COBAS® AMPLICOR®
Neisseria gonorrhoeae Test

NG

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

Objednaci udaje

AMPLICOR® CT/NG
Specimen Preparation Kit

100 Tests P/N: 20759414 122
ART: 07 5941 4
US: 83315

CT/NG PREP

96 Tests P/N: 20759902 122
ART: 07 5990 2
US: 83319

AMPLICOR® CT/NG

Amplification Kit CT/NG AMP

100 Tests  P/N: 20757535 122

COBAS® AMPLICOR®
NG DK ART: 07 5753 5

Neisseria gonorrhoeae

Detection Kit US: 83278
COBAS® AMPLICOR® 100 Tests  P/N: 20757470 122
Detection Reagents Kit DK ART: 07 5747 0
US: 83276
COBAS® AMPLICOR® B 500 Tests P/N: 20759899 123
Wash Buffer Kit ART: 07 5989 9

US: 83314

Ndsledujici soupravu je moZno pouZit k detekci Chlamydie trachomatis ve vzorcich
amplifikovanych pomoci amplifikacni soupravy AMPLICOR® CT/NG Amplification
Kit. Detekce Chlamydia trachomatis se provddi podle uZivatelovy volby.

COBAS® AMPLICOR®
Chlamydia trachomatis
Detection Kit

100 Tests P/N: 20757497 122
CTDK ART: 07 5749 7
US: 83277

Ndsledujici souprava se dd pouzivat k detekci vnitini kontroly CT/NG (CT/NG Internal
Control, zkr. IC) amplifikované pomoci amplifikacni soupravy AMPLICOR® CT/NG
Amplification Kit. Pokud se testuji vzorky moci nebo vytéry odebrané do kultivachiho média
na chlamydie, provddi se detekce vnitini kontroly podle uZivatelovy volby. Pokud se vSak
Jjednd o vytéry odebrané a prepravované za pouditi soupravy AMPLICOR® STD Swab
Specimen Collection and Transport Kit, je detekce vnitini kontroly povinnd.

100 Tests P/N: 20757608 122
ART: 07 5760 8
US: 83281

COBAS® AMPLICOR® IC DK
Internal Control Detection Kit

Ndsledujici souprava se dd pouZivat k odbéru a prepravé endocervikdlnich
a uretrdlnich vytérii.

AMPLICOR® STD STD SWAB 50 Tests P/N: 20753920 122
Swab Specimen Collection ART: 07 53920
and Transport Kit US: 83075
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Ucel

COBAS® AMPLICOR® Neisseria gonorrhoeae (NG) Test je kvalitativni test
in vitro pro detekci DNA N. gonorrhoeae v klinickych vzorcich na pfistroji
COBAS® AMPLICOR® Analyzer. Pii testu se vyuzivdi metody amplifikace
nukleové kyseliny pomoci polymerazové fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction,
PCR) a hybridizace nukleové kyseliny pro detekci bakterii Neisseria gonorrhoeae
v urogenitalnich vzorcich.

Souhrn a vyklad testu

Neisseria gonorrhoeae (gonokoky) jsou pficinou kapavky. Jedna se o gramnegativni
diplokoky, cytochromoxidaza-pozitivni, nemotilni a nevytvarejici spory!-3.
N. gonorrhoeae jsou geneticky dzce spriznéné s N. meningitidis (meningokoky),
pficinou jednoho typu bakteridlni meningitidy, a 0 néco méné tzce spriznéné
s prileZitostnym lidskym patogenem N. lactamica. Jak N. gonorrhoeae, tak
N. meningitidis infikuji pouze ¢lovéka. Existuje fada dalSich druhl Neisserie,
jez lze u clovéka povazovat za normdlni fléru; sem patii N. cinerea,
N. elongata, N. flavescens, N. mucosa, N. sicca a N. subflava!:2. Infekce
gonokokem Neisseria gonorrhoeae vyvolava kapavku, coz je tfeti nejbéznéjsi
pohlavni choroba; celosvétové je hldseno 62,2 miliont pfipadi kapavky#.
U muzl vede tato nemoc obecné k anteriorni uretritidé provdzené hnisavym
vytokem. U Zen se tato nemoc objevuje nejcastéji v cervixu, miiZze se ovSem
infikovat i vagina a uterus2.

