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UVOD A UCEL POUZITI

Clonit™®°STD Top 7 je navrien pro specifickou identifikaci a diferenciaci Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium, Trichomonas vaginalis, Ureaplasma urealyticum,
Ureaplasma parvum a/nebo Mycoplasma hominis, u urogenitalnich, endocervikalnich vzorkd a vzorka
moci od pacientll s pfiznaky pohlavné prenosnych nemoci (sexually transmitted diseases, dale jen
STDs). Tento test je uréen k pouZiti jako pomlcka pfi diagnostice STDs v kombinaci s klinickymi a
epidemiologickymi rizikovymi faktory. DNA je extrahovana z klinickych vzorkd, zmnoZena pomoci
amplifikace v redlném case a detekovana pomoci fluorescencnich reportérovych sond specifickych
pro Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium, Trichomonas vaginalis,
Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum a Mycoplasma hominis.

OBSAH

Souprava obsahuje dostatek reagencii pro provedeni 48 amplifika¢nich testd.

Mnoistvi  Popis

6x8
R1 jamkovych Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis & Mycoplasma genitalium

stripl

6x8

. , Trichomonas vaginalis, Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum &
R2 jamkovych .
. Mycoplasma hominis

stripd
R3 1 vialka STD — pozitivni kontrola
R4 1 vialka x 1ml Voda bez RNazy/DNazy (pufr A)
R5 1 vialka x 1.8ml Rehydratacni pufr (pufr B)
R6 1 vialka x 1ml Negativni kontrola (pufr C)

12 8-vickovy strip

POZADOVANE MATERIALY A PRISTROJE, KTERE NEJSOU SOUCASTI KITU

Nasledujici seznam obsahuje materidly, které jsou potiebné k provedeni testd, ale nejsou zahrnuty v
kitu Clonit'nGoSTD Top 7.

Ptistroj pro Real time PCR (termocykler).

Kit pro izolaci DNA.

Centrifuga pro 1,5 ml zkumavky a PCR stripy nebo 96jamkovou desticku (pokud je k dispozici).
Vortex

Mikropipety (0,5-20 uL, 20-200 uL)

Spicky s filtrem.

Jednorazové rukavice bez pudru.

Nakladaci blok (pro pouziti s nastroji Qiagen/Corbett Rotor-Gene®).

KOMPATIBILNI PRISTROJE
Kit Clonit™°STD Top 7 byl validovan s nasledujicim vybavenim:
e Systém Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR,
e Systém Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR Detection,
e Systém Agilent Technologies AriaMx Real-Time PCR,
e Termocykler DNA-Technology DTprime Real-time Detection,
o Systém DNA-Technology DTlite Real-Time PCR System,
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e Rotor-Gene® Q (Qiagen),
e SmartCycler® (Cepheid)
e Roche Molecular Diagnostics Cobas z480 Analyzer.

Pti pouziti Applied Biosystems 7500 Fast spolecné se stripy se doporucuje umistit drzak desticek, aby
se snizilo riziko rozbiti zkumavek (PN 4388506).

Zajistéte, aby byly pfistroje nainstalovany, kalibrovany, kontrolovany a udrZovany podle pokyn( a
doporuceni vyrobce.

VZORKY A JEJICH SKLADOVANI

Klinické vzorky (tj. urogenitalni vytéry, vzorky moci, rektalni a endocervikalni vytéry) by mély byt
odebirdny do Cistych nadob a zpracovavany co nejdfive, aby byla zarucena kvalita testu.
Doporucujeme pouZzivat Cerstvé vzorky. Pti delSim skladovani by mély byt vzorky zmrazeny pfi -20 ° C.
V tomto pripadé nechte vzorek pred testem Uplné rozmrazit a nechte jej na pokojové teploté. Pred
pfipravou vzorek co nejdikladnéji homogenizujte. Vyvarujte se opakovaného zmrazovani a
rozmrazovani. Provedte pfipravu vzorku podle doporucéeni uvedenych v ndvodu pouzivaného kitu pro
izolaci DNA.

