6. Vytvoreni standardni krivky (1)
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Plate Editor - New CHES
File Seftings  Editing Tools ?
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Obr. 7. Vytvoreni standardni krivky (2)
Plate Editor - New =
File Settings Editing Tocls 1
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Obr. 8. Vytvoreni standardni krivky (3)
4) Vyberte jamky, do kterych bude umisténa zkumavka PCR. V rozbalovaci nabidce Sample
Type (Typ vzorku) vyberte typ vzorku.
- Neznamy: Klinické vzorky
- Negativni kontrola
- Pozitivni kontrola
- Standardni DNA
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5) Kliknutim na pfislusna zaskrtavaci policka (FAM, HEX, Cal Red 610 a Quasar 670) urCete

fluorofory, které maji byt detekovany ve vybranych jamkach.

6) Zadejte nazev vzorku a stisknéte klavesu enter.

7) V nastaveni hlavni nabidky Editoru desti¢ek vyberte velikost destic¢ky (96 jamek) a typ

desticky (BR White).

prp—— .
File Editing Tools ?
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. 5 AR e e ]
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L0045 [cal Red 610 ol med 10
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Obr. 9. Nastaveni desticky

8) Kliknutim na tlacitko OK novou desku ulozte.

9) Budete vraceni do okna Spustit nastaveni.

Run Setup

Protocol Plate |uB» Start Run ‘

Express Load

Select Existing, ., [

4

Selected Plate
QuickPlate_96 wells _All Channels,plitd
Preview

Fluarophares:

FAM. HEX, Cal Red 610, Quasar 670 Plate Type: BR White

Edit Selected,.,

Scan Mode: All Channels

[ &<Prev |

[ Next>> ]

Obr. 10. Nastaveni zarizeni:

10) Klepnutim na tlacitko DalSi spustte zafizeni.
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C. Spustit zafizeni

1) V nabice Start run (spustit zafizeni) v Run Setup (Nastaveni provozu) kliknéte na tlacitko
Close lid (Zavrit viko), abyste zavreli viko pfistroje.

Run Setup (|
(521 Protoce [ (EZE) Piate]| B> Start Run |
Fun Information
Plate: QuickPlate_96 wells_All Channelz pitd
Nates
Scan Mode:  All Charnels
Start Run on Selscted Blockis)
Block Name a Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
v [ERIDIGET | S idie 20
[#] Select Al Blocks
i@ Fiash Block Indicator | I/‘f Open Lid ] ‘/l Close Lid
[ Start Run
<< Prov

Obr. 11. Zavreni vika.
2) Kliknéte na tlaCitko Spustit zafizeni.

3) Spustény soubor ulozte do slozky Moje dokumenty nebo do urené slozky. Zadejte nazev
souboru, kliknéte na tlaitko Ulozit a zafizeni se spusti.
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1.2. Analyza dat
A. Vytvoreni slozek pro export dat

1) Chcete-li ulozit data pro v8echny kroky detekce amplifikacni kfivky ze souboru s vysledky,
vytvofte jednu slozku.

2) Nazev slozky muze byt podle pfani uzivatele (pro funkci "Seegene Export" se automaticky
vytvoli slozky "QuantStep8" a "QuantStep9", do kterych se ulozi data kazdé amplifikaéni kfivky

ve slozZce vytvorené uzivatelem).

B. Pfednastaveni pro analyzu dat v programu CFX ManagerT'\’I

1) Po testu kliknéte na kartu Kvantifikace a potvrdte vysledky amplifikacni kfivky.

az Data Analysis - admin_2018-12-12 13-22-37_BR101802 perd =@ R
Fle View Setings Export Tools & piate setup - | 58 |[Fluorophore ~| 2
(A aanrcang A Quarstication Dets [ | Geoe Exression | (8] End Pt | (7] At Dscmnstion | (@F Custom 0ata view | () @ [ 51 um ifomasion|
Ampiification ~ Standard Curve =)

4000 1o

3000

2000

1000

Log Starting Quantity
X Usknoun
T HEX Ee542%Re2e0 359 S0pend 405y mim3E TR

0 1

Cycles | Log Scale

95 Siope=3 511 y-nts33 191
221,000 Slope=-3 563y rt=dd 12

V] FAM (7] HEX (7] CalRed 610 7] Quasar 670 Step Number: (8 w|
4 5 3 7 8 3 10 11 12 Wel O| Puor & Taget O Contert () Sample O Ca ¢ Q 2

1 2 3

A HR  HEX Unkn 206 BTREM

W3 HEX Urkn 1688 2010606

E HO4  HEX Unkn 1964 32336405

c HOS  HEX Urkn %662 319603

= Wos  HEX Uekn 205 6529604

W7 HEX Urkn a2 949302

£ HoB  HEX Urkn 249 66MED

F HO9 HEX Urkn 1466 8 823E+06

H10 HEX Uekn NA NA

S Wt HEX Urkn WA WA

H W12 HEX Neg Gt WA WA
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Obr. 12. Vysledky kiivky amplifikace

2) V nabidce Baseline Setting (Nastaveni zakladni linie) vyberte moznost No Baseline
Subtraction (Bez odecitani zakladni linie).
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o, Data Analysis - admin_2018-12-12 13-22-37_BR101802 perd _
Fle  View Export  Tools € prate setup -
“ﬂj Quartica €q Determination Mode

% (o) 7

Standard Curve |
Anslysis Mode Saseline Subtracted

Baseline Subtracted Curve Fit

Cycles 1o Analyze...