Presumptivni diagnéza kapavky vychdzi ze: zjiSténi gramnegativnich
intraceluldrnich diplokokll v gram-barvenych stérech uretrdlnich vytokid u muza
a endocervikalnich sekretl u Zen, z pomnoZeni N. gonorrhoeae z uretry (muzi)
resp. endocervixu na selektivnich Zivnych piddach s ndslednym potvrzenim
typické morfologie kolonii, pozitivni oxiddzové aktivity a typické gramnegativni
diplokokové morfologie, popfipadé z detekce N. gonorrhoeae pomoci
nekultivacnich laboratornich testi. Definitivni diagnéza kapavky vyZaduje
izolaci bakterie Neisseria gonorrhoeae z mista expozice kultivaci (po dobu
48-72 hodin na selektivni padé¢), prokdzani typické morfologie kolonii,
pozitivni oxiddzovy test, typickou gramnegativni morfologii a potvrzeni
izolatd kultury N. gonorrhoeae specifickymi identifikacnimi metodami
(produkce kyseliny z karbohydrati, rychlé enzymatické testy, serologické zkousky,
testy na specifickou nukleovou kyselinu)!-35-7. Kultivace je tfeba ke stanoveni
antimikrobidlni susceptibility.
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Neisseria gonorrhoeae

Princip metody

Priprava vzorka

PCR amplifikace

COBAS® AMPLICOR® NG Test sestava ze Ctyf zakladnich postupt: vzork,
PCR amplifikace$® tercové DNA pomoci NG-specifickych komplementarnich
biotinylovanych primerd, hybridizace amplifikovanych produktt na oligonukleotidové
sondy specifické pro terc(e) a detekce amplifikovanych produktd navazanych na
sondu kolorimetrickym méfenim.

Pro vypracovani PCR testu je tfeba vytipovat oblast teréové DNA, kterd se bude
amplifikovat, syntetizovat dva kritké biotinylované oligonukleotidové primery,
komplementarni k oblastem lemujicim ter¢ovou sekvenci. Tyto biotinylované
primery se vazi ke komplementarni lemujici oblasti a DNA polymeraza prodluzuje
pomoci nadbytku deoxynukleotid-trifosfat (ANTPs) v reak¢éni smési sekvenci ve
sméru od 5' k 3', ¢imZ se vytvaii biotinylovand komplementarni DNA sekvence
nazyvana amplikon. Na pevny nosi¢ (mikrocéstice) se navaze oligonukleotidova
sonda specificka pro dany amplikon, kterd slouZi k jeho hybridizaci (zachyceni).
V detek¢nim systému testu se pouziva konjugat avidinu s kienovou peroxiddzou
(HRP), ktery se na biotinylovany amplikon zachyceny na mikrocasticich vaze.
Barevnou reakci zajistuje substrat peroxidu vodiku a tetramethylbenzidinovy (TMB)
chromofor.

COBAS® AMPLICOR® NG Test umoziuje souc¢asnou amplifikaci ter€ové DNA
N. gonorrhoeae, ter¢ové DNA C. trachomatis a DNA vnitini kontroly (IC)
CT/NG. Cinidlo Master Mix obsahuje dvojice biotinylovanych primeri specifické
pro C. trachomatis, N. gonorrhoeae a CT/NG IC. Detekci amplifikované DNA
C. trachomatis je mozno provadét podle uzivatelovy volby. Detekce vnitini
kontroly CT/NG je nutnd, pokud se testuji vytéry odebrané a prepravené pomoci
soupravy AMPLICOR® STD Swab Specimen Collection and Transport Kit.
Jedné-li se o vzorky moci nebo o vytéry odebrané a prepravené v kultivanim
transportnim médie pro chlamydie, je detekce vnitini kontroly CT/NG IC nepovinna.