UPOZORNENI PRED POUZITIM KITU

Produkt je zamySlen pro pouZiti pouze profesiondlnimi uZivateli, jako jsou laboratorni nebo
zdravotnicti odbornici a technici, vyskoleni v technikdch molekularni biologie.

Nepouzivejte po datu exspirace.

Nepouzivejte reagencie, pokud jsou ochranné sacky pfi doruceni oteviené nebo poskozené.
Nepouzivejte reagencie, pokud neni uvnitf sackud s ¢inidly pritomno vysousedlo nebo je poskozeno.
Jakmile je oteviené sacek s Cinidlem, neodstranujte vysousedlo.

Po kazdém poufZiti ochranné sacky reagencii neprodysné uzaviete pomovi zipového uzavéru

Pred uzavienim odstrante veskery prebytecny vzduch ze sacka.

Nepouzivejte reagencie, pokud je folie zlomena nebo poskozena.

Nemichejte ¢inidla z rGznych obélek a/nebo kit a/nebo Sarzi a/nebo jiného dodavatele.

Chrante reagencie pred vlhkosti. Delsi vystaveni vihkosti mize ovlivnit vykonnost vyrobku.

Ujistéte se, Ze pouzivate jamku pro stanoveni Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis a
Mycoplasma genitalium a dalsi jamku pro stanoveni Trichomonas vaginalis, Ureaplasma urealyticum,
Ureaplasma parvum a Mycoplasma hominis. Dejte pozor, abyste je béhem procesu nesmichali.

LIMITACE METODY

Vysledky testu by mél zdravotnicky pracovnik vyhodnotit v souvislosti s anamnézou, klinickymi
pfiznaky a dalSimi diagnostickymi testy.
Ackoli tento test mlzZe byt pouZit s jinymi typy vzork(, byl validovan pouze pro nasledujici DNA:

- DNA extrahovanou z urogenitalnich vzork(l a endocervikdlnich vzorklli pro Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium, Trichomonas vaginalis,
Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum a Mycoplasma hominis,

- pro rektalni vzorky (rektalné-vaginalni vzorky a rektalni vzorky) pro Neisseria gonorrhoeae,
Ureaplasma urealyticum a Mycoplasma hominis;

- pro vzorky moci pro Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium,
Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum a Mycoplasma hominis.

ON zasahuje pouze do posuzovani shody testu na Chlamydia trachomatis. Rozsah certifikace CE
zahrnuje detekci Chlamydia trachomatis ze vzorkd moci a urogenitalnich a endocervikalnich vytéra.
Detekce Chlamydia trachomatis ve spermatu, séru, faryngealnich, rektalnich, uretralnich a vaginalnich
vytérech je mimo rozsah certifikace ON. Zbytek patogenl ma vlastni certifikaci pro oznaceni CE.
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Kvalita testu zavisi na kvalité vzorku; musi byt spravné extrahovana nukleova kyselina z klinickych
vzork(. Nevhodny sbér, skladovéani a/nebo nevhodna pfeprava vzork( mdze vést k falesné negativnim
vysledkim.

Extrémné nizké Urovné cile pod limitem detekce sice mohou byt detekovany, ale vysledky nemusi byt
reprodukovatelné.

Existuje moZnost falesné pozitivnich vysledk( v dlsledku kfizové kontaminace pohlavné pfenosnymi
chorobami, bud’ u vzork( obsahujicich vysoké koncentrace cilové DNA, nebo kontaminace produkty
PCR z predchozich reakci.

SKLADOVANI A STABILITA

Kity mohou byt dodavany a skladovany pfi teploté 2 a 40 ° C aZ do data exspirace, ktery je uveden na
stitku. Jakmile byla pozitivni kontrola resuspendovana, ulozte ji pfi -20 °C. Doporucujeme ji zamrazit
v alikvotech, aby se minimalizovaly cykly zmrazeni a rozmrazeni. UdrZujte soucasti kitu mimo dosah
slunec¢niho zéareni.