Apply Fluorescence Brift Comrection

—— Ty

Baseline Threshold...
Trace Styles.

Plate Setup
Include Al Excluded Wells

RFU{19°3)
©q (104306

Mouse Highlighting
Restore Defautt Window Layout

7.8 80 8 80 88 100 108
Log Starting Guantity (10~306)

Crcen I tea Seae
] FAM [V HEX [#] CalRed 610 [¥] Guasar 670 Step Muner: (6 =
Vel | Fuor 5 Togel Q| Cortent (| Sampie [ Cq §| S3 0
A HI2  HEX Unkn N/A /A
H3  HEX Urkn N WA
B B4 HEX Urkn WA, WA
c HS  HEX Unkn N WA
D HOS HEX Unkn NAA N/A
W7 HEX Unkn A WA
E HIE  HEX Lnkn WA WA
F HO3 HEX Unkn NAA N/A
HID  HEX Unkn N WA
E HI HEX Unkn NAA NA
H

K12 HEX Heg O WA NA

Completed | | [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Seting: No Saseline Subtraction

Obr. 13. Bez odecitani zakladni linie

3) V nabidce Export vyberte moznost Seegene Export.

s Data Analysis - admin_2018-12-12 13-22-37_BR101802 perd. _ _ [E=REE=)
Fle  View semings Toals & piate setup - | 5 |[Fuorophore =]| 2
Export All Data Sheets  »
] Custom Export.

S Export to LIMS Folder.. :

ac [ B A rhomation

Standard Curve =)

Cq(10+306)

7.8 a0 88 80 0t 100 108

o e oy 05081

[Iﬂrm W HEX @) CRed 610 (7] Quesar 670 Sep bamber. (8.7
Wel §| fuor & Tagel O Corted 0| Sampe O/ Ca 9 50 9
00 Calfied b Unkn N/ N/
EDS Cal Red 61 Unkn N/A NsA
B0 CalRet6ll Lnkn wa NiA
EN Cal Red 610 Unkn NA NA
E12 Cal Red 611 Sid-2 N/A 1.000E+08
FO1 Cal Red 610 Unkn N/A N/A
FO2 Cal Red 610 Unkn NA NA
FO3 Cal Red 610 Unkery NA NsA
Fo4 Cal Red 610 Uk N/A NA
FO5 Cal Red 610 Lnkn NA NA
FO& Cal Red B10 Unkn N/A N/A

Completed | [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: No Bassline Subtraction

Obr. 14. Seegene Export

4) Vyberte umisténi pro ulozeni dat a kliknéte na tlacitko OK.
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= DIta Anlysis - admin_2018-12-12 13-22-37_BR101802 perd
P s e =
Fie View Settngs Dot Took

m (@ R

e sev | o = 7|

Standard Curve |~
’ Browse For Folder i
5 T s
: 2 Choose destination folder
"B Desktop
4 Library
A My Documents
= 0o 08

™ My Computer
S My Network Places
3 Control Panel

s ®
Cycles

VI FAM [V HEX (7] CalRed 610 (2] Queswr 670

(@ @ [usl [28 maren | 2 @&
. Ampifcation @
: [

@ Recycle Bin
1 1 2 3 4 5 6 4. Export data
A
8 - — S—
c [ Make New Folder | (ox ][ conce |
> —or o
Fo5 FAM Uk
E FO6 FAM Unén
F Fo7 FAN Unikny
Fes FAM Unin
s L] FAN U
" F10 FAM Uk
| Completed Scan Mode: Al Channels | Plate Type: SR White  Baseline Setting: No Baseline Suberaction

Obr. 15. Seegene Export do uréené slozky
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C. Nastaveni pro analyzu dat v prohlize¢i Seegene Viewer

1) Oteviete program Seegene Viewer a kliknutim na Option (Moznosti) vyberte CFX96 Dx
v Instrument (Nastroj).

~ =
File Edit | Option | Help
g 1 Instrument » AB7S00 vi4 i

/\O) l\d Language » AB7500 V205 | @ Seegene
‘Wild Control L4 CFX96
Standard Setting * | v crxeeox
Nimbus/STARlet Setting »
Sample index Setting »
As ks Export ®
Export All »
Apply Mode > |
Negative C(1) Value > }\“”,” for
RO - | Diagnostics
Uer Account s
A - ehwslogyd

Testiat Profile

Obr. 16. Prohlize¢ Seegene

2) Kliknutim na tlacitko Otevfrit vyhledejte ulozeny soubor ve sloZce ,QuantStep8" a oteviete

soubor s vysledky a z nabidky PRODUKT vyberte testovaci sadu.