Urogenitalni epitelové buriky, leukocyty a s nimi spojené buniky N. gonorrhoeae
se odebiraji na tamponech nebo jsou peletizoviny z moci. Na vzorky se piisobi
roztokem detergentu, aby doslo k lyze bunék a z gonokokd se uvolnila DNA.
Potom se ptida dalSi roztok detergentu, kterym se vzorek pfipravi k amplifikaci.

Volba tercové sekvence

Neisseria gonorrhoeae obsahuji vysoce zachovalou sekvenci DNA (M-Ngo PII),
kterA na zdkladé sekvencni homologie zfejmé koéduje cytosinovou DNA
methyltransferdzu, jeZ inhibuje digesci chromozomédlni DNA Haelll restrikéni
endonukledzou. Geneticka sekvence M-Ngo PII (zhruba 1044 part bazi) se vyskytuje
v jednotlivych kmenech N. gonorrhoeae, zatimco ve vétSiné ostatnich,
negonokokovych druzich rodu Neisseria piitomna nenil®. Pfi testu COBAS®
AMPLICOR® NG se pouzivaji biotinylované primery SSO1 a SS02, kterymi se
definuje sekvence pfiblizné€ 201 nukleotidii v rdmci genu M-Ngo PIL v N. gonorrhoeae.

Amplifikace terce

Zpracované vzorky se pridaji do amplifikacni smési v amplifika¢nich
zkumavkach (A-zkumavkach), ve kterych probiha PCR amplifikace. Tepelny
cyklizator pfistroje COBAS® AMPLICOR® Analyzer reakéni smés zahfiva, aby
se dvouretézcovd DNA denaturovala a exponovala specifické primerové terové
sekvence na genu Neisseria gonorrhoeae M-Ngo PII. biotinylovanych primera
SS01 a SS02 ke komplementarni sekvenci DNA N. gonorrhoeae.
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Tepelné stila DNA polymerdza Thermus aquaticus (Tag pol), za pritomnosti
nadbytku deoxynukleozid-trifosfatd (ANTPs), tj. deoxyadenozin-, deoxyguanozin-,
deoxycytidin- a deoxyuridin- (misto deoxythymidin-) trifosfatu, prodluzuje
primery po annealingu podél terového templatu a vytvafi molekulu
dvouretézcové DNA s 201 parem bdzi, nazyvanou amplikon. COBAS®
AMPLICOR® Analyzer tento postup automaticky opakuje ve stanoveném poctu
cykld, priCemz v kazdém cyklu se mnozstvi amplikonové DNA efektivné
zdvojnasobuje. Cinidlo AMPLICOR® CT/NG Master Mix obsahuje také druhou
sadu biotinylovanych primerd, které ve vzorku i ve vnitini kontrole CT/NG
podobnym postupem, jaky jsme popsali pro Neisseria gonorrhoeae, soubézné
amplifikuji ter¢ovou DNA Chlamydia trachomatis (CT).