ANALYTICKY PROCES

Klinické vzorky (tj. urogenitalni vzorky, vzorky moci, rektalni a endocervikalni vzorky) by mély byt
odebirany do Ccistych nadob a zpracovavany co nejdfive, aby byla zarucena kvalita testu.
Doporucujeme pouZivat Cerstvé vzorky. Pri delSim skladovani by mély byt vzorky zmrazeny pfi -20 ° C.
V tomto pfipadé nechte vzorek pred testem Uplné rozmrazit a nechte jej na pokojové teploté. Pred
pfipravou vzorek co nejdidkladnéji homogenizujte. Vyvarujte se opakovaného zmrazovani a
rozmrazovani. Provedte pripravu vzorku podle doporucéeni uvedenych v ndvodu pouzivaného kitu pro
izolaci DNA.
Pro extrakci DNA z klinickych vzork(i muzZete pouzit svlij manualni nebo automaticky rutinné
optimalizovany systém. MUZete také pouzit jakoukoli komercné dostupnou soupravu pro extrakci DNA
a postupovat podle pokynt vyrobce. Napf.:
e Maxwell® 16 Viral Celkem Nucleic Acid Purification Kit, s pouZitim pfistroje Maxwell® 16
(Promega).
e ZP02006 MagPurix Bacterial DNA Extraction Kit, s pouZitim pristroje MagPurix 12A (Zinexts
Life Science Corp.).
e US121 NX-48 Urine/Swab DNA Kit s pouzitim Nextractor® NX-48 (Genolution Inc.).

POZITIVNi KONTROLA

Pozitivni kontrola STD Top 7 obsahuje vysoké mnozstvi kopii templatu, proto ji doporucujeme otevfrit
a manipulovat s ni v oddélené laboratorni oblasti mimo ostatni komponenty. Rekonstituujte
lyofilizovanou pozitivni kontrolu STD (éervena vialka) pfidanim 200 pl dodané vody bez Rnazy/DNA&zy
(bila vialka) a dikladné promichejte.

VLASTNIi POSTUP

Urcete a oddélte pocet pozadovanych reakci véetné vzorkd a kontrol. V kazdém pokusu musi byt
zahrnuta jedna pozitivni a negativni kontrola.

Odstrante ochranné hlinikové tésnéni z desticek a strip0.

Rekonstituujte pocet jamek, které potiebujete. Do kazdé jamky pridejte 15 pl rehydratacniho pufru
(modra vialka).

Pridavani vzork( a kontrol: Pfidejte 5 pl DNA extrahované z kazdého vzorku, rekonstituujte pozitivni
kontrolu a negativni kontrolu kitu STD do rGznych jamek a uzavrete je poskytnutymi vicky.
Doporucuje se kratce odsttedit 8 jamkové stripy nebo jemné klepnout kazdym stripem o tvrdy povrch,
aby se zajistilo, Ze veSkera tekutina steCe na dno zkumavek. Vlozite desku nebo prouzky do
termocykleru.
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NASTAVENi SOFTWARU
Zapnéte termocykler. Naprogramujte termocykler podle nize uvedenych podminek a spustte run:
Cykly Denaturace Annealing/ extenze
1 95°C 2 min Cteci fdze
45 95°C 10 sec 60°C 50 sec

Béhem extenze dochazi ke sbéru a zapisovani fluorogennich dat.