Fle Edrt  Option Help
@ @ @ @ @ B |emoover @ Seegene
admin_2018-12-12 13-22-37.BRIDIB0Z - Quantitation Ct Results.xlsx * | |
@ weLL PLaTE O WELL GRAPH o
1 2 3 4 5 86 7 8 12| [@FAM [#/HEX [#] Cal Red 610 (¥ Quasar 670 Standard Curve
9090900000 e . 0o
1 990000000 e 08 08
‘990000000 e o oz
" 9000000 e ;- go¢
Fr 90000000 e .. 04
Fr99000000 @D o 0.3
90000000 Qe ¢ 0z
9000000 oo ° o
0 0102080405 0607 0808 0 0102030406508607 080086
@ negative @ Positive @ Invalld 1] Combine Cyele (Graph 1) Cyele (Graph 2)
D APPLY RESULT e
Well Info Positive Find [] (4] @ Vertical @ Horlzontal
| SampleMo  Patientid  Well Hame Type FAM HEX Cal Red 610 Quasar6..  Auto Interpretatior
| A1 SAMPLE =
] Bol SAMPLE |
] col SAMPLE
] ot SAMPLE
] E01 SAMPLE
] Fol SAMPLE
- \I G0l SAMPLE . ) s

Obr. 17. Nastaveni pro analyzu dat v prohlize€i Seegene Viewer
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kazdou jamku.

vagimtau

22 sevgens Viewer
File Edit Option Help |
'\o) ’\j) ’\d) '\q) ’\ﬂ) (== Alples™ Vaginitis Sereaning Assay (P Seegene
] admin 2018-12-12 13-22-37_BRI0IBIZ - Quantitatian Ct Aesuits.xlsn X | o
@ vELL pLATE ol WELL GRAPH o
I 2 3 4 6§ 6 7 8 8 10 11 12 @FAM WIHEX [¥]CalRed GID (¥ Quasar 670 [ Standard Curve
000000000000 B - 1
00000000000 S T
‘000000000000 .« o / e
' 000000000000 ; I /
r000000000000 ",
F000000000000 . , @/ " /
000000000000 S 1 e
9000000000060 | | I 1 L | R
@ rogatve @ Positive {0 Invalid 1) combine ! " Cyklsf?jmuh " o “ ! " E_'dsfimvh " o “
§ APPLY RESULT o
Wall info Positive Find ([0 @ Vertical © Horizantal
Fam HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 670
SampleNo  Paientld  Well  Name  Type Auto Interpreta
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0 v
- Positive Count © Mabe0:68), GVEO:0), AWDIEE), Lactot0:61), COGITY. CAGEm. TViG:2)

Obr. 18. Vysledek testu v prohlize€i Seegene Viewer

4) Kritéria platnosti vysledki

kontrol

a. Platny prabéh zkousky

Pro potvrzeni platnosti experiment by mély byt PCR testy doplnény o PC (pozitivni kontrolu) a

NC (negativni kontrolu). Pribéh testu je oznacen za platny, pokud jsou splnéna vSechna

nasledujici kritéria:

Vysledek prohlizece
Seegene
FAM HEX Cal Red 610 Quasar670
Kontrola A
CA Lacto | CO GV TV AV Mob IC \uto
Vyklad
Ct Qt Ct Qt Ct Qt Ct Ct
Pozitivni kontrola <40 >0 <40 >0 <40 >0 <40 <40 | Pozitivni kontrola(+)
Negativni kontrola | N/A N/A | N/A | N/A N/A [ N/A | N/A | N/A | Negativni kontrola(-)

b. Neplatny pribéh testu

V pfipadech, kdy je platnost chybna, by vysledky nemély byt interpretovany ani uvadény a PCR
reakce se musi opakovat.
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VYSLEDKY

1. Informace o analytech

Fluorofor
Candida albicans Lactobacillus spp. *
FAM PP
(CA) (Lacto)
Candida others** Gardnerella vaginalis
HEX
(CO) (GV)
Trichomonas vaginalis Atopobium vaginae
Cal Red 610 g P g
(TV) (AV)
Quasar 670 Vnitfni kontrola Mobiluncus spp. ***
(IC) (Mob)
* Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri a Lactobacillus jensenii

xk Candida krusei, Candida glabrata, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis, Candida tropicalis a

Candida lusitaniae.
***  Mobiluncus mulieris a Mobiluncus curtisii
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2. Informace o standardni krivce

Lactobacillus spp.

Gardnerella vaginalis

7FM FIHEY [FCalRed 610 7 Cuasar 60 7 Standad Curve FAM [V HEX "I Cal Red 610 | Cuasar BN ¥ Standard Curve
] G0
o ~—~ z T~
2] T~ G T~
HE ~ £ ] T
. L 2] —
0] ~—— 1 —
| — ] —
| ~— 10 T
104 [ 1 —
T T [} 25 5 5
0 25 5 75
FAN Log 50 (E = 99.3%, R"2 = 1,000, Slops = -3.338) HEX Log SQ (E = 95.8% A"2=1.000. Slope = -3.401)
Atopobium vaginae
FAM TTHEX [ Cal Ried 610 7] Quasar 670 4| Standard Curve 2
i Analyt R
i Lactobacillus spp. 0,980 ~ 1,000
@ 30
" y Gardnerella vaginalis | 0,980 ~ 1,000
4
]
’ ' Atopobium vaginae | 0,980 ~ 1,000
b 1 ? 8 : 3 8

Cal Red 610 Log B0 (E = 90.7%, R"2 = 1.000, lope = -3 367

3. Interpretace vysledku

3.1. Automaticka interpretace

<40 - Zjisténo (+)
CA, CO, TV, Mob
N/A - Nezjisténo (-)
- >0 Zjisténo (+)
Lacto, GV, AV
- N/A Nezjisténo (-)
< 40 - Zjisténo (+)
IC
N/A - Nezjisténo (-)

