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COBAS® TagMan® CT Test, v2.0

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

COBAS® TagMan® CT Test, v2.0 | CTMCTv2.0 | 48Tests  P/N: 05055202 190

AMPLICOR® CT/NG Specimen Preparation Kit | CT/NG PREP | 100 Tests P/N: 20759414 122
ART: 07 5941 4
US: 83315

POZNAMKA: Diky koupi tohoto produktu muaze zakaznik provadét amplifikaci a detekci sekvenci
nukleové kyseliny pomoci polymerazové retézové reakce (PCR) a pfibuznych procesu s vyuzitim
diagnostiky in vitro. Timto se neudili zadny obecny patent ani jina licence jakéhokoliv typu mimo
toto konkrétni pravo pouziti.

UCEL POUZITI
Test COBAS® TagMan® CT, v2.0 je in vitro amplifikacni test nukleové kyseliny pro kvalitativni detekci DNA
Chlamydia trachomatis ve vzorcich endocervikalnich vytérd u Zen nebo moéi muzl i zen. Vzorky jsou

zpracovavany pomoci sady pro pFipravu vzorkii AMPLICOR® CT/NG Specimen Preparation Kit pro ruéni
pfipravu vzorkil a analyzatoru COBAS® TagMan® 48 pro automatizovanou amplifikaci a detekci.

SOUHRN A VYSVETLENIi TESTU

Chlamydie jsou gram-negativni, nepohyblivé baktérie, které se vyskytuji jako obligatni nitrobunééni parazité
eukaryotickych bunék, nebot nemaji schopnost syntetizovat ATP. Rod Chlamydia zahrnuje ¢tyfi znamé druhy:
C. trachomatis, C. psittaci, C. pecorum a C. pneumoniae (TWAR). C. psittaci je primarné zvifeci patogen
a patogenni role C. pecorum neni jasnal.

Infekce zplUsobend Chlamydia trachomatis je nyni uznavana jako druha nejCastéj$i pfi¢ina sexualné
pfenosnych chorob (STD) na celém svété s pfiblizné 89,1 miliont pfipadl roéné<. Ve Spojenych statech se
objevuije pfiblizné 2,8 milién( pFipadd roéné&3. O Chlamydia trachomatis je znamo, Ze vyvolava zanét délozniho
Cipku, panevni zanétlivé onemocnéni (PID), zanét spojivek u déti, détskou pneumonii, zanét mocové trubice,
epididymitidu a proktitidu'-4. Chlamydia trachomatis je také nej¢astéjsi pfi¢inou negonokokové uretritidy (NGU)
u muzll (zhruba 25-55% pfipadl). U nelé€enych Zen jsou nasledky chlamydialni infekce zavazné. Vzhledem
k tomu, Ze zhruba polovina téchto infekci je asymptomatickych, zlistdvd mnoho pfipadd onemocnéni
nezjisténo a tedy neléCeno, coz vede k dalsim komplikacim zviasté u téhotnych Zen. U déti narozenych
matkam infikovanym chlamydiemi je vysokeé riziko onemocnéni inkluznim zanétem ocnich spojivek a pneumonii.

Testovani na kulturach bylo tradiénim referenénim standardem pro identifikaci C. trachomatis. Nicméng,
obtize standardizace, vysoka technicka slozitost a potfeba udrzeni organismu pfi zivoté béhem transportu
a skladovani pied provedenim kultivace vedla k vyvoji testi pro C. trachomatis® nevyzaduijicich kulturu. Tyto
metody, které nevyzaduji zivé organismy, zahrnuji amplifikaéni testy nukleové kyseliny (NAAT), testy sondy
nukleové kyseliny, enzymovou imunoanalyzu (EIA testy), testy pfimé fluorescence protilatek (DFA) a fixaci
komplementu.5. V Klinickych hodnocenich bylo prokazano, ze NAAT metody jsou vice senzitivni nez kultury
a jiné metody nepouzivajici kultury a staly se preferovanou metodou klinickych laboratofi pro diagnézu infekci
C. trachomatis®.

PRINCIPY PROCEDURY

Test COBAS® TagMan® CT, v2.0 je zaloZen na dvou zékladnich postupech: (1) manualni pfiprava vzorku pro
ziskani CT DNA; (2) simultanni PCR amplifikace® cilové DNA za pouziti CT specifickych komplementarnich
primerQ a detekce rozstépenych dualnich fluorescenénich oligonukleotidovych detekénich sond, které umoziuji
detekci amplifikaénich produktla cilové CT (amplikon) a DNA vnitfni kontroly CT, ktera je amplifikovana
a detekovana simultanné se vzorkem.

Cinidlo Master Mix obsahuje pary primer(i a sond, které jsou specifické pro CT DNA kryptického plazmidu,
pro CT DNA chromozomalni ompA gen a DNA vnitini kontroly CT. Cinidlo Master Mix bylo vyvinuto pro zajisténi
detekce vSech 15 sérovarll CT. Detekce amplifikované DNA se provadi pomoci cilové specifickych a vnitfni
kontrole specifickych, dvojité znaenych oligonukleotidovych sond, které umoznuji nezavislou identifikaci
amplikonu CT a amplikonu vnitfni kontroly CT.

Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachazi na konci tohoto dokumentu.
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Priprava vzorku

Urogenitélni epitelové buriky odebrané na tamponech nebo peletizované z moci se zpracuji pomoci roztoku
detergentu, aby uvolnily chlamydialni DNA obsazenou v chlamydiélnich retikularnich téliscich. Pfidanim roztoku
dal$iho detergentu se ziska lyzovany vzorek pro amplifikaci.

PCR Amplifikace
Volba cile

Vedle chromozomalni DNA obsahuje C. trachomatis krypticky plazmid se zhruba 7 500 pary bazi, ktery je
spoleény véem sérovartim C. trachomatis”-8. Test COBAS® TagMan® CT, v2.0 pouziva primery CP102 a CP103
k definovani sekvence zhruba 206 nukleotidd v DNA kryptického plazmidu C. trachomatis. Kromé toho test
COBAS® TagMan® CT, v2.0 pouziva primery CTMP101 a CTMP102 k definovani sekvence zhruba
182 nukleotidl v chromozomalni DNA C. trachomatis.

Cilova amplifikace

Zpracované vzorky se pfidaji do amplifikaéni smési v K-zkumavkach nebo K-zdsobnicich, ve kterych probiha
PCR amplifikace. Reakéni smés je zahfana pro denaturaci izolované DNA a tim se odhali cilové sekvence
pro primer. Pfi ochlazovani smési dochazi k hybridizaci upstream a downstream primerQ specificky na jedno
vlakno DNA, Z05 primery polymerizuje a dochazi k syntéze druhého viakna DNA. Tim je dokoncéen prvni
cyklus PCR, ktery vytvaFi kopie dvouvlaknové DNA cilovych oblasti CT DNA a DNA vnitini kontroly CT.
Reakéni smés se opét zahfeje k oddéleni vysledné dvouvidknové DNA a exponovani cilovych sekvenci
primeru. Pfi chladnuti smési se primery pfipoji k cilové DNA. Z05 DNA polymeraza v pfitomnosti Mn2+
a nadbytku dNTPs polymerizuje hybridizované primery (Fgodél cilovych templatli za vzniku molekuly
dvouvlaknové DNA nazyvané amplikon. Analyzator COBAS® TagMan® 48 opakuje automaticky tento proces
po uréeny pocet cykll, kdy pfi kazdém cyklu dojde ke zdvojeni mnozstvi amplikonové DNA. PoZadovany pocet
cykld se na analyzatoru COBAS® TagMan® 48 pifedem naprogramuje. Amplifikace probih& pouze v oblasti
CT kryptického plazmidu, pfipadné ompA chromozomalnimi oblastmi mezi primery; cely CT krypticky plazmid
nebo chromozom amplifikovan neni.

Amplifikace vnitfni kontroly

PFi enzymatickych amplifikanich postupech, jakym je PCR, se muze ucinnost snizovat v dlsledku pfitomnosti
inhibitor(i ve vzorku. Zpracovavané vzorky, které obsahuiji latky, jez by mohly PCR amplifikaci rusit, je mozno
identifikovat pomoci vnitfni kontroly CT. Vnitfni kontrola CT je neinfekéni rekombinantni plazmidovd DNA se
stejnymi oblastmi vazajicimi primer jako v cilové sekvenci C. trachomatis a s randomizovanou interni sekvenci
podobné délky a slozeni bazi jako u cilové sekvence C. trachomatis a s jedineénou oblasti vazajici sondu,
kterou se vnitfni kontrola CT od cilového amplikonu odliSuje. Tyto charakteristiky byly zvoleny proto, aby se
zajistila ekvivalentni amplifikace vnitini kontroly CT a cilové DNA C. trachomatis. Test COBAS® TagMan® CT,
v2.0 obsahuje Cinidlo vnitfni kontroly CT a to se zavadi do kazdé amplifikacni reakce, kde se amplifikuje
spole¢né s cilovou DNA ze vzorku. Vnitfni kontrola CT slouzi k tomu, aby bylo zajisténo, Zze vzorky neobsahuji
inhibitory ru8ici amplifikaci a detekci 20 nebo vice kopii cilové nukleové kyseliny C. trachomatis podle
Poissonovy analyzy.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny z klinického vzorku se dosahuje v testu COBAS® TagMan®
CT, v2.0 pouzitim enzymu AmpErase (uracil-N-glykosylazy) a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase
rozpozna a katalyzuje rozklad fetézci DNA obsahujicich deoxyuridin®, ale nikoliv  DNA obsahuijici
deoxythymidin. Deoxyuridin se v pfirozené DNA nevyskytuje, je v8ak vzdy pfitomen v amplikonu, diky pouZiti
deoxyuridin-trifosfatu jako jednoho z dNTP v Cinidle Master Mix, takze deoxyuridin obsahuje pouze amplikon.
V dusledku pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminovany amplikon citlivy vG¢i destrukci enzymem AmpErase
pfed amplifikaci cilové DNA. Jakykoliv nespecificky produkt vytvofeny po inicidlni aktivaci Master Mix
manganem je zni€en enzymem AmpErase. Enzym AmpErase, ktery je obsazeny v Cinidle Master Mix,
katalyzuje rozstépeni DNA obsahujici deoxyuridin v misté deoxyuridinového zbytku rozevienim
deoxyribozového fetézce v pozici C1. Kdyz je fetézec amplikonové DNA v prvnim tepelné cyklizaénim kroku
zahfivan, $tépi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava neamplifikovatelnou. Enzym AmpErase je
neaktivni pfi teploté nad 55°C, tedy béhem tepelného cyklovani, a proto nerozklada cilovy amplikon vytvofeny
béhem amplifikace.

Detekce produkt(i PCR v testu COBAS® TagMan®

Test COBAS® TagMan® CT, v2.0 vyuziva v redlném &ase bézici10.11 PCR technologii. PouZiti dvojité znagenych
fluorescenénich sond umozriuje detekci akumulace PCR produktl v realném €ase monitorovanim intenzity
emise fluorescenéniho barviva uvolnéného béhem amplifikaéniho procesu. Sondy obsahuji CT krypticky
plazmid, CT ompA a oligonukleotidy specifické pro CT vnitfni kontrolu zna¢ené oznamovacim a tlumicim
barvivem. V testu COBAS® TagMan® CT, v2.0, vyuzivaji sondy CT kryptického plazmidu a ompA stejné
fluorescenéni oznamovaci barvivo a sonda CT vnitfni kontroly je znadena fluorescenénim oznamovacim
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barvivem, které je odliSné od sondy CT kryptického plazmidu i sondy ompA. Jsou-li tyto dvojité fluorescencéné
znacené sondy intakini, je fluorescence oznamovaciho barviva potla¢ena blizkosti tlumiciho barviva kvuli
prfenosovému vlivu energie Forsterova typu. Pfi PCR hybridizuji sondy s jejich pfislusnymi cilovymi sekvencemi
a jsou rozstépeny 5 az 3 nukledzovou aktivitou termostabilni Z05 DNA polymerazy. Jakmile je oznamovaci
a tlumici barvivo uvolnéno a oddéleno, nedochazi nadéle k utlumu a fluorescenéni aktivita oznamovacich barviv
se zvysi. Amplifikace CT kryptického plazmidu, pfipadné cilové DNA ompA, jsou méfeny pfi rdznych vinovych
délkach, nezavisle na DNA vnitfni kontroly CT. Tento proces je opakovan po pfedem uréeny pocet cykld,
pfiemz kazdy cyklus efektivné zvySuje emisni intenzitu jednotlivého oznamovaciho barviva a umozhuje
nezavislou identifikaci CT DNA a DNA vnitfni kontroly CT.