R1 Interni kontrola C.trachomatis N.gonorrhoeae M. genitalium
7500 Lifetech. Cy5 FAM ROX viC
CFX 96 Cy5 FAM ROX HEX/JOE
RotorGene Q - Green Orange Yellow
QS5 Lifetech. Cy5 FAM ROX %/8
R2 M.hominis T.vaginalis U.parvum U.urealyticum
7500 Lifetech. Cy5 FAM ROX vIC
CFX 96 Cy5 FAM ROX HEX/JOE
RotorGene Q - Green Orange Yellow
QS5 Lifetech. Cy5 FAM ROX VIiC

V systému Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR a v systému Stratagene Mx3005P™ Real Time
PCR zkontrolujte, Ze volba pasivni reference ROX neni vybrana. V systému Applied Biosystems 7500
Fast Real-Time PCR System vyberte Ramp Speed Standard v Select New Experiment/Advanced
Setup/Experiment Properties (Vybrat novy experiment/Upresnit nastaveni/Vlastnosti experimentu).

Objem reakce: 20 pl.
INTERPRETACE VYSLEDKU

PouZiti pozitivnich a negativnich kontrol v kazdém cyklu ovéruje reakci kontrolou nepfitomnosti
signalu v jamce negativni kontroly a pfitomnosti signalu v jamce pro pozitivni kontrolu STDs. Analyza
vzorkU se provadi samotnym softwarem pouzitého PCR zafizeni v redlném Case podle pokyni vyrobce.

Interpretace vysledkd pro Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis & Mycoplasma genitalium
8 jamkové stripy:

e \Vzorek je povazovan za pozitivni na Chlamydia trachomatis, pokud je v kanalu FAM
amplifika¢ni signdl, ziskand hodnota Ct je mensi nez 40 a vnitfni kontrola ukazuje nebo
neukazuje amplifikacni signal. Nékdy neni detekce vnitfni kontroly nutna, protoZe vysoky
pocet kopii cile miZe zpUsobit preferenéni amplifikaci nukleovych kyselin specifickych pro cil.

e Vzorek je povaZovan za pozitivni na Neisseria gonorrhoeae, pokud je v kanalu ROX amplifikacni
signal, ziskanad hodnota Ct je mensi nez 40 a vnitini kontrola ukazuje nebo neukazuje
amplifikacni signal. Nékdy detekce vnitini kontroly neni nutna, protoZe vysoky pocet kopii cile
miZe zpUsobit preferenéni amplifikaci nukleovych kyselin specifickych pro cil.

e Vzorek je povaZovan za pozitivni na Mycoplasma genitalium, pokud je v HEX kanalu
amplifikacni signal, ziskand hodnota Ct je mensi neZ 40 a vnitfni kontrola ukazuje nebo
neukazuje amplifikacni signal. Nékdy neni detekce vnitfni kontroly nutna, protoZe vysoky
pocet kopii cile mliZe zplsobit preferencni amplifikaci nukleovych kyselin specifickych pro cil.

e Vzorek se povaZuje za negativni, pokud vzorek v detekénim systému nevykazuje amplifikaéni
signal, ale vnitfni kontrola je pozitivni. Experiment se povazZuje za neldspésny, pokud je vjamce
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negativni kontroly amplifika¢ni signal a/nebo v jamce pozitivni kontroly neni amplifikaéni
signal. Doporucujeme test opakovat.

V pripadé nepfitomnosti signalu vnitfni kontroly ve vzorkovych jamkach doporucujeme
opakovat test zfedénim vzorku 1:10 nebo opakovat extrakci, abyste zkontrolovali mozné
problémy s inhibici.

Interpretace vysledkl pro Trichomonas vaginalis, Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum a
Mycoplasma hominis pro 4/8 - jamkové stripy:

Vzorek je povaZovan za pozitivni na Trichomonas vaginalis, pokud je v kanalu FAM amplifikacni
signal a ziskana hodnota Ct je mensi nez 40.

Vzorek je povazovan za pozitivni na Ureaplasma urealyticum, pokud je v kanalu HEX/VIC/JOE
amplifikacni signal a ziskana hodnota Ct je mensi nez 40.

Vzorek je povazovan za pozitivni na Ureaplasma parvum, pokud je v kandlu ROX amplifikacni
signal a ziskana hodnota Ct je mensi nez 40.