1) Ct: Cycle Threshold: Prahova hodnota cyklu

2)

Qt: Kvantitativni prah (Log10)

Vysledek cile = 10QT kopii/reakce
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Cilovy
vysledek

Graf 1 Graf 2

+ - Detekovana cilova nukleova kyselina
+ +
+ +
+ - Detekovana cilova nukleova kyselina*
R - Dalsi analyt(y), které nejsou detekovany, mohou byt
pfitomny.
+ +
- + Cilova nukleova kyselina, nedetekovana
Neplatné**

- Vysledky naznacuji chybny proces odbéru vzorkd,
nebo pfitomnost inhibitord.
- Zopakuijte test z extrakce nukleové kyseliny pomoci

dal$i alikvotni ¢ast pavodniho vzorku.
- Pokud je stejny vysledek prokazan u zfedéné nukleové
kyseliny,

znovu odeberte vzorky.

* Vysoka hladina cilovych nukleovych kyselin muze zpUsobit interferenci pfi detekci a
odecitani interni kontroly. Neplatny signal IC neznamena, Ze pozitivni vysledky cilovych
kontrol jsou neplatné.

** Podrobné pokyny naleznete v &asti RESENi PROBLEMU (strana 47).

3.2. Vyklad BV
Software Seegene Viewer automaticky interpretuje vysledky testu jako normaini, stfedni a

pozitivni stav BV na zakladé stavu amplifikace cile (cild) amplifikace.

Stanoveni hranice pro interpretaci bakterialni vaginozy (BV)

Vysledky retrospektivni klinické studie byly pouzity k validaci hrani¢nich hodnot BV pro AIIpIexT'VI

eening Assay. Pro tuto validaci b atisticky analyzovany metriky PCR ilovych

analytl vaginézy a vysledky generované algoritmem pro vyvolani BV ve srovnani s vysledky z
pfisludné referenéni metody. Byla provedena analyza kfivky ROC, aby se potvrdily optimalni
hrani¢ni hodnoty pro kazdy cilovy analyt i pro hrani¢ni hodnoty pouzité k urCeni stavu bakterialni

vaginozy.
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4. Aplikace na klinické vzorky

Vzorek 1
W FaM [ HEX [¥] Cal Red 610 [&] Quasar 670 ] Standard Curve
2000 ]
":1// 2500 ]
1500 4 4 2000 3
/
|z 1000 ] / 21500 ]
-5
/ 1000 ]
500 J
/ 500 3
Ic
0EN — 0 EQT
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)
Vzorek 2
W FaM [F]HEX [¥] Cal Red 610 [¥] Quasar 670 ] Standard Curve
2500 ]
2500 3 GV
20004
2000 4 Lacto
1500 21500 ]
ac
1000 4 1000 3
/
500 4 500 ]
0 jaoE LR Ccto
1] 10 20 30 40 (1] 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)
Vzorek 3
@] FaAM [¥] HEX [¥] Cal ARed 610 [ Quasar 670 ] Standard Curve
- 1250 ]
3000 s
1000 3
vy av
2000 ] -, 750
[ w
(== = =
500
1000
250 4
u TIP
0 f T 0 f‘ 0
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)
Vzorek 4
@ FaM [ HEX [¥] Cal Red 610 [¥] Quasar 670 ] Standard Curve
3000 2500 GV Mob
2500 4 co e
2000 3
2000 4
CA = 1500 3
£ 1500 &
1000 1 1000 4
500 4 500 3
T
ok - = o Lo __ Gullob.
[ 10 20 30 40 0 10 20 30 10
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2)
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Vysledek prohlizece

Seegene
Ukézka FAM HEX CAL Red 610 Quasar 670 Luto BY calco |ty
Jkiad Vykiad
ca | et Lacto] ot [co|ct|lav ot | 7v]|ct |av ] ot [mob] ct | ic | e
1 - IN/A] 4 |143 N/A| + |6.27 N/A] + |a48 N/A[ + |a31| Lacto, cv, | Bakteridini
AV" Vagin6za
N/
2 - INJAL + 304 | + ool + |[6.22 N/A A N/A[ + b1.50| Lacto, co, | Bakteriini co
GV" Vaginéza
N/
3 - [N/A N/A N/A] + |o73| + |e.50 A N/A[ + J657| ev.Tv* | Normaini* TV
4 + 8.4z N/A| + pssg| + [s07 N/A[ + |s63| + |o.s1 N/A |-ca, co, av,| Bakteriani |cA|co
AV, Mob" Vaginéza

*: Lactobacillus spp. mize byt zplsoben tim, Ze pacientka je po menopauze.
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RESENi PROBLEMU

Allplex™ Screeningovy test na
vaginitidu

o PRAVDEPODOBNE o
POZOROVANI PRICINY RESENI

Fluorofory pro data

analyzy neodpovidaji Vyberte spravné fluorofory pro analyzu dat.
protokolu
Nespravné nastaveni realného
Casu Zkontrolujte podminky tepelného cyklovani a
termalniho cyklovace zopakujte test pfi spravném nastaveni.

Zkontrolujte podminky skladovani (viz strana 10)
. Nespravné skladovani nebo
Zadny signal ) . a datum expirace (viz Stitek) testovaci soupravy a
expirace testovaci sady [y pfipadé potieby pouZijte novou

sadu.