CINIDLA

AMPLICOR® CT/NG Specimen Preparation Kit | CT/NG PREP 100 testu
Souprava pro pfipravu vzorku AMPLICOR® CT/NG
(P/N: 20759414 122; ART: 07 5941 4; US: 83315)

CT/NG URINE WASH 1 x 50 ml
(Promyvaci pufr na mo¢ CT/NG)

Pufr Tris-HCI

300 mM chlorid sodny
< 0,1% Detergent
0,09% azid sodny

CT/NG LYS 1 x25 ml
(Lytické Cinidlo CT/NG)

Pufr Tris-HCI
< 1% rozpoustédlo
0,09% azid sodny

CT/NG DIL 2 x 50 ml
(Redidlo na vzorky CT/NG)

Pufr Tris-HCI

6 mM chlorid hofeénaty
< 25% Detergent
0,05% azid sodny

COBAS® TagMan® CT Test, v2.0 CTM CT v2.0 48 testil
(P/N: 05055202 190)

Kontrolni ¢inidla

CTIC 3 x 0,1 ml
(Vnitfni kontrola CT)

Pufr Tris-HCI

8 kopii/pl neinfek&niho DNA plazmidu (mikrobialni) obsahujici
C. trachomatis vazebné sekvence primeru a unikatni vazebnou
oblast sondy odpovidajici pfiblizné 20 IC kopii/test

< 0,005% Poly rA RNA (synteticka)

EDTA

Amarantové barvivo

0,05% azid sodny

CT (+) C, v2.0 1 x 0,75 ml
[Kontrola C. trachomatis (+), v2.0]

Pufr Tris-HCI

8,6 kopii/pl neinfek&niho DNA plazmidu (syntetické) obsahujici sekvence
C. trachomatis odpovidajici pfiblizné 20 kopiim/test

< 0,005% Poly rA RNA (synteticka)

EDTA

0,05% azid sodny

CT (-) C, v2.0 1 x 0,75 ml
[Kontrola C. trachomatis (-), v2.0]

Pufr Tris-HCI

< 0,005% Poly rA RNA (syntetickd)
EDTA

0,05% azid sodny
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Amplifikaéni a detekéni ¢inidla
CT MMX, v2.0
(COBAS® TagMan® CT Master Mix, v2.0) 3x 0,75 ml

Tricinovy pufr

Hydroxid draselny

Acetat draselny

Glycerol

< 0,001% dATP, dCTP, dGTP, dUTP

< 0,001% upstream a downstream primery pro CT kryptického plazmidu a CT ompA

< 0,001% fluorescenéné znacené oligonukleotidové sondy specifické pro CT kryptického
plazmidu, CT ompA a CT vnitini kontroly

< 0,001% Aptamer

< 0,05% Z05 DNA polymeraza (mikrobialni)

< 0,1% enzym AmpErase (uracil-N-glykosylaza) (mikrobialni)

0,09% azid sodny

CT Mn2+
(COBAS® TagMan® CT roztok manganu) 3x0,2ml

< 1,0% Acetat manganaty
Ledova kyselina octova
0,09% azid sodny

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

A.
B.

T

ESrRET IO

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

Vyraz ,kopie“ v této pfirucce znaci 1 kopii cilové nukleové kyseliny C. trachomatis. Jedna (1) kopie
je ekvivalentni nejmenSimu mnozstvi cilové nukleové kyseliny C. trachomatis, jez by v PCR testu
poskytlo pozitivni vysledek.

Tento test je ur€en pouze pro vySetfovani endocervikalnich vzorkl nebo vzorkd modéi. Tento test neni
uréen pro vySetfovani vzorkd z hrdla, rekta a dalSich.

Nepipetujte usty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejist, nepit a nekoufit. Pfi manipulaci se vzorky a &inidly ze
soupravy noste ochranné rukavice na jedno pouziti, laboratorni plast a prostfedek ochrany o¢i. Po
praci se vzorky a ¢inidly si dikladné umyjte ruce.

PFi odebirani alikvotnich podilt z lahvicek s Einidly dbejte na to, aby nedoslo k mikrobialni
kontaminaci.

Doporucuje se pouzivat jednorazovych pipet a hrotii k pipetam.

NesmésSujte dohromady ¢&inidla z rdznych 8arzi, ani z rGznych lahvicek téze Sarze.

Nesmésujte dohromady ¢&inidla z rlznych souprav.

Nespotfebovana ¢inidla, odpad a vzorky likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi pfedpisy.
Po uplynuti data exspirace jiz soupravu nepouzivejte.

Pravidla bezpecénosti pfi praci (MSDS) zasle na vyzadani vase mistni pobocka spole¢nosti Roche.

Pracovni proces musi v laboratofi probihat jednosmérné, od preamplifikaéniho prostoru smérem
k prostoru poamplifika¢nimu (amplifikace/detekce). Materidly a vybaveni se museji pfifadit
jednotlivym preamplifikacnim ¢innostem a nesméji se pouzivat k zadnym jinym ¢innostem, ani se
nesméji pfenaset mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve vSech prostorach je nutné nosit rukavice,
které se pred opusténim prostoru vymeéni. Vybaveni a materialy pro pfipravu ¢inidla se nesméji pouzivat
k pfipravé vzorkU, ani pro pipetovani nebo zpracovani amplifikované DNA ¢i jinych zdrojl cilové DNA.
Poamplifikaéni materialy a vybaveni musi vzdy zlstat v poamplifikaénim prostoru.

Manipulace se vzorky a kontrolami se musi fidit pravidly pro zachazeni s infekénim materialem.
Musi byt pouzivany bezpeéné laboratorni postupy, napf. postupy uvedené v publikaci Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories? a v dokumentu CLSI &. M29-A313. V&echny pracovni
plochy dukladné ocistéte a vydezinfikujte Cerstvé pfipravenym roztokem 0,5% chlornanu sodného
v deionizované ¢i destilované vodé.

POZN.: Bézné bélici prostfedky pro domacnost obvykle obsahuji chlornan sodny v koncentraci 5,25%.

Redénim doméciho béliciho roztoku 1:10 dostaneme 0,5% roztok chlornanu sodného.
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U vzorkil pfepravovanych v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.), musi
byt odbérové tampony ponechany v transportnich zkumavkach, aby bylo mozno provést vizualni
dlkaz inokulace vzorku. Test COBAS® TagMan® CT, v2.0 byl hodnocen za pouziti vzorki pfepravenych
v transportni zkumavce s odbé&rnym tamponem a médiem M4RT® MicroTest Culture Transport System
(Remel, Inc.). Vzorky ptepravené v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.) bez
tamponu hodnoceny nebyly a pro tento test se nedoporucuiji.

Skladovani vzorkl moci za pokojové teploty (15-30 °C) po dobu del$i nez 24 hodin miize vést K jejich
degradaci. Vzorky moc¢i uchovavané pfi pokojové teploté (15-30 °C) déle nez 24 hodin nesmi byt
pro testovani pouzity.

CT/NG URINE WASH, CT/NG LYS, CT/NG DIL, CT MMX, v2.0; CT Mn2+, CTIC, CT (+) C, v2.0
a CT (=) C, v2.0 obsahuji azid sodny. Azid sodny muze reagovat s olovénymi nebo médénymi
armaturami a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. Budete-li tedy vylévat roztoky obsahujici azid
do laboratorni vylevky, splachnéte je velkym objemem vody, aby se azid nemohl nikde usadit.

Vzorek i kontrolni preparat se musi uchovavat ve zkumavkach se Sroubovacim uzavérem, aby
nemohl vystfiknout a nemohlo dojit ke vzajemné (kfizové) kontaminaci vzork(l. NepouZivejte
zkumavky s nasazovacim uzavérem.

Pfi praci s jakymkoli ¢inidlem pouzivejte rukavice na jedno pouziti, pracovni odév a ochranné bryle.
Dbejte na to, aby se tyto materialy nedostaly do styku s pokozkou, o€ima nebo sliznicemi. Pokud
ke styku dojde, okamzité postizenou oblast omyjte velkym mnoZstvim vody. Pokud by byla tato
opatfeni zanedbana, mize dojit k popaleninam. Jestlize se néktera Cinidla rozliji nebo rozsypou,
rozfedte je vodou a dosucha vytrete.

ZACHAZENI SE VZORKY A JEJICH SKLADOVANI

A.

F.

G.

Cinidla ani kontroly nezmrazujte.

CT/NG LYS uchovavejte za teplot 2-25 °C. CT/NG URINE WASH a CT/NG DIL uchovavejte pfi
teploté 2-8 °C. Vytvofi-li se v nékterém z téchto &inidel béhem skladovani srazenina, zahrejte je
pfed pouzitim na pokojovou teplotu (15-30 °C) a dlikladné promichejte. Tato ¢inidla jsou stabilni do
vyznaceného data expirace.

Skladujte CT MMX, v2.0; CT Mn2+, CT (+) C, v2.0; CT (=) C, v2.0 a CT IC pf¥i teploté 2-8 °C. Tato
Cinidla jsou stabilni do uvedeného data pouzitelnosti.

Céastedné spotfebované kontroly uchovavejte mezi jednotlivymi mé&fenimi pfi teploté 2-8°C. Pfed
pouzitim zkontrolujte datum pouzitelnosti otevienych kontrol. CT (+) C, v2.0 a CT (=) C, v2.0 mohou
byt pouzity pro pfipravu pracovnich kontrol CT (+), v2.0 a CT (-), v2.0 az tfikrat.

CT MMX, v2.0; CT Mn2* a CT IC se dodavaji v jednorazovych lékovkach pro 16 reakci. Jakykoli
nepouzity material v téchto Iékovkach musi byt vyfazen.

Pracovni Master Mix (pfipraveny pfidanim CT Mn2+ a CT IC do CT MMX, v2.0) mdze byt uchovavan
v temnu pfi pokojové teploté (15-30 °C) ne déle nez 2 hodiny nebo pfi 2-8 °C ne déle nez 16 hodin.
Pripravené vzorky a kontroly se musi pfidat do 2 hodin od pfipravy pracovniho Master Mix provedené pfi
pokojové teploté (15-30 °C) nebo do 16 hodin od pfipravy pracovniho Master Mix provedeni pfi 2-8 °C.

Zpracované vzorky jsou stabilni az 2 hodiny pfi 15-30 °C a 7 dni pfi 2-8 °C.

S amplifikaci je tfeba zacit do 90 minut od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly
odmérfeny do pracovniho Master Mix.

DODAVANY MATERIAL
Cinidla pro pfipravu vzorku

A.