Amplifikace vnitini kontroly

Pii enzymatickych amplifikacnich postupech, jakym PCR je, se miZe tc¢innost
snizovat v dusledku pfitomnosti inhibitord v klinickém vzorku. Zpracovdvané
vzorky, které obsahuji latky, jez by mohly PCR amplifikaci ruSit, je moZno
identifikovat pomoci vnitini kontroly CT/NG. Vnitini kontrola CT/NG je
neinfekcni plazmidova rekombinantni DNA s oblastmi vazajicimi primer, jeZ jsou
stejné jako v terCové sekvenci C. trachomatis, s randomizovanou vnitini sekvenci
podobné délky a sloZeni bazi jako u terCovych sekvenci NG a CT a s jedinecnou
oblasti vazajici sondu, kterou se ter¢ového amplikonu lisi. Tyto vlastnosti byly
zvoleny proto, aby se zajistila ekvivalentni amplifikace vnitini kontroly CT/NG
a ter¢ové DNA CT/NG. Cinidlo pro vnitini kontrolu CT/NG je v amplifika¢ni
soupravé AMPLICOR® CT/NG obsazeno a zavadi se do kazdé amplifikacni reakce
k soubézné amplifikaci vedle tercové DNA z klinického vzorku. Souprava
COBAS® AMPLICOR® Internal Control Detection Kit, kterd se da prikoupit,
obsahuje oligonukleotidovou zachytovou sondu specifickou pro vnitini kontrolu,
jez slouZzi ke zjisténi pozitivniho signlu vnitini kontroly v reakéni smési. Pomoci
vnitini kontroly CT/NG se zjiStuji vzorky obsahujici inhibitory, které by rusily
amplifikaci a detekci 20 nebo vice kopii ter¢ové nukleové kyseliny N. gonorrhoeae,
jak je zjiSténo Poissonovou analyzou. Pfi testovani vzorkl moci nebo vytér
odebranych a prepravenych v transportnim médiu pro kultury chlamydii se detekce
vnitfni kontroly CT/NG podle uzivatelovy volby provadét mize, ale nemusi. Pokud
vSak jsou testovdny vytéry odebrané a prepravené pomoci soupravy AMPLICOR®
STD Swab Specimen Collection and Transport Kit, je detekce vnitrni kontroly CT/NG
povinnd.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace ter¢ové DNA z klinickych vzorkt se pii testu COBAS®
AMPLICOR® NG dosahuje pouZzitim enzymu AmpErase® (uracil-N-glykosylaza)
a deoxyuridin- trifosfatu (dUTP). Enzym AmpErase pozna a katalyzuje destrukci
fetézci DNA obsahujicich deoxyuridin!!, nikoli vSak fetézcti DNA obsahujicich
deoxythymidin. Deoxyuridin neni v pfirozené DNA pfitomen, vzdy se vSak
nachdzi v amplikonu, protoZe se v €inidle Master Mix jako jeden z dNTPs
pouzivd deoxyuridin-trifosfit misto deoxythymidin-trifosfitu; proto je
deoxyuridin obsazen pouze v amplikonu. Deoxyuridin ¢ini kontaminujici
amplikon citlivym k destrukci enzymem AmpErase pfed amplifikaci teréové DNA.
Enzym AmpErase, ktery je v ¢inidle Master Mix obsaZzen, katalyzuje St€peni
DNA obsahujici deoxyuridin na deoxyuridinovych zbytcich tim, Ze otevird
deoxyribézovy fetézec v poloze C1. Béhem zahfivani v prvnim tepelném cyklu pfi
alkalickém pH cinidla Master Mix se DNA fetézec amplikonu Sté€pi v poloze
deoxyuridinu, ¢imZ se tato DNA stavd neamplifikovatelnou. Pfi teplotiach nad
55°C, tedy v prubéhu teplotniho cyklovéni, je enzym AmpErase inaktivni, a proto
tercovy amplikon nerozruSuje. Po amplifikaci je ptfipadné zbyvajici enzym
denaturovan piidavkem denaturacniho roztoku, ¢imZz se predejde rozruSeni
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Neisseria gonorrhoeae

Hybridizacni reakce

Detekéni reakcee

Cinidla

ter¢ového amplikonu. Prokazalo se, Ze enzym AmpErase v soupravé COBAS®
AMPLICOR® NG Test inaktivuje minimalné€ 103 kopii deoxyuridin-obsahujiciho
amplikonu na jednu PCR.