Selhani extrakce nukleové |Uijistéte se, ze pouzivate doporu¢enou metodu
kyseliny extrakce.

Pokud nebyl pozorovan cilovy signal ani signal IC,
znamena to, Ze byl vzorek odebran nespravné.
Odeberte vzorek znovu.

Chyba pfi odbéru vzorku

Pokud neni zaznamenan signal cilového patogenu
ani signal IC, odeberte vzorky znovu.

Pokud je pozorovan signal cilového patogenu, ale
chybi signal IC,

mohlo dojit k inhibici amplifikace IC

vysokym titrem cilového patogenu. Pokud chcete

potvrdit IC signal, zfedte vzorek (1/10~1/100) ve

Chyba odbéru vzorku nebo |fyziologickém roztoku a test opakujte od kroku
vysoky obsah extrakce

Zadny signal interni

kontroly nukleové kyseliny patogenu

Zfedte vzorek (1/10~1/100) ve fyziologickém
roztoku.

Pritomnost inhibitoru PCR )
a zopakujte test od kroku extrakce.

Spikes v jakémkoli
Zkumavku s PCR pred spusténim zafizeni
cykla Bublina ve zkumavce PCR |odstiedte.

amplifika€ni krivky
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Allplex™ Screeningovy test na
vaginitidu

o PRAVD:E’BODOBNE Lo

POZOROVANI PRICINY RESENI
Predpokladany Dekontaminujte vechny povrchy a nastroje

. _fa|§S']e chlornanem sodnym a ethanolem. Pouzivejte pouze

pozitivni vysledek filtradni $picky.
nebo cilové
L Kontaminace V prabéhu celého postupu a ménte Spicky mezi
signaly v zkumavkami. Cely postup zopakuijte od extrakce

negativni kontrole

nukleovych

kyselin pomoci nové sady Cinidel.

Predpokladany
faleSné
negativni vysledek
nebo

signal v

pozitivni kontrole

Chyba pfi odbéru vzorku

Zkontrolujte prosim metodu odbéru vzork( a

odeberte vzorek znovu.

Nespravné skladovani

vzorku

Odeberte vzorek znovu a
ujistéte se, ze je
skladovany v souladu s doporu€enim.

Opakujte cely proces.

Chyba v extrakci nukleové
kyseliny

Zkontrolujte postup extrakce nukleovych kyselin

a koncentrace nukleovych kyselin a provedte.
extrakci nukleové kyseliny
znovu.

Chyba pfi pfidavani nukleové
kyseliny
do odpovidajicich zkumavek
PCR

Zkontrolujte &isla vzork(l ve zkumavkach
obsahujicich

nukleové kyseliny a ujistéte se, ze jste pfidali
nukleovou kyselinu do

spravné zkumavky PCR. Pokud je to nutné, peclivé
zopakujte test.

Pritomnost inhibitoru

Zredte vzorek (1/10~1/100) ve fyziologickém
roztoku.

a zopakujte test od kroku extrakce.

Nespravna smés PCR

Zkontrolujte, zda jsou do PCR pfidany vSechny
slozky smési.

(citlivost mize byt pouzitim pfedmixované
Smeési snizena)

VSechny reagencie se pfed pouzitim musi

homogenizovat a odstfedit.

Predpokladany
falesny

signal standardni
DNA

Nespravné skladovani

standardni DNA

Zkontrolujte podminky skladovani (viz strana 10)

a datum expirace (viz Stitek) testovaci soupravy a

v pfipadé potfeby pouzijte novou
sadu.

R? < 0,980

Zkontrolujte, zda jsou spravné nastaveny hodnoty
SD1, SD2 a SD3.

a v pfipadé potfeby je opravte. Pokud to

nepomuze, opakujte




PCR pro vSechny vzorky, SD1, SD2 a SD3.
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vagimitau

VYKONNOST

1. Specificita
KFizova reaktivita AIIpIexTNI Vaginitis Screening Assay byla testovana pomoci 167 standardnich
materiald a organismf, jak je uvedeno nize. Specifické cile, které byly navrzeny pro detekci,

byly identifikovany pomoci AIIpIexT"/| Vaginitis Screening Assay.