AMPLICOR® CT/NG Specimen Preparation Kit | CT/NGC PREP
Souprava pro pfipravu vzorku AMPLICOR® CT/NG
(P/N: 20759414 122; ART: 07 5941 4; US: 83315)

CT/NG LYS

(Lytické ¢inidlo CT/NG)

CT/NG URINE WASH
(Promyvaci pufr na mo¢ CT/NG)

CT/NG DIL
(Redidlo na vzorky CT/NG)
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Amplifikaéni a detekéni €inidla
B.  COBAS® TagMan® CT Test, v2.0 CTM CT v2.0

(P/N: 05055202 190)

CTIC

(Vnitfni kontrola CT)

CT (+) C, v2.0

[Kontrola C. trachomatis (+), v2.0]
CT (-) C, v2.0

[Kontrola C. trachomatis (-), v2.0]

CT MMX, v2.0
(COBAS® TagMan® CT Master Mix, v2.0)

CT Mn2+
(COBAS® TagMan® CT roztok manganu)

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTIi DODAVKY
Vybaveni a software

Analyzator COBAS® TagMan® 48
Software AMPLILINK, verze 3.3
Datova stanice pro software AMPLILINK

UzZivatelska pfirucka pro analyzator COBAS® TagMan® 48 pro pouziti s aplikaéni pFiruékou pro
software AMPLILINK, verze 3.2 a 3.3

Aplikaéni pirucka pro software AMPLILINK verze 3.3 pro pouZiti se zafizenim COBAS® AmpliPrep,
analyzatorem COBAS® TagMan®, analyzatorem COBAS® TagMan® 48, analyzatorem COBAS®
AMPLICOR® a zafizenim cobas p 630

Vickova¢ K-zkumavek
K-nosi& pro analyzator COBAS® TagMan® 48
Nosi¢ K-zasobniku pro analyzator COBAS® TagMan® 48

Odbér vzorkl a transport

Micro Test M4RT® BL KIT Ref. 12620 vyrobeny a distribuovany spole¢nosti Remel, Inc. Tento
produkt je také k dispozici pfes objednaci systém Roche (P/N: 04863607190).

Polypropylenové kelimky bez konzervaénich latek na odbér modi

Spotiebni material

K-zkumavky
K-zasobniky pro analyzator COBAS® TagMan® 48

DALSIi POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY

Pipeta Eppendorf® Repeater® se zasobnikem Eppendorf Combitip® pro objem 1,25 ml (sterilni,
jednotlivé baleny)

Vifivy mixér
Pipetovaci pomucka: Drummond (P/N: 4-000-100) nebo ekvivalentni

2,0 ml polypropylenové zkumavky se Sroubovacimi vicky, sterilni, nesilikonizované (Sarstedt
72.693.105 nebo ekvivalentni)**

Stojany na zkumavky (Sarstedt 93.1428 nebo ekvivalentni)

Pipetory (pro objemy 50 pl, 100 pl, 200 pl, 250 pl, 500 pl a 1 000 pl)* s hroty s aerosolovou bariérou
nebo s pozitivnim posuvem

Mikrocentrifuga (max. RCF 16 000 x g, min. RCF 12 500 x g); Eppendorf 5415C, HERMLE Z230M,
nebo jeji ekvivalent

Prodlouzené hroty s aerosolovou bariérou (Matrix 7055 nebo ekvivalentni) pro pouZiti se vzorky
pfepravované v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.) (Souprava
MicroTest M4ART® BL)

37 °C = 2 °C termoblok
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e Absorpéni papir
* Rukavice na jedno pouziti, bez pudru

Pipetory musi byt pfesné s 3% objemovou chybou. Kde je tak uvedeno, musi byt pouzity hroty s aerosolovou bariérou
nebo s pozitivnim posuvem prosté DNazy (nebo bez nukledzy), aby se zabranilo vzajemné kontaminaci vzorku a amplikonu.

Na vzorek a kontrolni preparat se pouzivaji zkumavky se Sroubovacim uzavérem, aby se predeSlo vystfiknuti a pfipadné
vzajemné kontaminaci vzork( a kontrol. Zkumavky s nasazovacim uzavérem nepouZivejte.

ODBER VZORKU, JEJICH TRANSPORT A UCHOVAVANI
POZN.: Zachazejte se vzorky a kontrolami jako s potencialné infekénim materialem.

*%

Testovat Ize pouze:

1. Vzorky mocCi (muzské i Zzenské) pfepravované v ¢istych polypropylenovych nadobkach. Vzorky mogéi
odebrané do nadobek s konzervaéni pfisadou se pouzivat nesméji.
2. Vzorky endocervikélniho vytéru na tamponu odebrané a transportované v médiu M4RT® MicroTest

Culture Transport System (Remel, Inc.).

K ziskani spolehlivych vysledkl je tfeba se fidit pokyny pro spravny odbér vzork(i uvedenymi nize. Neni tedy
uréen pro zadné jiné typy vzorkd, jako jsou vytéry kréni nebo rektaini.

Aby se zajistilo, ze bude laboratof testovat vzorky vysoce kvalitni, je tfeba vzorky moci a endocervikalni vytéry
do laboratofe dorudit v co nejkratSi dobé. Dbejte, aby se vzorky prepravovaly vzdy za podminek teplotni
kontroly.

A. Odbér vzorku
Vzorky moéi (muzi a Zzeny)

POZN.: Pacient nesmi béhem predchazejicich 2 hodin mogéit.

1. Do polypropylenové nadobky neobsahujici Zadnou konzervaéni pfisadu se odebere 10 az 50 ml
prvni zachycené mogi (prvni ¢asti toku).
2. Nadobku se vzorkem tésné uzavrete a patficné oznacte. Pfi odbéru a transportu pouzijte zavedené

postupy laboratofe. Vzorek se mlze na testovaci pracovisté pfepravit za pokojové teploty (15-30°C).
Vzorky vytéru na tamponu (2enské) odebrané v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System

(Remel, Inc.)

1. Vzorky endocervikélniho vytéru na tamponu odebrané a transportované v 3 ml média M4RT®
MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.). K odbéru cylindrickych nebo skvamo-cylindrickych
bunék po odstranéni cervikalniho hlenu pouzivejte doporu¢ené metody14.

2. Pouzivejte pouze tampony dakronové, viskézové nebo s kalciumalginatovou 3pi¢kou s plastovou
nebo nehlinikovou ty€inkou. Tampony s dfevénymi ani hlinikovymi ty€inkami nepouzivejte.
3. Vytérové tampony ponechte v transportnim médiu. Nadobku se vzorkem tésné uzavfete a patficné

oznadte. Pfi odbéru a transportu pouzijte zavedené postupy laboratofe. Vzorek se mlze na testovaci
pracovisté pfepravit za pokojové teploty (15-30°C).

B. Pfeprava vzorki

Vzorky moéi (muzi a Zeny)

1. Vzorky mo¢i se mohou na testovaci pracovisté pfepravovat pfi teploté 15-30 °C. Pfi teploté 15-30 °C
jsou stalé 24 hodin.

2. Vzorky moci, které je tfeba odeslat do vzdaleného testovaciho stfediska, se musi zaslat nepfetrzitou

dopravni sluzbou se zaruéenym prfedanim do 24 hodin; teplota zasilky pak muze byt 15-30°C.
Jestlize se budou vzorky mo¢i pfepravovat pfi teploté 15-30°C, je tfeba je az do pfepravy skladovat
pfi teploté 2-8°C, aby se zajistilo, ze pfi teploté 15-30°C nebudou uchovavany déle nez 24 hodin.
Pfi jejich pfepravé musi byt spinény podminky v§ech platnych mistnich i celostatnich predpist pro
dopravu etiologickych latek9.

Vzorky vytéru na tamponu (Zenské) odebrané v médiu MART® MicroTest Culture Transport System

(Remel, Inc.)

1. Za predpokladu, ze celkova doba skladovani a pfepravy pfi teploté 15-30°C neprekro¢i 14 dni, je
mozno vytéry pfepravit na testovaci pracovisté pfi teploté 15-30°C. Pokud je doprava zpozdéna tak,
ze by se vzorky do laboratofe dostaly po dobé delsi nez 14 dni od odbéru, je tfeba vytéry zmrazit.
Jsou-li pouzity pro kultivaci, mélo by se s vzorky manipulovat dle doporuceni pro kultury (-60°C
pokud neni kultivace uskute€néna do 24 hodin).

2. Vytéry, které se pfepravuji na vzdalené pracovisté, je tfeba odeslat pfi teploté 15-30°C po odbéru
v souladu s postupy dané laboratofe pro dopravu vzorkud vytéru. Pfi jejich pfepravé musi byt spinény
podminky v8ech platnych mistnich i celostatnich pfedpist pro dopravu etiologickych latek!S.
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C. Uchovavani vzorku
POZN.: Rutinni zmrazovani nebo delsi skladovani miiZe mit vliv na funkci testu.
Vzorky moéi (muzi a Zeny)

Vzorky modi, které se nezpracuji do 24 hodin od odbéru, musi byt uchovavany pfi teploté 2-8 °C a zpracovany
do 7 dnu od odbéru. Pokud je do 7 dnl od odbéru zpracovat nelze, je mozno je skladovat az 30 dnu pfi teploté
-20°C nebo nizsi.

Vzorky vytéru na tamponu (Zenské) odebrané v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System
(Remel, Inc.)

Vytéry, které se ve zkuSebni laboratofi netestuji hned pfi pfijmu, se uchovavaji pfi teploté 15-30 °C a je nutno
je zpracovat do 14 dnu od odbéru. Pokud vzorky do 14 dnli od odbéru zpracovat nelze, musi se ulozit pfi
teploté -20 °C nebo nizsi a zpracovat do 30 dnd od odbéru.

NAVOD K POUZITI

POZN.: Podrobné provozni pokyny, tisk vysledki a interpretace pfiznakid, poznamek a hlaseni
o chybach naleznete v PFiruéce k pfistroji pro analyzator COBAS® TaqgMan® 48 pro pouZiti
s provozni pfiruckou pro software AMPLILINK, verze 3.3 a v Provozni pfiruéce softwaru
AMPLILINK, verze 3.3 pro pouZiti se zafizenim COBAS® AmpliPrep, analyzatorem COBAS®
TagMan®, analyzatorem COBAS® TagMan® 48, analyzatorem COBAS® AMPLICOR® a zafizenim
cobas p 630.

POZN.: Vsechna amplifikaéni a detekéni ¢inidla musi byt pfed pouZzitim pFi pokojové teploté
(15-30 °C). Vyjméte z teploty 2-8 °C minimalné 30 minut pred pouzitim.

POZN.: Vzorky vytéri a moci musi byt pfed pouZzitim vyrovnany po dobu 15 - 30 minut na pokojovou
teplotu (15-30 °C).

POZN.: Kde je tak uvedeno, pouZzivaji se pipetory s hroty s aerosolovou bariérou nebo s pozitivnim
posunem. Vénujte maximalni pozornost zabranéni kontaminace.

Mnozstvi pro jeden cyklus:

Kazda souprava testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 obsahuje dostateéné mnozstvi éinidla na tfi 16-testova
méfeni, kterd mohou probihat zvlast nebo sou€asné. Minimalné jeden replikat, kazdy z CT (-) C, v2.0
a CT (+) C, v2.0, musi byt zahrnut do kazdého cyklu testu s az 22 vzorky naplnénymi na K-nosici (viz ¢ast
»Kontrola kvality"). Amplifikaéni a detekéni ¢inidla jsou balena v lahvi¢kach na jedno pouziti pro 16 testl. Pro
co nejefektivnéjSi vyuziti je vhodné zpracovavat Cinidla, vzorky i kontroly v davkach, jez jsou nasobkem 16.
Cinidla pro pfipravu vzorkl jsou balena jednotlivé v lahvickach pro 100 testd.

Pfiprava vzorku a kontroly

A. Priprava vzorka provadéna v: Preamplifikace — prostor pro pripravu vzork

Vzorky mocéi (muzi a zeny)

1. Pro kazdy vzorek od pacienta oznacte jednu 2,0 ml zkumavku se Sroubovacim uzavérem.
2. Do kazdé takto oznacené zkumavky odmérte 500 pl CT/NG URINE WASH.