Po PCR amplifikaci pfidava pfistroj COBAS® AMPLICOR® Analyzer automaticky
do reak¢éni smési ve vSech A-zkumavkach denaturani roztok, ktery vyvolava
chemickou denaturaci amplikonu NG i amplikonu vnitini kontroly CT/NG za tvorby
jednoretézcové DNA. Z jednotlivych A-zkumavek analyzitor COBAS®
AMPLICOR® pievadi alikvotni podily denaturovaného amplikonu do piislusnych
detek¢nich kelimki (D-kelimktl). Do nich se pak pfidava suspenze magnetickych
Castic potazenych oligonukleotidovou sondou specifickou pro N. gonorrhoeae
(resp. vnitini kontrolu, pokud s ni uZivatel pracuje). Biotinem znaceny amplikon NG
a amplikon vnitini kontroly CT/NG je k ter¢ové specifické oligonukleotidové sondé
na magnetickych ¢asticich hybridizovan. Hybridizaci amplikonu k ter¢oveé specifické
sond¢ se zvysuje celkova specifi¢nost testu.

Po hybridiza¢ni reakci oplichne COBAS® AMPLICOR® Analyzer v D-kelimku
magnetické Céstice, aby z nich odstranil nenavazanou latku, a prida konjugat
avidinu s kfenovou peroxidazou. Tento konjugat se navaZe na biotinem znaceny
amplikon hybridizovany k terCové specifickym oligonukleotidovym sondam
navizanym na magnetické Castice. COBAS® AMPLICOR® Analyzer pak
magnetické Castice oplachne, aby odstranil nenavazany konjugat, nacez piida do vsech
D-kelimkli  roztok  substratu  obsahujici  peroxid vodiku a 3,355
tetramethylbenzidin (TMB). Za piitomnost peroxidu vodiku katalyzuje navazani
kienova peroxidaza oxidaci TMB na barevny komplex, jehoZ absorbance u 660 nm
se piistrojem COBAS® AMPLICOR® Analyzer proméfuje.

AMPLICOR® CT/NG CT/NG PREP | 100 testi  P/N: 20759414 122

Specimen Preparation Kit ART: 07 5941 4
AMPLICOR® CT/NG US: 83315
Souprava pro pfipravu vzorkl

CT/NG URINE WASH 1 x 50 ml
(Promyvaci pufr CT/NG moc)

Tris-HCI pufr

300 mM NaCl

< 0,1 % detergent

0,09 % azid sodny

CT/NG LYS 1x25ml
(Cinidlo pro lyzu CT/NG)

Pufr Tris-HCI

< 1 % rozpoustédlo

0,09 % azid sodny

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

Tris-HCI pufr

6 mM chlorid hote¢naty

< 25 % detergent

0,05 % azid sodny
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AMPLICOR® CT/NG CT/NG AMP | 96testi  P/N: 20759902 122

Amplification Kit ART: 07 5990 2
AMPLICOR® CT/NG US: 83319
Amplifikacni souprava

CT/NG MMX 3x 1,8ml
(Cinidlo Master Mix CT/NG)
Tris-HCI pufr
EDTA
100 mM KCl
Glycerol
< 0,01 % AmpliTaq® (Tag DNA polymeraza, mikrobidlni)
< 0,005 % dATP, dCTP a dGTP
< 0,016 % dUTP
< 0,01 % AmpErase® (uracil-N-glykosyldza) enzym (mikrobiélni)
< 0,0004 % primery SS01, SS02, CP24 a CP27, biotinylované
0,05 % azid sodny

CT/NG IC 3x0,1 ml
(Vnitini kontrola CT/NG)
Pufr Tris-HCI
< 0,001 % neinfekéni rekombinantni plazmidova DNA
(mikrobidlni) obsahujici sekvence vazici CT primer
a jedine¢nou oblast vazici sondu
< 0,005 % poly rA RNA (syntetickd)
EDTA
Amarantové barvivo
0,05 % azid sodny

NG (+) C 1 x0,8 ml
[N. gonorrhoeae (+) kontrola]

Pufr Tris-HC1

< 0,001 % neinfek¢ni rekombinantni plazmidovd DNA

(syntetickd) obsahujici sekvence N. gonorrhoeae

< 0,005 % nespecificky nosi¢ DNA (sav¢i)

< 0,5 % detergent

EDTA

0,05 % azid sodny

CTH+)C 1x0,8 ml
[N. gonorrhoeae (—) kontrola]