1 Atopobium vaginae KCTC 15240 Zjisténo AV
2 Candida albicans Geomebiotika 18G-7 Zjisténo CA
3 Candida dubliniensis KCTC 17427 Zjisténo CO
4 Candida glabrata KCCM 50044 Zjisténo CO
5 Candida krusei KCCM 50633 Zjisténo CO
6 Candida lusitaniae KCCM 50541 Zjisténo CO
7 Candida parapsilosis KCTC 7653 Zjisténo CO
8 Candida tropicalis KCCM 32008 Zjisténo CO
9 Gardnerella vaginalis KCTC 5096 Zjisténo GV
10 Lactobacillus crispatus KCTC 5054 Zjisténé lacto
11 Lactobacillus gasseri KCTC 3163 Zjisténe lacto
12 Lactobacillus jensenii KCTC 5194 Zjisténe lacto
13 Mobilluncus curtisii ATCC 35241 Zjisténo Mob
14 Mobiluncus mulieris ATCC 35240D-5 Zjisténo Mob
15 Trichomonas vaginalis ATCC 30001 Zjisténo TV
16 Acinetobacter baumannii KCCM 35401 Nezjisténo
17 Acinetobacter calcoceticus KCTC 2357 Nezjisténo
18 Acinetobacter lwoffii KCTC 12407 Nezjisténo
19 Acinetobacter schindleri KCTC 12409 Nezjisténo
20 Acinetobacter ursingii KCTC 12410 Nezjisténo
21 Actinomyces isrealii KCTC 9054 Nezjisténo
22 Aerococcus viridans ATCC 11563 Nezjisténo
23 Aeromonas hydrophilia KCTC 2358 Nezjisténo
24 Agrobacterium tumefaciens KCCM 12137 Nezjisténo
25 Alcaligenes faecalis KCTC 2678 Nezjisténo
26 Atopobium minutum KCTC 5038 Nezjisténo
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27 Atopobium parvulum KCTC 3663 Nezjisténo
28 Bacillus subtilis KCTC 1021 Nezjisténo
29 Bacteroides caccae ATCC 43185 Nezjisténo
30 Bacteroides fragilis KCTC 5013 Nezjisténo
31 Bacteroides ovatus KCTC 5827 Nezjisténo
32 Bacteroides vulgatus ATCC 8480 Nezjisténo
33 Bacteroides xylanisolvens KCTC 15192 Nezjisténo
34 Bifidobacterium adolescentis KCCM 11206 Nezjisténo
35 Bifidobacterium longum KCCM 11953 Nezjisténo
36 Minimum Bifidobacterium KCTC 3273 Nezjisténo
37 Blautia producta(prevot) Liu et al. ATCC 27340 Nezjisténo
38 Brevibacterium linens KCTC 9099 Nezjisténo
39 Candida orthopsilosis ATCC 96139 Nezjisténo
40 Chlamydia trachomatis (LGV I) ATCC VR-901BD Nezjisténo
41 Chlamydia trachomatis (LGV 1) ATCC VR-902BD Nezjisténo
42 Chlamydia trachomatis (LGV IlI) ATCC VR-903D Nezjisténo
43 Chlamydia trachomatis (sérovar A) ATCC VR-571B Nezjisténo
44 Chlamydia trachomatis (sérovar B) ATCC VR-573 Nezjisténo
45 Chlamydia trachomatis (sérovar Ba) ATCC VR-347 Nezjisténo
46 Chlamydia trachomatis (sérovar C) ATCC VR-1500 Nezjisténo
a7 Chlamydia trachomatis (sérovar D) ATCC VR-885 Nezjisténo
48 Chlamydia trachomatis (sérovar E) ATCC VR-348B Nezjisténo
49 Chlamydia trachomatis (sérovar F) ATCC VR-346 Nezjisténo
50 Chlamydia trachomatis (sérovar G) ATCC VR-878 Nezjisténo
51 Chlamydia trachomatis (sérovar H) ATCC VR-879D Nezjisténo
52 Chlamydia trachomatis (sérovar ) ATCC VR-880 Nezjisténo
53 Chlamydia trachomatis (sérovar J) ATCC VR-886 Nezjisténo
54 Chlamydia trachomatis (sérovar K) ATCC VR-887 Nezjisténo
55 Chlamydophila pneumoniae ATCC VR-1360 Nezjisténo
56 Chromobacterium violaceum KCTC 2897 Nezjisténo
57 Citrobacter freundii KCTC 2509 Nezjisténo
58 Clostridium difficile (Toxin A+ / B+) ATCC 9689D-5 Nezjisténo
59 Clostridium perfringens KCTC 3269 Nezjisténo
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Organismus Zdroj: Izolované ¢. Vysledek U
60 Corynebacterium genitalium ATCC 33031 Nezjisténo
61 Corynebacterium xerosis KCTC 3435 Nezjisténo
62 Cryptococcus neoformans KCCM 50564 Nezjisténo
63 Cytomegalovirus ATCC VR-807 Nezjisténo
64 Deinococcus radiopugnans ATCC 19172 Nezjisténo
65 Derxia gummosa KCTC 12784 Nezjisténo
66 Enterobacter aerogenes KCTC 2190 Nezjisténo
67 Enterobacter cloacae KCCM 12178 Nezjisténo
68 Enterococcus avium ATCC 14025 Nezjisténo
69 Enterococcus faecalis ATCC 11700 Nezjisténo
70 Enterococcus faecium ATCC 5155951559 Nezjisténo
71 Virus Epsteina Barra ATCC VR-1492 Nezjisténo
72 Escherichia coli KCCM 11591 Nezjisténo
73 Gemella haemolysans ATCC 10379 Nezjisténo
74 Haemophilus ducreyi KCTC 2745 Nezjisténo
75 Haemophilus influenzae ATCC 51907D Nezjisténo
76 Virus hepatitidy A ATCC VR-1541 Nezjisténo
77 Virus hepatitidy B ATCC VR-3232SD Nezjisténo
78 Lidsky herpesvirus 1 KBPV VR-52 Nezjisténo
79 Lidsky herpesvirus 2 KBPV VR-53 Nezjisténo
80 Virus varicella-zoster ATCC VR-1367 Nezjisténo
81 Lidsky papilomavirus kmen 18 KCLB 10002 Nezjisténo
82 Kingella denitrificans ATCC 33394 Nezjisténo
83 Kingella kingae ATCC 23330 Nezjisténo