3. Mo¢ vifenim po dobu 3-10 sekund ddkladné promichejte. Pouzivate-li vzorky zmrazené, nechte je
pfed michanim nejprve pfi pokojové teploté (15-30 °C) roztat (objemy vétsi nez 2 ml je tfeba
nechat roztat pri teploté 2-8 °C pres noc); se zpracovavanim pokracéujte, i kdyz pozorujete
srazeninu. Z nadobek se vzorky moci sejméte opatrné uzavéry. Dejte pozor, abyste si mo¢i v uzavéru
nepotfisnili rukavice. Pokud k tomu pfesto dojde, rukavice si pfed praci s dalSim vzorkem vymérite
za Cisté.

4. Do znagenych zkumavek obsahujicich CT/NG URINE WASH odmérte po 500 pl dobfe promisené
moci pacienta. Na kazdy vzorek pfitom pouzijte novy hrot s aerosolovou bariérou. Zkumavky
uzavfete a vifenim dukladné promicheijte.

Inkubujte zkumavky 15 minut pfi teploté 37°C.
Odstredujte po dobu 5 minut pfi > 12 500 x g.
Vylijte supernatant a kazdou zkumavku blotujte na zvlastni list savého papiru.

© N o o

Do kazdé zkumavky odméfte 250 pl CT/NG LYS; pouzijte pfitom pokazdé novy hrot pipety
s aerosolovou bariérou. Zkumavky uzavrete a vifenim dikladné promichejte.

9. Inkubujte zkumavky po dobu 15 minut pfi pokojové teploté (15-30°C).
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10.

11.
12.

Do kazdé zkumavky odméfte 250 pl CT/NG DIL; pouzijte pfitom pokazdé novy hrot pipety
s aerosolovou bariérou. Zkumavky uzavrete a vifenim dikladné promicheijte.

Centrifugujte zkumavky 10 minut pfi > 12 500 x g.

Zpracované vzorky je mozno pfed odpipetovanim alikvotnich podilll do K-zkumavek nebo
K-zasobnikl obsahujicich pracovni Master Mix uchovavat pfi pokojové teploté (15-30 °C) po dobu
az 2 hodin. Skladujte zpracované vzorky pfi teploté 2-8 °C nebudou-li alikvotni podily pfidany do
K-zkumavek nebo K-zasobnikll do 2 hodin. Zpracované vzorky uchovavané pfi teploté 2-8°C musi
byt testovany béhem 7 dna.

Vzorky vytéri
POZN.: Test COBAS® TagMan® CT, v2.0 byl hodnocen pomoci média M4RT® MicroTest Culture

B.

Transport System (Remel, Inc.). Pokud by laboratof chtéla pouZivat jiné transportni médium,
musi si vyhodnoceni provést sama.

Zkontrolujte, zda zkumavka s kultivaénim transportnim médiem M4RT® MicroTest Culture
Transport System (Remel, Inc.) obsahuje tampon. Vytérové tampony by se mély ponechat ve
zkumavce s médiem M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.), aby se zabranilo
nespravné manipulaci. Pfitomnost tamponu v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System
(Remel, Inc.) nezaru€uje adekvatni odbér vzorku.

Pro kazdy vzorek od pacienta oznadte jednu 2,0 ml zkumavku se Sroubovacim uzavérem.
NepouzZivejte zkumavky s nasazovacim uzavérem.

Do oznacenych 2 ml polypropylenovych zkumavek odmérte po 100 yl CT/NG LYS.

Vzorky vifenim promichejte. Pokud byly uchovavany ve zmrazeném stavu, nechte je nejprve za
pokojové teploty (15-30 °C) roztat. Ze zkumavek se vzorky sejméte opatrné uzavér. Davejte pfitom
pozor, abyste si nepotfisnili rukavice. Pokud k tomu pfesto dojde, rukavice si pfed praci s dalSim
vzorkem vymeérite za Cisté.

Pomoci pipetoru s novy hrotem s aerosolovou bariérou pfidejte 100 pl dobfe promichaného vzorku
do zkumavky s obsahem CT/NG LYS. Na kazdy vzorek pfitom pouzijte novy hrot s aerosolovou
bariérou. Zkumavku uzaviete a dobfe vifenim promichejte.

Inkubujte zkumavky po dobu 10 minut pfi pokojové teploté (15-30 °C).

Do kazdé zkumavky odméfte 200 pl CT/NG DIL; pouzijte pfitom pokazdé novy hrot pipety
s aerosolovou bariérou. Zkumavku uzaviete a dobfe vifenim promichejte.

Inkubujte zkumavky po dobu 10 minut pfi pokojové teploté (15-30 °C).

Zpracované vzorky je mozno pfed odpipetovanim alikvotnich podili do K-zkumavek nebo
K-zasobnikl obsahujicich pracovni Master Mix uchovavat pfi pokojové teploté (15-30 °C) po dobu
az 2 hodin. Skladujte zpracované vzorky pfi teploté 2-8 °C nebudou-li alikvotni podily pfidany do
K-zkumavek nebo K-zasobnik( do 2 hodin. Zpracované vzorky uchovavané pfi teploté 2-8°C musi
byt testovany béhem 7 dn(.

Priprava kontrol provadéna v: Preamplifikace — prostor pro pfipravu vzorku

POZN.: Pracovni kontroly musi byt pFipravovany kazdy den cerstvé. Na jeden den je mozno si pro

pfipravu fady zpracovanych kontrol pfipravit po jedné pracovni kontrole, koncem dne se
vSak musi zlikvidovat.

POZN.: Cinidla CT (+) C, v2.0 a CT (-) C, v2.0, ktera jsou souédsti soupravy testu COBAS® TagMan® CT,

v2.0, jsou urcena pro pouZiti k pfipravé CT (+), v2.0 a CT (=), v2.0 pracovnich kontrol az trikrat.

POZN.: Pokud se testuji jak vytéry, tak vzorky moci, je tfeba pro kazdy typ vzorku pfipravit

samostatnou sadu kontrol. Vzhledem k tomu, Ze jsou kontroly pFfipravovany pro kazdy typ
vzorku, doporucuje se oddélit typy vzorku mezi jednotlivymi K-nosi¢i. KaZda sada kontrol
pro urcity typ vzorku bude poté pouZita k ovéreni stanoveného typu vzorku.

Pracovni kontroly: Pfipravte nasledujici pracovni kontroly CT (+), v2.0 a CT (=), v2.0.

1.

Pomoci pipetoru se sterilnim pipetovym hrotem odméfte do dvou 2 ml polypropylenovych zkumavek se
Sroubovacim uzavérem po 1 ml CT/NG DIL. Jednu zkumavku oznaéte ,Pracovni kontrola CT (+), v2.0%,
druhou ,Pracovni kontrola CT (-), v2.0“.

2. CT (+) C, v2.0 a CT (=) C, v2.0 vifenim po dobu 5 sekund pfi maximalni rychlosti promichejte. Ze
zkumavek opatrné sejmeéte uzavéry. Davejte pfitom pozor, abyste si nepotfisnili rukavice. Pokud
k tomu presto dojde, rukavice si pfed praci s dalSim vzorkem vymérite za Gisté.

3. Pomoci pipetoru s novym hrotem s aerosolovou bariérou odméfte do zkumavky oznacené jako
»Pracovni kontrola CT (+), v2.0“ 100 pl CT (+) C, v2.0. Vicko uzavfete a ulozte zkumavku CT (+) C, v2.0
do prostiedi s teplotou 2-8 °C.
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4. Pomoci pipetoru s novym hrotem s aerosolovou bariérou odmérte do zkumavky oznacené jako
»Pracovni kontrola CT (-), v2.0“ 100 ul CT (-) C, v2.0. Vicko uzavrete a ulozte zkumavku CT (-) C, v2.0
do prostfedi s teplotou 2-8 °C.

5. Zkumavky s Pracovni kontrolou uzavrete a vifenim dikladné promichejte. Uchovavejte pfi pokojové
teploté (15-30 °C) a koncem pracovniho dne je zlikvidujte.
Vzorky modi: Pfipravte nasledujici zpracované kontroly CT (+), v2.0 a CT (-), v2.0.

1. Pomoci pipetoru se sterilnim pipetovym hrotem odmérte do dvou 2 ml polypropylenovych zkumavek
se Sroubovacim uzavérem po 250 yl CT/NG LYS. Jednu zkumavku oznacte ,Zpracovana kontrola
CT (+), v2.0“ a druhou ,Zpracovand kontrola CT (-), v2.0“

2. Pomoci pipetoru s novym hrotem s aerosolovou bariérou odméfte do zkumavky oznalené
~Zpracovana kontrola CT (+), v2.0“ 250 pl pracovni kontroly CT (+), v2.0.

3. Pomoci pipetoru s novym hrotem s aerosolovou bariérou odméfte do zkumavky oznalené
~Zpracovana kontrola CT (=), v2.0“ 250 pl pracovni kontroly CT (-), v2.0.

4, Zkumavky uzavfete a vifenim ddkladné promichejte. Inkubujte po dobu 10 minut pfi pokojové teploté

(15-30 °C). Uchovavejte pfi pokojové teploté (15-30 °C) a koncem pracovniho dne je zlikvidujte.
Vytéry: Pfipravte nasledujici zpracované kontroly CT (+), v2.0 a CT (-), v2.0.

1. Pomoci pipetoru se sterilnim pipetovym hrotem odmérte do dvou 2 ml polypropylenovych zkumavek
se Sroubovacim uzavérem po 100 pl CT/NG LYS. Jednu zkumavku oznacte ,Zpracovana kontrola
CT (+), v2.0“ a druhou ,Zpracovana kontrola CT (-), v2.0“

2. Do kazdé ze zkumavek obsahujicich CT/NG LYS odméfte pomoci pipetoru se sterilnim pipetovym
hrotem po 100 yl média M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.).

3. Zkumavky uzavrete a vifenim dlikladné promicheijte.

4. Pomoci pipetoru s novym hrotem s aerosolovou bariérou odméfte do zkumavky oznacené
~Zpracovana kontrola CT (+), v2.0“ 200 pl pracovni kontroly CT (+), v2.0.

5. Pomoci pipetoru s novym hrotem s aerosolovou bariérou odméfte do zkumavky oznalené
~Zpracovana kontrola CT (-), v2.0“ 200 pl pracovni kontroly CT (-), v2.0.

6. Zkumavky uzavrete a vifenim ddkladné promicheijte. Inkubujte po dobu 10 minut pfi pokojové teploté

(15-30 °C). Uchovavejte pfi pokojové teploté (15-30 °C) a koncem pracovniho dne je zlikvidujte.
Amplifikace a detekce
POZN.: K-nosice a drZzak K-nosice by mély byt otfeny tkaninou nepoustéjici vias navihéenou do 70%
roztoku isopropanolu.
A. Pfiprava ¢inidel

POZN.: Vzorky a kontroly zpracované pomoci éinidel COBAS® TagMan® CT Master Mix, v2.0
(CT MMX, v2.0); ,,Pracovni Master Mix“ (Pracovni MMX) a Pracovni MMX plus jsou citlivé na
svétlo. Ochrariujte tato Ginidla pred svétlem.

POZN.: Master Mix COBAS® TagMan® CT, v2.0 (CT MMX, v2.0); roztok manganu COBAS® TagMan® CT
(CT Mn?#) a vnitini kontrola COBAS® TagMan® CT (CT IC) musi byt temperovany pfi pokojové
teploté (15-30 °C) po dobu alespon 30 minut pred pfipravou pracovniho Master Mixu.

POZN.: Po dokonceni pFipravy vzorku a kontroly pfipravte pracovni MMX.