Vzorek je povazovan za pozitivni na Mycoplasma hominis, pokud je v kanalu Cy5 amplifikacni
signal a ziskana hodnota Ct je mensi nez 40. - Vzorek je povazovan za negativni, pokud vzorek
v detekénim systému nevykazuje Zzadny amplifikacni signal.

Experiment je povaZovdn za neuspésny, pokud je v jamce negativni kontroly amplifikacni
signal a/nebo v jamce pozitivni kontroly neni amplifikaéni signal. Doporucujeme test opakovat.

HODNOCENI VYKONNOSTI

Klinicka senzitivita a specificita

Klinicka vykonnost kitu Clonit"™°STD Top 7 byla testovéna s pouZitim 948 rlznych vzorkd moce (FVU),
rektalnich vytérd, vytérl z mocové trubice, endocervikélnich vytérd/vypotkd, vaginalnich vytérd a
faryngedlnich vytért od symptomatickych pacientll. Ze vSech analyzovanych vzork( bylo ziskano 46
nesouhlasnych vzork(. Tyto nesrovnalosti byly pozorovany hlavné u vzorku blizkych detekénimu limitu.
Tyto vysledky obou multiplexnich reakci byly porovnany s vysledky ziskanymi metodou molekularni
detekce (AllplexTM STI Essential Test (Seegene)). Ze 46 nesouhlasnych vzorkd bylo mozné tento
nesoulad u 35 vzork( vyresit pomoci kitu FTD Urethritis plus (Fast Track Diagnostics), zbytek nemohl
byt znovu analyzovan z dlivodu nedostatecného mnozstvi vzorku.

Vysledky byly nasleduijici:

Allplex STI Essential Test (seegene)

Clonit™°STD Top 7 + - Celkem
Neisseria gonorrhoeae + 19 1 20
- 1 927 928
Celkem 20 928 948

Allplex STI Essential Test (seegene)

Clonit™°STD Top 7 + - Celkem
C. trachomatis + 68 3 71
- 2 875 877
Celkem 70 878 948
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Allplex STI Essential Test (seegene)
Clonit™%°STD Top 7 + - Celkem
M.genitalium + 28 1 29
- 2 917 918
Celkem 30 918 948
Allplex STI Essential Test (seegene)
Clonit™°STD Top 7 + - Celkem
T.vaginalis + 20 3 23
- 0 925 925
Celkem 20 928 948
Allplex STI Essential Test (seegene)
Clonit™°STD Top 7 + - Celkem
U.urealyticum + 166 6 172
- 7 769 776
Celkem 173 775 948
Allplex STI Essential Test (seegene)
Clonit™°STD Top 7 + - Celkem
U.parvum + 402 13 415
- 5 528 533
Celkem 407 541 948
Allplex STI Essential Test (seegene)
Clonit™%°STD Top 7 + - Celkem
M.hominis + 183 2 185
- 0 763 763
Celkem 183 765 948

Hodnoty senzitivity, specificity, PPV a NPV pro Clonit"°STD Top 7 (CLONIT) ve srovnani s testem
AllplexTM STI Essential (Seegene) jsou uvedeny v nasledujicic tabulce:

Cil SE(%) SP(%) VPP(%) VPN (%)
C.trachomatis 97.14 99.6 95.75 99.77
M.genitalium 93.33 99.89 96.55 99.78
N.gonorrhoeae 95 99.89 95 99.79
T.vaginalis 100 99.68 89.96 100
U.urealyticum 95.95 99.23 96.51 99.1
U.parvum 98.77 97.6 96.87 99.06
M.homins 100 99.74 98.92 100

Analyticka senzitivita:

Za analytickou citlivost se povaZuje nejvyssi zfedéni (titr), na které Ize pozitivni vzorek naredit, aniz by
systém ztratil schopnost detekovat jej jako pozitivni.