Klebsiella pneumoniae subsp.
84 ATCC 6908 Nezjisténo
rhinoscleromatis
85 Lactobacillus acidophilus KCCM 32820 Nezjisténo
86 Lactobacillus amylovorus KCCM 40431 Nezjisténo
87 Lactobacillus brevis KCTC 3498 Nezjisténo
88 Lactobacillus casei KCCM 12452 Nezjisténo
89 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis KCTC 3035 Nezjisténo
Lactobacillus delbrueckii subsp.
90 KCTC 13730 Nezjisténo
delbrueckii
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Organismus Izolované ¢. Vysledek t
91 Lactobacillus fermentum KCCM 40401 Nezjisténo
92 Lactobacillus gallinarum KCCM 40987 Nezjisténo
93 Lactobacillus helveticus KCTC 15060 Nezjisténo
94 Lactobacillus hominis DSM 23910 KCTC 21045 Nezjisténo
95 Lactobacillus iners CCARM 123 Nezjisténo
96 Lactobacillus intestinalis KCCM 40990 Nezjisténo
97 Lactobacillus johnsonii KCCM 32825 Nezjisténo
98 Lactobacillus kalixensis KCTC 5856 Nezjisténo
99 Lactobacillus oris KCCM 40993 Nezjisténo
100 Lactobacillus parabuchneri KCTC 3503 Nezjisténo
101 Lactobacillus pentosus KCCM 40997 Nezjisténo
102 Lactobacillus plantarum ATCC 700934 Nezjisténo
103 Lactobacillus reuteri KCCM 40717 Nezjisténo
104 Lactobacillus rhamnosus KCCM 32405 Nezjisténo
105 | Lactobacillus salivarius subsp. salicinius KCCM 40998 Nezjisténo
106 Lactobacillus sanfrancisensis ATCC 27651 Nezjisténo
107 Lactobacillus ultunensis KCTC 5857 Nezjisténo
108 Lactobacillus vaginalis KCTC 41001 Nezjisténo
109 Legionella pneumophila KCCM 41781 Nezjisténo
110 Micrococcus luteus KCTC 3063 Nezjisténo
111 Moraxella catarrhalis KCCM 42707 Nezjisténo
112 Moraxella osloensis ATCC 19976 Nezjisténo
113 Morganella morganii subsp. morganii KCCM 11497 Nezjisténo
114 Mycobacterium smegmatis KCTC 9108 Nezjisténo
115 Mycoplasma arginini ATCC 23838D Nezjisténo
116 Mycoplasma felis Cole et al. ATCC 23391 Nezjisténo
117 Mycoplasma genitalium ATCC 33530 Nezjisténo
118 Mycoplasma hominis ATCC 27545-TTR Nezjisténo
119 Mycoplasma iowae Jordan et al. ATCC 33552 Nezjisténo
120 Mycoplasma leonicaptivi Hill ATCC 49890 Nezjisténo
121 Mycoplasma pneumoniae ATCC 15531 Nezjisténo
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122 Mycoplasma pulmonis ATCC 19612 Nezjisténo
123 Mycoplasma spumans ATCC 19526 Nezjisténo
124 Neisseria cinerea ATCC 14685 Nezjisténo
125 Neisseria elongata KCTC 23361 Nezjisténo
126 Neisseria flavescens ATCC 13120 Nezjisténo
127 Neisseria gonorrhoeae ATCC 700825 Nezjisténo
128 Neisseria lactamica ATCC 23970 Nezjisténo
129 Neisseria meningitidis KCCM 41562 Nezjisténo
130 Neisseria mucosa ATCC 19696 Nezjisténo
131 Neisseria perflava ATCC 10555 Nezjisténo
132 Neisseria polysaccharea ATCC 43768 Nezjisténo
133 Neisseria sicca ATCC 29256 Nezjisténo
134 Neisseria subflava ATCC 19243 Nezjisténo
135 Paracoccus denitrificans KCTC 2530 Nezjisténo
136 Peptostreptococcus anaerobius ATCC 49031D-5 Nezjisténo
137 Prevotella bivia KCTC 5454 Nezjisténo
138 Prevotella buccalis KCTC 5496 Nezjisténo
139 Prevotella disiens KCTC 5499 Nezjisténo
140 Prevotella intermedia KCTC 5692 Nezjisténo
141 Prevotella melaninogenica KCTC 5457 Nezjisténo
142 Propionibacterium acnes KCTC 3314 Nezjisténo
143 Proteus mirabilis ATCC 12453 Nezjisténo
144 Providencia stuartii KCTC 2568 Nezjisténo
145 Pseudomonas aeruginosa KCCM 11328 Nezjisténo
146 Pseudomonas putida KCTC 1643 Nezjisténo
147 Rahnella aquatilis KCTC 2863 Nezjisténo
148 Rhodospirillum rubrum KCTC 1372 Nezjisténo
149 Saccharomyces cerevisiae KCCM 50511 Nezjisténo
150 Salmonella enteritidis KCCM 12021 Nezjisténo
151 Salmonella typhimurium KCCM 40253 Nezjisténo
152 Staphylococcus aureus KCTC 1621 Nezjisténo
153 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Nezjisténo
154 Streptococcus agalactiae KCCM 40417 Nezjisténo
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Organismus Izolat €. | Vysledek t
155 Streptococcus bovis KCCM 40409 Nezjisténo
156 Streptococcus mitis KCTC 5650 Nezjisténo
157 Streptococcus mutans KCTC 3065 Nezjisténo
158 Streptococcus pneumoniae ATCC BAA-255D Nezjisténo
159 Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Nezjisténo
160 Streptococcus salivarius KCCM 11926 Nezjisténo
161 Streptococcus sanguinis KCTC 3299 Nezjisténo
162 Treponema pallidium ATCC BAA-2642SD Nezjisténo
163 Trichomonas tenax ATCC 30207 Nezjisténo
164 Ureaplasma parvum ATCC 27818 Nezjisténo
165 Ureaplasma urealyticum ATCC 27816 Nezjisténo
166 Vibrio parahaemolyticus KCTC 2471 Nezjisténo
167 Yersinia enterocolitica ATCC 23715 Nezjisténo