POZN.: Pracovni MMX musi byt pouzit do 2 hodin od pfipravy, pokud je uchovavan pfi pokojové
teploté (15-30 °C) nebo do 16 hodin, pokud je uchovavan pfi teploté 2-8 °C.

POZN.: Jakmile jsou zpracované vzorky a kontroly pfidany do pracovniho MMX, musi byt
amplifikace zapocata do 90 minut.

1. Vyrovnejte teplotu jedné Iékovky CT MMX, v2.0, jedné Iékovky CT IC a jedné lékovky CT Mn2+ pfi

pokojové teploté (15-30 °C) po dobu alespon 30 minut.

2. Umistéte K-nosi¢ do drzaku K-nosiCe. Umistéte nové K-zkumavky nebo K-zasobnik do K-nosice,

aniz byste se dotkli stran K-zkumavky nebo jamek K-zasobniku.

POZN.: Ma-li byt zpracovano méné nez 24 zkumavek, musi byt obsazeny pozice 1, 2, 5, 20, 23 a 24
pro vyvazeni K-nosice v termocykleru.

3. Pokud je to nutné, oteviete K-zkumavky pomoci vickovace K-zkumavek. Umistéte vicka do parkovaci
pozice drzaku K-zkumavek.
4, Pfipravte pracovni MMX dle nasledujiciho navodu:

Pro 16 testl, pfidejte 150 pyl CT Mn2+ a 50 pl CT IC do jedné lahvicky CT MMX, v2.0. Lahvi¢ku
zaviete a dobfe promichejte pfevracenim 10x. Vifeni k _promiseni pracovniho MMX nepouzivejte.
Chrante pracovni MMX pfed svétlem a pouzijte do 2 hodin od pfipravy, pokud je uchovavan pfi
pokojové teploté (15-30 °C) nebo do 16 hodin, pokud je uchovavan pfi teploté 2-8 °C.
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5. Odpipetujte 50 pl pracovniho MMX do kazdé K-zkumavky nebo jamky K-zasobniku.

POZN.: Byly-li zpracované vzorky skladovany ve zmrazeném stavu pred amplifikaci, rozmrazte je pfFi
pokojové teploté (15-30 °C) a dukladné promichejte vifenim. Po tomto promichani se
zpracované vzorky centrifuguji 10 minut pfi > 12,500 x g.

POZN.: Pri vydeji pracovniho MMX se nedotykejte Spickou pipety Zadného jiného povrchu nez pfislusné
K-zkumavky nebo jamky K-zasobniku. Pokud dojde k jakémukoliv kontaktu s povrchem nosice
K-zasobniku, musi byt Spicka zlikvidovana, aby se zabranilo zavleéeni PCR inhibitord.

6. Z kazdého zpracovaného vzorku a kontroly odméfte 50 pl do pfislusné K-zkumavky nebo jamky
K-zasobniku obsahujici pracovni MMX; pouzijte k tomu mikropipetor s hrotem s aerosolovou
bariérou nebo s pozitivnim posuvem. Jemné promichejte kazdy vzorek nebo kontrolu nahoru a dol{
tfikrat pomoci mikropipetoru, ktery nevytvafi bubliny.

POZN.: Pfi vydeji zpracovanych vzorki a kontrol se nedotykejte Spic¢kou pipety Zadného jiného
povrchu nez prislusné K-zkumavky nebo jamky K-zasobniku. Pokud dojde k jakéemukoliv
kontaktu s povrchem nosi¢e K-zasobniku, musi byt Spicka zlikvidovana, aby se zabranilo
zavleceni PCR inhibitord.

7. Opakujte krok 6 pro kazdy zpracovany vzorek a kontrolu, dokud nebylo v8e pfeneseno do
K-zkumavek nebo K-zasobnikl. Pro kazdy vzorek a kontrolu pouZijte novou $pi¢ku. Provedte vizualni
kontrolu pfitomnosti bublinek a dle potfeby je odstrante. Zakryjte K-zasobnik nebo uzaviete
K-zkumavky pomoci vickovace K-zkumavek. Vizualné si ovérte, Ze byly pfidany odpovidajici objemy.

8. S amplifikaci je tfeba zacit do 90 minut od okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly
odméreny do K-zkumavek nebo jamek K-zasobniku obsahujicich pracovni MMX.

9. Zbytky jednotlivych zpracovanych vzork( uchovejte pfi teploté 2-8 °C pro pfipad, Zze by bylo tfeba
test opakovat. Vzorek je k opakovanému testu pouzitelny do 7 dnl od pfipravy.

B.  PInéni a provoz analyzatoru COBAS® TagMan® 48

1. Zapnéte pocitaC pracovni stanice a pfihlaste se k Windows XP za pouziti odpovidajiciho
uzivatelského jména a hesla.
2. Zapnéte analyzator COBAS® TagMan® 48. Ovéfte, zda se pFistroj inicializuje a je pfipraven pro

pouziti. Jsou-li K-nosi¢e z predchozich méfeni naddle umistény v nékterém z termocyklerd,
odstrante je pomoci pfemistovace K-nosicu.

3. Spustte software AMPLILINK na pocitaci. Pfihlaste se pomoci odpovidajiciho uzivatelského jména
a hesla.
4. Pro vytvofeni pfikazi K-nosi¢e pro analyzované vzorky kliknéte na ikonu Orders. Vyberte tlacitko

Sample, pak kliknéte na tlacitko New a zadejte Cislo pfikazu pro kazdy vzorek pomoci klavesnice
nebo snimade &arového kodu. Zvolte soubor definice testu pro test COBAS® TagMan® CT, v2.0.
Zopakujte pro kazdy vzorek. Klepnéte mysi na tladitko Save.

POZN.: Ma-li byt zpracovano méné nez 24 zkumavek, musi byt obsazeny pozice 1, 2, 5, 20, 23 a 24
pro vyvazeni K-nosice v termocykleru.

5. Zadejte informace o kontrole kvality vybérem tlacitka Quality Control v okné Orders. Klepnéte na
tladitko New a zadejte informace pro test COBAS® TagMan® CT, v2.0, dodany spolu se soupravou,
pomoci klavesnice nebo &te¢ky ¢arového kédu. Zadejte &islo Sarze testu COBAS® TagMan® CT,
v2.0 a datum expirace. Kliknéte na ,,OK“.

6. Pfifadte &islo K-nosi¢e k danému mérfeni kliknutim na tlagitko K-Carrier v okné Orders. V okné
K-Carrier kliknéte na New. V bufice vpravo od “K-Carrier ID” zadejte &islo K-nosi¢e z ¢arového
kédu na K-nosi¢i pomoci klavesnice nebo snimacde c&arového kodu. VSimnéte si, Ze vysledky
z pfedchoziho méreni se stejnym ID K-nosiCe musi byt akceptovany. Poté, co bylo stejné Cislo
¢arového koédu K-nosiCe pouzito dvakrat na stejném analyzatoru, musi byt vysledky z téchto Sarzi
akceptovany, archivovany a vycistény ged novy pouzitim stejného ¢isla ¢arového kdédu. Zvolte
definici testu pro test COBAS® TagMan® CT, v2.0 z panelu testd v dolni &asti okna.

7. V seznamu Worklist vyberte prvni fadu ve sloupci Type (T). Oznacte toto pole, abyste se dostali
do rozbalovaci nabidky a pak vyberte poZzadovany typ kontroly. Pak poklepejte na pole ID vzorku
pro stejnou fadu. Zobrazi se okno LookUp Control se vdemi dostupnymi kontrolami. Jakmile je
kontrola vybrana, odpovidajici &islo SarZze a datum expirace bude zobrazeno v pravém dolnim
informaénim panelu. Opakujte tento proces pro vSechny pozadované kontroly.

8. Pro zadani vzorkd do Worklist kliknéte dvakrat na prvni pozici (fadu) pro zadani vzorku. Tim se
zobrazi okno Lookup Sample obsahujici pfifazené prikazy pro vzorek. Pouzijte klavesy Shift +
Sipka pro oznaceni vice nez jednoho ¢isla pfikazu. Ovérte, ze ke vSem objednavkam byly pfifazeny
definice testu pro test COBAS® TagMan® CT, v2.0.

9. Kliknéte na Save pro ulozeni pfifazeni pfikazu K-nosice.
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C. Amplifikace a detekce

1. Vyberte ikonu Systems v systémovém tlagitku a kliknéte na Open pro otevieni termocykleru.
Jakmile se kryt termocykleru zcela oteviel a objevi se napis “Ready to Load” v okné Systems,
zvednéte a pfidrzte viko termocykleru oteviené. Pomoci pfemistovace K-nosice pfemistéte napinény
K-nosi¢ obsahujici uzaviené K-zkumavky nebo K-zasobnik s pracovnim Master Mixem, vzorky
a kontrolami do termocykleru. Zaviete viko termocykleru.

2. Kliknéte na Start v okné Systems pod ikonou TC pro uzavieni krytu termocykleru a spustte béh
analyzy.

3. Amplifikaci a detekci provadi analyzator COBAS® TagMan® 48 automaticky.

VYSLEDKY (softwaru AMPLILINK, verze 3.3)
Kalkulace vysledku

Analyzator COBAS® TagMan® 48 automaticky stanovuije, zda je ve vzorcich nebo kontrolach detekovana CT
DNA.

Analyzator COBAS® TaqMan® 48:
e Stanovuje prahovou hodnotu cyklu (Ct) pro CT DNA a vnitini kontroly pro CT DNA.

e Stanovuje, zda je CT DNA detekovana na zakladé Ct hodnot pro CT DNA nebo vnitfni kontrolu
pro CT DNA.

Validace cyklu pro software AMPLILINK, verze 3.3

Zkontrolujte vysledkové okno softwaru AMPLILINK v3.3 nebo vytisk na pfitomnost pfiznak a komentara,
abyste se ujistili, ze je cyklus méfeni platny.

Cyklus je platny, pokud se neobjevi zadné pfiznaky pro kontroly COBAS® TagMan® CT, v2.0. Platny
cyklus ma nasledujici vysledky:

Kontrola Vysledek Interpretace
Negativni kontrola NC Negative Kontrola v rozsahu testu
Pozitivni kontrola PC Positive Kontrola v rozsahu testu

Test neni platny, pokud se u kontrol testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 objevi nékteré z nasledujicich pfiznak:

CT Negativni kontrola, v2.0:
Pfiznak Vysledek Interpretace

NC_INVALID Invalid Kontrola je pozitivni, zadny signal
vnitfni kontroly nebo signal vnitfni
kontroly mimo rozsah

CT Pozitivni kontrola, v2.0:

PFiznak Vysledek Interpretace

PC_INVALID Invalid Kontrola je negativni nebo neni

v rozsahu, zadny signal vnitfni
kontroly nebo signal vnitfni kontroly
mimo rozsah

Pokud je cyklus neplatny, zopakujte ho cely, v&etné pfipravy vzorku a kontroly, amplifikace a detekce.
Interpretace vysledkii:

Pro platny béh zkontrolujte kazdy jednotlivy vzorek na pfitomnost pfiznakii nebo komentarl ve vytisku
vysledku. Vysledky se interpretuji takto:

POZN.:Platny cyklus méfeni muze zahrnovat platné i neplatné vysledky vzorkl podle toho, zda se
u jednotlivych vzork( objevi pfiznaky resp. poznamky nebo ne.
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Vysledky vzorku jsou interpretovany nasledujicim zptsobem:

Pfiznak Vysledek Interpretace

Zadny pfiznak CT Not Detected DNA C. trachomatis nedetekovana. \/zorek je povazovan za
negativni pro C. trachomatis. Negativni vysledek ovdem infekci
bakterii C. trachomatis nevyluCuje, protoze spravny vysledek je
odvisly od spravného odbéru vzorku, nepfitomnosti inhibitorQ

a dostate¢ného mnozstvi DNA pro detekci.