Clonit"™¢°STD Top 7 ma detekéni limit = 10 kopii DNA na reakci pro kazdy cil.
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Analyticka specificita:
Specificita kitu Clonit"®°STD Top 7 byla potvrzena testovdnim panelu sestdvajiciho z riznych

mikroorganisml predstavujicich nejbézinéjsi patogeny pohlavné prenosnych chorob. Nebyla
detekovana zadna zktiZzena reaktivita proti nékterému z nasledujicich testovanych mikroorganisma:

Vzorky Vysledky Vzorky Vysledky
Candida parapsilosis - Acinetobacter baumannii -
Escherichia Coli - Listeria Innocua -
Serratia marcescens - Ureaplasma urealyticum -/+
Candida tropicalis ) Chlamydia trachomatis (LGV) -/+
Gardnerella vaginalis ) Mycoplasma genitalium -[+
Staphylococcus aureu Cytomegalovirus -
Candida glabrata ) Chlamydia trachomatis (SW) -[+
Haemophilus influenzae } Mycoplasma hominis -/+
Stenotrophomonas maltophilia _ Herpes simplex virus 1 -
Candida krusei - Enterobacter cloacae -
Haemophilus ducreyi class 1 - Neisseria gonorrhoeae -/+

Streptococcus agalactiae
Candida dubliniensis
Klebsiella oxytoca
Streptococcus pneumoniae
Candida albicans
Klebsiella pneumoniae
Treponema pallidum
Aspergillus fumigatus
Listeria Ivanovii
Trichomonas vaginalis
Bacteroides fragilis
Listeria monocytogenes
Ureaplasma parvum

INTERFERENCE

Herpes simplex virus 2 -
Enterobacter aerogenes -
Neisseria meningitidis -
Human papillomavirus 16 -
Enterococcus faecalis -
Proteus mirabilis -
Human papillomavirus 18 -
Enterococcus faecium -
Pseudomonas aeruginosa -
Hepatitis A -

Ovérte, Ze v DNA extrahované ze vzorku nedoslo ke kontaminaci mukoproteiny a hemoglobinem, aby
se vyloucila mozna inhibice reakce PCR. Interference zplsobena kontaminaci mlze byt detekovana
spektrofotometrickou analyzou, ovérujici pomér mezi hodnotami absorbance pfi 260 nm (maximalni
absorpce nukleovych kyselin) a 280 nm (maximalni absorpce proteind). Cistd DNA by méla mit pomér
priblizné 1,8.

KONTROLA KVALITY

Doporucuje se zahrnout do kazdého analytického cyklu jako kontrolu kvality kazdého kroku extrakce,
amplifikace a detekce jiz testovany negativni a pozitivni vzorek nebo referencni material se znamou
koncentraci.

V souladu s certifikovanym systémem fizeni kvality Clonit ISO EN 13485 je kazda $arze Clonit"¢°STD
Top 7 testovdna na zadkladé predem stanovené specifikace, aby byla zajisténa konzistentni kvalita
produktu.
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TECHNICKA PODPORA

V pfipadé jakychkoli dotaz( se obratte na nasi technickou podporu:

e-mail: allgene@allgene.cz
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Clonit™¢°STD Top 7 je diagnostickd souprava s oznaenim CE podle evropské in vitro diagnostické
smérnice 98/79/CE. ON pouze zasahuje do posuzovani shody testu na Chlamydia trachomatis. Rozsah
certifikace CE zahrnuje detekci Chlamydia trachomatis ze vzork(li moci a urogenitalnich a
endocervikalnich vytérd. Detekce Chlamydia trachomatis ve spermatu a séru, ve faryngealnich a
rektalnich, uretralnich a vaginalnich vytérech je mimo rozsah certifikace ON. Zbytek patogend ma
vlastni certifikaci pro oznaceni CE.

CLONIT S.r.l.

Reditelstvi: Via Varese 20 — 20121 Milano

Misto vyroby: Via B. Quaranta 57 - 20139 Milano
Tel. + 39. (0)2.56814413 fax. +39. (0)2.56814515
www.clonit.it - info@clonit.it

C€ wo

for in vitro diagnostic use
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