TTesty specifiénosti byly opakovany tfikrat.

¥ ATCC: American Type Culture Collection
ZMC: ZeptoMetrix Corporation
KCTC : Korejska sbirka pro kulturu pisma
KCCM : Korejské kulturni centrum mikroorganismi

KCLB: Korejska banka buné&énych linii

2. Citlivost

pozitivnich vysledk ze vSech testovanych vzorkl). Byla potvrzena, kdyz byl spravny
organismus/vysledek testu ziskan alespor z 30 z 30 testovanych vzorkl (30/30 = 100 %). Citlivost
AIIpIexTM Vaginitis Screening Assay byla stanovena pomoci cilovych plazmidovych DNA. Mez

detekce pro AIIpIexT'V| Vaginitis Screening Assay byla 100 kopii/reakce.
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3. Reprodukovatelnost

Byl pfipraven panel reprodukovatelnosti 21 simulovanych analytli, ktery zahrnoval vysoce
negativni (0,1x LoD), nizce pozitivni (1x LoD) a stfedné pozitivni (3x LoD) vzorky. Na kazdém
testovacim misté byl panel testovan po dobu péti dn(l, dvakrat denné dvéma riznymi operatory
a trojnasobkem kazdého panelu v jednom béhu zafizeni. Testovalo se s jednou Sarzi AIIpIexT'VI
Vaginitis Screening Assay na tfech rGznych pracovistich a tfemi Sarzemi na jednom internim
pracovisti. Pro studii reprodukovatelnosti byla sledovana mira pozitivity pro kazdy analyt: 100,00
% pro stfedné pozitivni vzorky, = 100,00 % pro nizce pozitivni vzorky a = 79,33 % pro vysoce

negativni vzorky.
Reprodukovatelnost screeningového testu AIIpIexT'VI Vaginitis byla hodnocena mezi jednotlivymi
pracovisti, Sarzemi vyrobk( a experimentatory. Vysledky splfiovaly vySe uvedena kritéria, ¢imz

se potvrdila reprodukovatelnost testu AIIpIexT'VI Vaginitis Screening Assay.

4. Interferujici latky

Tento test byl proveden za pouziti ¢tyf interferujicich latek, aby byla potvrzena Gc&innost
screeningového testu AIIpIexT'VI Vaginitis v pfitomnosti potencialnich interferujicich latek. Pfidani
latek nemélo zadny vliv na vysledek nespecifické detekce nebo inhibice amplifikace cile. Na
zakladé vysledku nemély Ctyfi interferujici latky zadny vliv na vysledky AIIpIexT'VI Vaginitis

Screening Assay.

Inreferujici latky Koncentrace
1 Lidska plna krev 2,5 % (VIv)
2 Albumin (BSA) 60 g/l
3 Bilirubin 342 pymol/l
4 Hlen -
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KLi€ K SYMBOLUM

Kli¢ k symbolim pouzitym v pfiru¢ce a na Stitcich.

Symbol Vysvétleni

IVD Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
LOT Kod davky
REF Katalogové &islo

Horni hranice teploty

g Datum spotieby

Smés oligonukleotidl pro amplifikaci a detekci

PREMIX PCR Master Mix nebo Detection Mix
WATER Voda bez RNazy
Pozitivni kontrola (PC)
SD Standardni DNA

d Vyrobce

Datum vyroby

[:E] Prectéte si navod k pousiti

m Zplnomocnény zastupce v Evropském spole€enstvi
A Upozornéni

W Obsahuje dostate€né mnozZstvi pro <pocet> testl
UDI Jedineény identifikator zafizeni
rXns Reakéni ¢arovy kéd pro automaticky systém extrakce
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INFORMACE PRO OBJEDNANI
Kat. €. Produkt Velikost
AIIpIexT"/I series
SD103217 AIIpIexT'\’I Screeningovy test na vaginitidu 25 reakci
SD9750Y AIIpIexT'\’I Screeningovy test na vaginitidu 50 reakci
SD9750X AIIpIexT'\’I Screeningovy test na vaginitidu 100 reakci
PrisluSenstvi
SG1701 Ribo_spin VRD (sada pro extrakci virové RNA/DNA) 50 pFiprav
Automatické systémy extrakce
65415-02 Microlab NIMBUS IVD baleni
173000-075 Microlab STARIet IVD baleni
65415-03 Seegene NIMBUS baleni
67930-03 Seegene STARlet baleni
744300.4.UC384 Univerzalni sada kazet STARMag 96 X 4 384T / 1box
SG72100 AlOS baleni
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