Zadny pfiznak CT Detected DNA C. trachomatis detekovana. VVzorek je pozitivni na
C. trachomatis.

CNTRL_FAIL INVALID Neplatna kontrola(y). Zpracujte dalsi alikvotni podil pavodniho
vzorku a test opakuijte.

S_INVALID Invalid Inhibitorni vzorek. C. trachomatis DNA neni detekovana, i kdyz
mize byt pfitomna. Zpracuijte dals$i podil plvodniho vzorku

a test zopakujte. Pokud jiz neni plivodni vzorek k dispozici, je
tfeba odebrat novy.

KONTROLA KVALITY

Minimalné jeden replikat kazdé kontroly COBAS® TagMan® CT (=), v2.0 a kontroly COBAS® TagMan®
CT (+), v2.0 musi byt zahrnut do kazdého K-nosic¢e. Jak je tomu pfi kazdém novém laboratornim postupu,
novi pracovnici obsluhy by méli zvazit, jestli by nebylo dobfe pfi kazdém testovani pouzit jesté dalsi kontroly
az doby, nez dokazi test provadét s vysokou jistotou spravné. Neexistuji pozadavky tykajici se pozice
kontrol na K-nosi¢i. Zkontrolujte, zda vytisk cyklu neobsahuje pfiznaky a poznamky, abyste se presvédgili,
Ze byl cyklus platny.

Negativni kontrola

CT (-) C, v2.0 musi vykazat vysledek ,NC Negative“, jinak bude cely cyklus neplatny. Cely postup zopakuijte
(pfiprava vzorkl a kontrol, amplifikace a detekce). Je-li kontrola CT (-) C, v2.0 trvale neplatna, kontaktujte
mistni pobo¢ku Roche a pozadejte o technickou pomoc.

Pozitivni kontrola

Vysledek kontroly CT (+) C, v2.0 musi byt ,,PC Positive“, jinak bude cely cyklus neplatny. Cely postup zopakujte
(pfiprava vzorkl(l a kontrol, amplifikace a detekce). Je-li CT (+) C, v2.0 trvale mimo pfifazené rozmezi,
kontaktujte vasi mistni pobo¢ku Roche pro technickou pomoc.

Kontrola CT (+), v2.0 obsahuje pfiblizné 20 kopii/test sekvence DNA plazmidu C. trachomatis. To je zhruba
¢tyfnasobek minimalni detekéni urovné tohoto testu zjisténé Poissonovou analyzou. Amplifikace a detekce
kontroly CT (+), v2.0 jsou zarukou, Ze amplifikace probéhla. Kontrola CT (+), v2.0 neslouzi ani ke sledovani
ucinnosti amplifikace, ani k ovéfovani detekéni Urovné testu.

Vnitini kontrola

Vnitfni kontrola je uréena pro identifikaci vzork(, které obsahuiji inhibitory polymerazy. Pouziti vnitfni kontroly
eliminuje vSechny falesné negativni vysledky testu.
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BEZPECNOSTNI OPATRENI PRI PRACI

Tak jako pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné provedeni tohoto testu zasadnim pozadavkem
dodrzovat principy spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké analytické senzitivité tohoto testu je tfeba
vénovat mimoradnou péci zachovani Cistoty &inidel soupravy ¢i amplifikaCnich smési. U v8ech Cinidel je tfeba
Cistotu bedlivé sledovat. Jakmile je podezieni na kontaminaci, je tfeba &inidlo zlikvidovat.

OMEZENI

1.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

Testujte pouze indikované typy vzorkd. Test COBAS® TagMan® CT, v2.0 byl hodnocen pomoci zenskych
endocervikalnich vytér( (tampond) odebranych v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System
(Remel, Inc.) a Zenské a muzské moci odebrané bez konzervacnich latek. Testovani jinych typl vzorki
nebylo hodnoceno; neni vylouc¢eno, Ze by poskytlo vysledky faleSné negativni nebo faleSné pozitivni.

Detekce C. trachomatis zavisi na poctu organisml ve vzorku a vliv na ni mdze mit zpusob odbéru
vzorku, pacientovy faktory, jako je vék, anamnéza sexualné pfenosnych nemoci nebo vyskyt symptomd,
stadium infekce, popfipadé infikujici kmen C. trachomatis.

V dusledku inhibice polymerazy mohou byt vysledky falesné negativni. K testu COBAS® TagMan® CT,
v2.0 byla zafazena vnitfni kontrola CT, umoziujici identifikaci zpracovanych vzork(l obsahujicich
substance, které mohou interferovat s PCR amplifikaci o vice nez 20 kopiich/test.

Na test muze mit vliv i prevalence chlamydialni infekce v dané populaci. Pfi testovani populace s nizkou
prevalenci nebo osob bez rizika infekce pozitivni prediktivni hodnoty klesaji. Protoze prevalence
C. trachomatis m(iZze byt u nékterych skupin obyvatel nebo skupiny pacientl nizka, muize jejich fale$né-
pozitivni mira 4% az 5% prevysit spravné-pozitivni miru a prediktivni hodnota pozitivniho testu je velmi
nizka. Jelikoz néktefi skute¢né infikovani pacienti nebudou pfi testovani jednoho vzorku zjisténi, nemuze
byt z klinickych dat zjistén ani odhadnut spravny podil fale$né-pozitivnich pfipadl. Podil fale$né-
pozitivnich vysledk( testu mlze zaviset na zkuSenosti, zruénosti pracovnika, zachazeni se vzorky
i s Cinidly nebo podobnych faktorech kazdé laboratofe.

Davéryhodnost vysledkl zavisi na spravném odbéru vzork(, transportu, skladovani a zpusobu
zpracovani. Proménné spojené se skladovanim nejsou zcela definovany.

Pridani enzymu AmpErase k ¢&inidlu Master Mix umozfiuje selektivni amplifikaci cilové DNA. Aby se
vSak predeslo kontaminaci Cinidel, je tfeba uplatiiovat zasady spravné laboratorni praxe a dusledné
dodrzovat postupy, jez jsou v tomto pfibalovém letdku uvedeny.

Testem nelze uréit, zda bude terapie uspésna nebo nelspésna.

Jako je tomu i u ostatnich diagnostickych testd, je tfeba vysledky testu COBAS® TagMan® CT, v2.0
interpretovat s uvazenim vSech klinickych zjisténi a laboratornich néalez(.

Se soupravou by méli pracovat pouze pracovnici vySkoleni v pouzivani technik PCR.

Vhodnost vzorku (v pfipadé vytér(l) je mozno posoudit pouze mikroskopickou vizualizaci cylindrickych
epitelovych bunék ve vzorcich.

Test COBAS® TagMan® CT, v2.0 se nedoporuduje k hodnoceni pfi podezfeni na sexudlni
zneuzivani nebo pfi jinych medicinsko-pravnich indikacich.

Pokud by v jakékoliv situaci mohly faleSné pozitivni nebo faledné negativni vysledky mit negativni
zdravotni, socialni nebo psychologické dopady, doporucuje se provést dalsi testovani.

Test COBAS® TagMan® CT, v2.0 poskytuje kvalitativni vysledky. Mezi hodnotou ohybu pozitivniho
testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 a poétem bunék C. trachomatis v infikovaném vzorku nelze hledat
zadnou korelaci. Testem se detekuje pouze C. trachomatis, nikoli véak C. psittaci, C. pneumoniae
a C. pecorum.

Pro test COBAS® TagMan® CT, v2.0 s muzskou & Zenskou moéi se doporuduje zachytit prvni
nahodny vzorek modi, ¢imz se mini prvnich 10 az 50 ml proudu mo¢i. Vlivy dalSich proménnych,
jako je prvni zachycena mo¢ oproti moci ze stfedniho proudu, po sprchovani, apod., hodnoceny
nebyly.

Rovnéz nebyly hodnoceny vlivy dalSich potencialnich proménnych, jako je vaginalni vytok, pouzivani
tampond, sprchovani apod., a proménnych odbéru vzorku.

Test COBAS® TagMan® CT, v2.0 nemé nahrazovat cervikélni vySetieni ani odbér endocervikalnich
vzorkd k diagnostice urogenitalni infekce. Pacienti mohou mit cervicitidu, uretritidu, infekci mo€ovych
cest nebo vaginalni infekci z jinych pfi€in nebo jako soubéznou infekci s jinymi agens.

Tento produkt se mlze pouzivat pouze ve spojeni s analyzatorem COBAS® TagMan® 48.
Pfitomnost inhibitord PCR m{ize vyvolavat faleSné negativni nebo neplatné vysledky.
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19.  Mezi ruSivé latky patfi zejména:

* Pfitomnost hlenu v cervikdlnich vzorcich mlze inhibovat PCR a vést k faleSné negativnim
vysledkim. Pro optimalni vykon testu se doporucuji vzorky bez pfitomnosti hlenu. Pfed odbérem
vzorku se doporuduje odstranit cervikalni sekret a vytok houbitkou nebo velkym tamponem16.

* Vzorky obsahujici vice nez 7% obj. krve mohou vést k faleSné pozitivnim vysledkim.

20. | kdyz vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech DNA kryptického plazmidu nebo
chromozomalni DNA C. trachomatis pokryté primery testu a/nebo sondou mohou vést k selhani
detekce bakterie v této situaci.

21.  Vzhledem k rozdildm mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pfed pfechodem od jedné
technologie k druhé provedli v jejich laboratofi studie pro stanoveni rozdild mezi témito
technologiemi.

VYHODNOCENI LABORATORNICH VYSLEDKU
Analyticka specificita:

Specificita testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 byla vyhodnocena pfidanim DNA z kultivovanych bunék,
kultivovanych virG nebo plazmidovych konstrukci do ¢inidel pro pfipravu vzorku CT/NG a otestovana testem
COBAS® TagMan® CT, v2.0. Testované organismy se hojné vyskytuji v urogenitainim traktu. Reaktivitu v testu

COBAS® TagMan® CT, v2.0 nevykazoval zadny z nasledujicich organizmd ani vird:

Achromobacter xerosis
Acinetobacter Iwoffi
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter sp. genospecies 3
Actinomyces isrealii
Aerococcus viridans
Aeromonas hydrophila
Agrobacterium radiobacter
Alcaligenes faecalis
Bacillus thuringiensis
Bacillus subtilis

Bacteriodes fragilis
Bacteriodes caccae
Bifidobacillus longum
Bifidobacterium adolescentis
Branhamella catarrhalis
Brevibacterium linens
Candida albicans
Chlamydia psittaci
Chlamydia pneumoniae
Chromobacter violaceum
Citrobacter freundii
Clostridium innocuum
Clostridium perfringens
Corynebacterium genitalium
Corynebacterium xerosis
Cryptococcus neoformans
Deinococcus radiopugnans
Derxia gummosa

Virus Epstein-Barrové
Eikenella corrodens
Enterobacter cloacae
Enterococcus avium
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Erysipelothrix rhusiopathiae
Escherichia coli

Ewingella americana
Flavobacterium meningosepticum
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Lactobacillus acidophillus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus crisptus
Lactobacillus lactis lactis
Lactobacillus oris
Lactobacillus parabuchnerri
Lactobacillus vaginalis
Lactococcus lactis cremoris
Legionella bozemanii
Legionella pneumophila
Leuconostoc paramesenteroides
Micrococcus luteus
Moraxella osloensis
Morganella morganii
Mycobacterium smegmatis
Mycoplasma hominis
Neisseria elongata
Neisseria gonorrhoea
Neisseria mucosa
Neisseria perflava
Neisseria polysaccharea
Pasteurella maltocida
Pediococcus acidilactica
Peptostreptococcus magnus
Peptostreptococcus productus
Prevotella bivia

Prevotella corporis
Prevotella intermedia
Propionibacterium acnes
Proteus mirabilis
Providencia stuartii
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas putida
Rahnella aquatilis
Salmonella minnesota
Salmonella typhimurium
Serratia denitrificans
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
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Gardnerella vaginalis Staphylococcus epidermidis

Gemella haemolysans Streptococcus agalactiae
Gemella morbillorum Streptococcus anginosus
Haemophilus influenzae Streptococcus bovis
Haemophilus ducreyi Streptococcus dysgalatia
Herpes simplex virus typu 1 Streptococcus equinis
Herpes simplex virus typu 2 Streptococcus pneumoniae
Lidsky papilloma virus typ 16 Streptococcus pyogenes
Lidsky papilloma virus typ 18 Streptococcus salivarius
Kingella kingae Treponema pallidum
Klebsiella pneumoniae ss ozaenae Vibrio parahaemolyticus

Yersinia enterocolitica

Analyticka senzitivita: Purifikovana DNA

PFi stanoveni analytické specificity pro purifikovanou DNA demonstroval test COBAS® TagMan® CT, v2.0
schopnost reprodukovatelné detekovat (> 95% pozitivnich vysledkd) 5 nebo vice kopii purifikované DNA
C. trachomatis na PCR reakci. PoCet kopii DNA C. trachomatis pouzitych v experimentu byl stanoven
Poissonovou analyzou.

Mez detekce: Nevariantni buriky C. trachomatis

Mez detekce testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 byla stanovena analyzou fedéni kultivovanych bunék
C. trachomatis v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.) a normalni lidské mogi. Sest
¢lenll panelu bylo analyzovano pro kazdy typ matrix. Celkové 144 replikat( na koncentraci bylo analyzovano
pro kazdy typ matrix. Negativni hladiny byly analyzovany s replikatem o velikosti 72.

Vysledky z této studie v tabulce 1 ukazuiji, Ze pomoci analyzy Probit test COBAS® TagMan® CT, v2.0 detekoval
C. trachomatis pfi pfedpokladanych koncentracich 2,1 IFU/ml pro médium M4RT® MicroTest Culture Transport
System (Remel, Inc.) Media a mo¢ s koncentraci 1,2 IFU/ml. Z dGvodu variability poCtu zahrnovanych téles
nalezenych v kultufe C. trachomatis nema pocet zivych organismG v C. trachomatis pfimou souvislost s poctem
amplifikovatelnych cilt CT.
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Tabulka 1
Detekéni mez testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 s nevariantnimi burikami C. trachomatis

Hladina Hladina o . . .| Celkovy e
Matrix panelu panelu Z;.u?:;SS Téu:;;r;: pocet I:Z:::(‘:;' % pozitivni
(IFU/ml) | (IFU/PCR) platnych N
M4RT 8 0,1 37,7 36,3 144 144 100,0
M4RT 4 0,05 38,8 36,3 144 144 100,0
M4RT 2 0,025 40,2 36,2 144 132 91,7
M4RT 1 0,012 40,7 36,2 144 116 80,6
M4RT 0,5 0,006 40,9 36,2 144 73 50,7
M4RT 0 0 N/A 36,2 72 0 0,0
95% Probit hodnota: 2,1 IFU/ml
95% interval spolehlivosti: 1,8 — 2,7
Hladina Hladina o . . .| Celkovy e
Matrix panelu panelu Z;.u?r?;gs Téu;i,r;: poc’":et ::f::(‘é:' % pozitivni
(IFU/ml) | (IFU/PCR) platnych N
Moé 20 1 34,6 36,1 144 144 100,0
Moé 4 0,2 37,8 36,2 144 143 99,3
Moé 2 0,1 38,6 36,1 144 144 100,0
Moé 0,5 0,025 40,3 35,9 143 110 76,9
Moé 0,25 0,0125 41,4 36,0 144 87 60,4
Moé 0 0 N/A 35,8 72 0 0,0
95% Probit hodnota: 1,2 IFU/mI
95% interval spolehlivosti: 0,9 — 1,7

Mez detekce: Bunky C. trachomatis nvCT (Svédska varianta kmene)

Mez detekce testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 byla stanovena analyzou fedéni kultivovanych bunék
C. trachomatis nvCT v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.) a normalni lidské mogi.
Sest hladin panelu bylo analyzovano pro kazdy typ matrix. Celkové 144 replikatd na koncentraci bylo analyzovano
pro kazdy typ matrix. Negativni hladiny byly analyzovany replikatem o velikosti 72. Pro uzpUsobeni kone¢ného
vysledkd Probit byl pouzit 7 az 10krat korekéni faktor za U¢elem kompenzace rozdill v cilovych kopiich mezi
genem ompA (1 kopie na buriku) a kryptického plazmidu (7 az 10 kopii/buriku).

Vysledky z této studie v tabulce 2 ukazuji, ze pomoci analyzy Probit test COBAS® TagMan® CT, v2.0 detekoval
C. trachomatis nvCT (8védskéa varianta kmene) pfi koncentracich 35,7 az 51,0 IFU/ml pro médium M4RT®
MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.) Media (prdmér 43,3 IFU/mI) a 14,7 az 21 IFU/ml pro mo¢
(primér 17,9 IFU/mI). Z divodu variability po¢tu zahrnovanych téles nalezenych v kultufe C. trachomatis nema
pocet Zivych organism( pfimou souvislost s po¢tem amplifikovatelnych cili CT.
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Tabulka 2
Detekéni mez testu COBAS® TagMan® CT, v2.0
s burikami C. trachomatis nvCT (Svédska varianta kmene)

Matrix I;Iaa:(;?ua I;I:::: Pramérna | Pramérna C::)I:“:c;‘;y Pozitivni % pozitivni
(<]
(IFU/mI) | aFurpcR) | CT ohybu | IC ohybu |, veh n| detekee
M4RT 8 0,1 38,4 36,3 144 141 97,9
M4RT 4 0,05 39,8 36,3 144 136 94,4
M4RT 1 0,125 40,1 36,2 144 86 59,7
M4RT 0,5 0,006 40,6 36,2 143 68 47,6
M4RT 0,25 0,003 40,8 36,2 144 40 27,8
M4RT 0 0 N/A 36,2 72 0 0,0
95% Probit hodnota . . .
(neopravena): 5,1 IFU/ml 95% interval spolehlivosti 39-7,2
95% Probit hodnota
(kopie cile # pomoci 7nasobného (35,7 IFU/ml 95% interval spolehlivosti 27,3 - 50,4
korekéniho faktoru)
95% Probit hodnota
(kopie cile # pomoci 10nasobného | 51 IFU/ml 95% interval spolehlivosti 39-72
korekéniho faktoru)
95% Probit hodnota
(kopie cile # pomoci primérného (43,3 IFU/ml 95% interval spolehlivosti 33,2 - 61,2
korekéniho faktoru)
Hladina Hladina o . . . | Celkovy o
. Pramérna | Prumérna + Pozitivni e .
Matrix panelu panelu pocet % pozitivni
(IFU/ml) | (Furpcry) | CT ohybu | IC ohybu |\, veh n| detekee
Moé 20 1,0 35,6 36,1 144 144 100,0
Moé 4 0,2 37,3 36,2 144 143 99,3
Moé 1 0,05 39,9 36,1 144 120 83,3
Moé 0,25 0,0125 40,6 36,0 144 71 49,3
Moé 0,125 0,00625 40,9 36,0 143 39 27,1
Moé 0 0 N/A 35,9 72 0 0,0
95% Probit hodnota . ; ;
(neopravena): 2,1 IFU/ml 95% interval spolehlivosti 1,5-3,0
95% Probit hodnota
(kopie cile # pomoci 7nasobného |14,7 IFU/mlI 95% interval spolehlivosti 10,5 - 21,0
korekéniho faktoru)
95% Probit hodnota
(kopie cile # pomoci 10nasobného |21,0 IFU/ml 95% interval spolehlivosti 15,0 - 30,0
korekéniho faktoru)
95% Probit hodnota
(kopie cile # pomoci primérného |17,9 IFU/ml 95% interval spolehlivosti 12,8 - 25,5
korekéniho faktoru)
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Inkluzivita

Test COBAS® TagMan® CT, v2.0 je schopen detekovat jednu IFU na PCR v8ech sérovart C. trachomatis.
Kvantifikované ATCC kultury 15 riiznych sérovar(i C. trachomatis byly fedény do média M4RT® MicroTest Culture
Transport System (Remel, Inc.) a normalni lidské moci na koncentrace 80 IFU/ml resp. 20 IFU/mI. Tyto
koncentrace predstavuiji vstup 1 IFU/PCR pro oba typy matrix. Dvacet dva (22) replikatd kazdého typu matrix pro
kazdy sérovar bylo zpracovano testem COBAS® TagMan® CT, v2.0. V&ech 15 sérovarli bylo detekovano pii 100%
pozitivité pro kazdy typ matrixu.

Reprodukovatelnost

Pro vyhodnoceni reprodukovatelnosti testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 studovany dva &tyi¢lenné panely, jeden
pfipraveny v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.) a daldi v normalni lidské modi.
Panely byly pfipraveny z kvantifikované ATCC kultury C. trachomatis a skladovany zmrazené pfi -80 °C. Clenové
panelu byli pfipraveni v CT koncentracich 0, 40, 80 a 120 IFU/ml pro vzorky v médiu M4RT® MicroTest Culture
Transport System (Remel, Inc.) a 0, 10, 20 a 40 IFU/ml pro vzorky mogi. Reprodukovatelnost byla hodnocena
mezi Sarzemi Cinidla a cykly zafizeni (obsluhy). Kazdy pracovnik proved| pétidenni testovani kazdé ze tfi Sarzi
¢inidel.

2700 vysledki této studie je shrnuto v Tabulce 3 pro zpracované vzorky média M4RT® MicroTest Culture
Transport System (Remel, Inc.) a Tabulce 4 pro zpracované vzorky moci. Negativni vysledky byly ziskany ve
100% ze 270 CT negativnich vzorkd u kazdé matrix. Celkova reprodukovatelnost pro vzorky s médiem M4RT®
MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.) a mogi je shrnuta v tabulce 3, resp. 4. Pro obé matrix byli vSichni
CT pozitivni ¢lenové pozitivni ve 100%. Hodnoty variaéniho koeficientu pro CT ohyb byly 2,3% nebo nizsi pro
replikaty M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.) a 4,2% nebo niz&i pro replikaty moéi, coz
prokazuje dobrou reprodukovatelnost kvalitativnich vysledku tohoto testu.

Tabulka 3
Vysledky celkové reprodukovatelnosti pro buriky C. trachomatis v médiu
M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.)

CT cile 0 40 80 120
IFU/mlI IFU/mlI IFU/mlI IFU/mlI IFU/mlI
g;'l‘l‘lf;% pocet platnych) 574 360 360 360
% pozitivnich vysledkl 0% 100% 100% 100%
Pramérna CT ohybu 0 35,3 34,3 33,7
Minimalni hodnota 0 32,5 31,3 31,4
Maximalni hodnota 0 39,1 37,1 37,8
Smeérodatna odchylka 0 0,79 0,74 0,79
Variaéni koeficient 0 2,2% 2,2% 2,3%
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Tabulka 4
Celkova reprodukovatelnost vysledku pro burnky C.trachomatis v moci

CT cile 0 10 20 40

IFU/ml IFU/mI IFU/mI IFU/mI IFU/mI
rCeep'l'l‘E;’{u pocet platnych) o4 360 360 360

% pozitivnich vysledku 0% 100% 100% 100%
Pramérna CT ohybu 0 35,7 35,0 33,8
Minimalni hodnota 0 34,1 33,2 31,9
Maximalni hodnota 0 41,9 40,3 39,4
Smérodatna odchylka 0 1,02 1,35 1,41
Variaéni koeficient 0 2,9% 3,9% 4,2%

Diagnosticka senzitivita, diagnosticka specificita a korelace

Uginnosti testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 a Testu BD ProbeTec ET (Becton Dickinson, Sparks, MD USA)
byly porovnany analyzou vzorkd endocervikélnich vytérii na tamponu v médiu M4RT® MicroTest Culture
Transport System (Remel, Inc.) a mo¢i odebrané od CT infikovanych a zdravych pacientd. Vzorky byly
odebrany a testovany na pracovistich ve Svédsku s vysokou prevalenci Svédské varianty kmene (nvCT).

Pomoci testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 a testu BD ProbeTec ET bylo testovano celkem 758 vzorkd mogdi
(141 zmrazenych archivovanych vzork( moci a 617 Cerstvé odebranych vzork( moci). Dva soustavné neplatné
vzorky byly vyjmuty ze sady vzork(. Diagnostickd senzitivita pro vzorky moci Cinila 95,7 %. Diagnosticka
specificita €inila 99,8 % a celkova procentni shoda (viz Tabulka 5) pro vzorky moci byla 98,7 % mezi testem
COBAS® TagMan® CT, v2.0 a testem BD ProbeTec ET. Pfi rozdéleni vysledkd moéi podle pohlavi (viz tabulky
6 a 7), Cinila diagnosticka senzitivita 95,9 % u muzskych vzorkll a 95,5% u zenskych vzork( {Fisher(iv pfesny
test (p hodnota ~ 1,0)}, diagnosticka specificita u muzskych vzorkl &inila 99,8 % a 100 % u Zenskych vzorku
{Fisher(iv pfesny test (p hodnota ~ 1,0)} a celkova procentni shoda ¢inila 98,8 % u muzskych vzorku a 98,4%
u zenskych vzorku {Fisherlv pfesny test (p-hodnota 0,7165)}. Fisherlv pfesny test indikuje nestatisticky
vyznamné rozdily v korelaci u muzskych, zenskych nebo v§ech vzorkd moci mezi dvéma testovacimi metodami.

Pomoci testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 a testu BD ProbeTec ET bylo testovano celkem 413 vzorki
endocervikalnich vytéril na tamponu v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.)
(vSechny Cerstvé odebrané). Diagnosticka senzitivita pro vzorky na tamponech v kultivaénim transportnim
médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.) &inila 96,0 %. Diagnosticka specificita ginila
100 % a celkovéa procentni shoda (viz Tabulka 8) pro endocervikalni vzorky v médiu M4RT® MicroTest Culture
Transport System (Remel, Inc.) &inila 99,5 % mezi testem COBAS® TagMan® CT, v2.0 a testem BD
ProbeTec ET.

Tabulka 5
Souhrn vysledku testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 porovnanych s testem BD ProbeTec ET
u vzorku moci od zdravych a CT infikovanych pacienti

3 Test BD ProbeTec ET
Celkem mo¢
N=758 Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 202 1 203
Test CTM Negativni 9 546 555
CT, v2.0
Celkem 211 547 758

Diagnosticka senzitivita = 202/211 = 95,7 % (95 % CI 92,0 %, 98,0 %)
Diagnosticka specificita = 546/547 = 99,8 % (95 % CI 99,0 %, 100,0 %)
Celkova % shoda = 748/758 = 98,7 % (95 % Cl 97,6 %, 99,4 %)
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Tabulka 6
Souhrn vysledku testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 porovnanych s testem BD ProbeTec ET
u vzorku muzZské moci od zdravych a CT infikovanych pacientu

o 3 Test BD ProbeTec ET
Muzska mo¢
N=569 Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 139 1 140
Test CTM Negativni 6 423 429
CT, v2.0
Celkem 145 424 569

Diagnosticka senzitivita = 139/145 = 95,9% (95 % CI 91,2%, 98,5%)

Diagnosticka specificita = 423/424 = 99,8 % (95 % CI 98,7%, 100,0 %)

Celkova % shoda = 562/569 = 98,8% (95 % CI 97,5 %, 99,5 %)
Tabulka 7

Souhrn vysledkii testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 porovnanych s testem BD ProbeTec ET
u vzorkt Zenské moci od zdravych a CT infikovanych pacientu

3 ) 3 Test BD ProbeTec ET
Zenska moc€
N=189 Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 63 0 63
Test CTM Negativni 3 123 126
CT, v2.0
Celkem 66 123 189

Diagnosticka senzitivita = 63/66 = 95,5 % (95 % Cl 87,3 %, 99,0 %)
Diagnosticka specificita = 123/123 = 100,0 % (95 % CI 97,6%, 100,0 %)
Celkova % shoda = 186/189 = 98,4% (95 % Cl 95,4%, 99,7%)

Tabulka 8
Souhrn vysledku testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 porovnanych s testem BD ProbeTec ET
na vzorcich endocervikalnich vytéri v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System
(Remel, Inc.) od zdravych a CT infikovanych pacient

. Test BD ProbeTec ET
M4RT® Endocervikalni vytéry
N=413 Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 48 0 48
Test CTM Negativni 2 363 365
CT, v2.0
Celkem 50 363 413

Diagnosticka senzitivita = 48/50 = 96,0 % (95 % CI 86,3 %, 99,5 %)
Diagnosticka specificita = 363/363 = 100,0 % (95 % CI 99,2 %, 100,0 %)
Celkova % shoda = 411/413 = 99,5% (95 % CI 98,3%, 99,9%)
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Selhani celého systému

Mira selhani celého systému byla stanovena pro test COBAS® TagMan® CT, v2.0 ve 100 testech, kazdy
v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.) (10 IFU/ml) a moé&i (5 IFU/ml) pfi pfiblizné
trojnasobku klinického limitu detekce (viz vysledky Mez detekce vyse). Pozitivni vysledky byly ziskany u vSech
testd dvou typl vzorkd s vyslednou mirou selhani celého systému o hodnoté 0,0%.

Interference

Interference testovani byla provedena za pouziti vzork(i v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System
(Remel, Inc.) (10 IFU/ml) a mo¢i (5 IFU/ml) pfi pfiblizné trojndsobku klinického limitu detekce pro kazdy typ
vzorku (viz vysledky Mez detekce vyse). CT pozitivni vzorky byly testovany v kombinaci s 18 volné prodejnymi
(OTC) zenskymi hygienickymi produkty, cervikalnim hlenem a plnou krvi. VSechny testované OTC produkty
nevykazaly zadnou interferenci s detekci signalu CT cile nebo vnitfni kontroly. Pfidani cervikalniho hlenu
nemeélo zadny signifikantni efekt na detekci CT cile nebo vnitfni kontroly. Nizky, ale reprodukovatelny CT cilovy
signal pozadi byl identifikovan u vzorkd na tamponech v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System
(Remel, Inc.) obsahujicich vice nez 7% plné krve. ZvySeny signal pozadi byl v€as vzdy pod prahem pozitivity
analyzy a zadné faledné pozitivni vysledky nebyly obdrzeny.

Inhibice

Mira inhibice testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 byla stanovena pomoci negativnich vzorkii derstvé a zmrazené
mod&i a negativnich vzork( endocervikalnich vytérd na tamponech v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport
System (Remel, Inc.) Media. Pomoci testu COBAS® TagMan® CT, v2.0 bylo analyzovano celkem 910 klinickych
vzorkl; 547 (544 cCerstvych a 3 archivovanych) negativnich vzorkd mocéi a 363 negativnich vzorki
endocervikalnich vytérll v médiu M4RT® MicroTest Culture Transport System (Remel, Inc.) (tabulka 9).
Pocatecni testovani odhalilo celkem 7 neplatnych vysledku; 6 u vzork( ¢erstvé moci a 1 u vytéru na tamponu.
Po opakovaném testovani zustaly neplatné 2 vzorky moci, coz €inilo miru inhibice 0,4 % pro vzorky moci
a 0,2% pro vSechny vzorky. Vzhledem k tomu, Ze jeden zbyvajici inhibi¢ni vzorek moci byl muzsky a jeden
zensky, mira inhibice pro vzorky €erstvé moci u muza ¢inila 0,2 % a u mira inhibice u zen 0,8 %.

Tabulka 9
Test COBAS® TaqgMan® CT, v2.0 - poéateéni a koneéné urovné inhibice

Pocet o . Pocet .
L - % neplatnych . % neplatnych IC
Zdroj vzorku Celkovy pocet neplatnych. IC pocatecni neplatnych I,c po opakovaném
testu IC pocatecni testovani | P° opakovaném testovani
testovani testovani
Vsechny

negativni vzorky 910 7 08 2 0.2
Negativni vzorky

cerstvé moci 544 6 11 2 0.4
Negativni vzorky

cerstvé moci 421 5 1,2 1 0,2

u muzd

Negativni vzorky

cerstvé moci 123 1 0,8 1 0,8

u Zen

Negativni vzorky

archivované 3 0 0 0 0

mogi
Negativni

vzorky vytéri 363 1 0.3 0 0
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Odkazy na software AMPLILINK v3.2 byly v celém letaku odstranény.

V &asti NAVOD K POUZITI, Velikost cyklu, bylo podano vysvétleni tak, aby byl
uzivatel upozornén, ze se velikost cyklu sklada z celkem 24 vzorkd s az 22 vzorky

zavedenymi na K-nosic.

Pokud mate jakékoliv dotazy, kontaktujte prosim mistniho zastupce spole¢nosti Roche.
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COBAS® TagMan® CT Test, v2.0 vyrobil:

Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, 08876 USA
Clen Roche Group

D

Roche Diagnostics (Schweiz) AG Roche Diagnostics
Distributed by Industriestrasse 7 2, Avenue du Vercors
6343 Rotkreuz, Switzerland 38240 Meylan, France
Roche Diagnostics GmbH Distributore in ltalia:
Sandhofer StraBe 116 Roche Diagnostics S.p.A.
68305 Mannheim, Germany Viale G. B. Stucchi 110

20052 Monza, Milano, Italy
Roche Diagnostics, SL

Avda. Generalitat, 171-173 Distribuidor em Portugal:
E-08174 Sant Cugat del Valles Roche Sistemas de Diagnésticos Lda.
Barcelona, Spain Estrada Nacional, 249-1

2720-413 Amadora, Portugal
Roche Diagnostics

201, boulevard Armand-Frappier Roche Diagnostica Brasil Ltda.
H7V 4A2 Laval, Québec, Canada Av. Engenheiro Billings, 1729
(For Technical Assistance call: Jaguaré, Building 10

Pour toute assistance technique, 05321-010 Sao Paulo, SP Brazil

appeler le: 1-877 273-3433)

ROCHE, AMPLICOR, AMPERASE, AMPLILINK, COBAS, AMPLIPREP a TAQMAN jsou ochranné znamky
spole¢nosti Roche.

ROCHE RESPONSE CENTER je servisni znamka spole¢nosti Roche.

Microsoft a Windows jsou registrované obchodni znamky nebo obchodni znamky spole¢nosti Microsoft
Corporation ve Spojenych statech anebo jinych zemich.

ProbeTec je registrovana obchodni znamka spole¢nosti Becton Dickinson.

Eppendorf Repeater® a Eppendorf Combitip® jsou registrované obchodni znamky spoleénosti Eppendorf-
Netheler-Hinz GmbH, Hamburk, Némecko.

M4RT® je registrovana obchodni znamka spoleénosti Remel Inc.

Kyaninova barviva v tomto produktu podliéhaji patentovym pravim GE Healthcare Bio-Sciences Corp.
a Carnegie Mellon University a jsou licencovany spole¢nosti Roche pouze za uc¢elem vyzkumu a jako souéast
diagnostickych sad in-vitro. Jakékoliv pouziti takovych sad pro jiné ucely nez pro vyzkum nebo in-vitro
diagnostiku vyZaduje poskytnuti sublicence od spole¢nosti GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway,
New Jersey, U.S.A. a Carnegie Mellon University, Pittsburgh, Pennsylvania, U.S.A.
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