Pufr Tris-HCl

< 0,001 % neinfek¢ni rekombinantni plazmidovd DNA

(syntetickd) obsahujici sekvence C. trachomatis

< 0,005 % nespecificky nosi¢ DNA (sav¢i)

< 0,5 % detergent

EDTA

0,05 % azid sodny
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Neisseria gonorrhoeae

COBAS® AMPLICOR® NG DK 100 testi  P/N: 20757535 122
ART: 07 5753 5

Neisseria gonorrhoeae
Detection Kit US: 83278
COBAS® AMPLICOR®

Neisseria gonorrhoeae Detekeni souprava

NG PS1 1 x 100 test
(Suspenze sondy pro NG ¢. 1)
MES pufr
< 0,3 % suspenze paramagnetickych ¢astic Dynabeads®
potazenych oligonukleotidovou zachytovou sondou
SS06TS5 specifickou pro N. gonorrhoeae
0,09 % azid sodny

NG4 1 x 100 testa

(Suspenze sondy pro NG ¢. 2)
Pufr s fosfore¢nanem sodnym
37 % thiokyanat sodny
< 0,2 % rozpoustédlo

X

Zdravi Skodlivy

Xn 37 % hm. thiokyanat sodny

COBAS® AMPLICOR® 100 testd P/N: 20757470 122
Detection Reagents Kit ART: 07 5747 0
COBAS® AMPLICOR® US: 83276

Souprava detek¢nich Cinidel

DN4 1 x 100 testd

(Denaturacni roztok)
1,6 % hydroxid sodny
EDTA
Thymolova modf

Xi : : 1,6 % hm. hydroxid sodny

Drazdivy

CN4 1 x 100 testt
(Konjugat avidinu s kienovou peroxiddzou)

Pufr Tris-HCI

< 0,001 % konjugéat avidinu s kfenovou peroxidazou

Bovinni serumalbumin (sav¢i)

Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd.)

0,1 % fenol

1 % konzervacni ¢inidlo ProClin® 150

SB3 5 x 75 testu

(Substrat A)
Citratovy roztok
0,01 % peroxid vodiku
0,1 % konzerva¢ni ¢inidlo ProClin® 150
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SB
(Substrat B)

0,1 % 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB)
40 % dimethylformamid (DMF)

Toxicky
R: 61-20/21-36

S:53-45

COBAS® AMPLICOR®
Wash Buffer

COBAS® AMPLICOR®
Promyvaci pufr

WB

T @ 40 % hm. dimethylformamid (DMF)

Mize poskodit plod. Pfi vdechovani
a styku s pokozkou je zdravi Skodlivy.
Drazdi oci.

Nevystavujte  se  expozici —
pred pouzitim si vyZadejte specidlni
pokyny. V pifipadé nehody nebo
citite-li  se nedobfe, vyhledejte
okamzité lékaiskou pomoc (pokud
mozno ukazte Stitek).

5x5ml

500 testd P/N: 20759899 123

ART: 07 5989 9
US: 83314

(Promyvaci koncentrat 10X)
< 2 % fosfatovy pufr
<9 % chlorid sodny

EDTA
< 2 % detergent

0,5 % konzerva¢ni ¢inidlo ProClin® 300

Upozornéni a bezpecnostni pokyny

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

2 x 250 testa

Vyrazem ,kopie* se v této metodické piirucce mini 1 kopie ter¢ové nukleové
kyseliny N. gonorrhoeae. Jedna (1) kopie zna¢i nejmensi mnozstvi terové nukleové
kyseliny N. gonorrhoeae, které by v PCR testu poskytlo pozitivni vysledek.

Tento test slouZi ke zpracovéani pouze endocervikalnich a uretrlnich vzorkd a vzorka
moci. Neni tedy uréen pro Zadné jiné typy vzork, jako jsou vytéry kréni nebo rektalni.

Vzorky jsou stalé po dobu, ktera je uvedena v oddile ,,Odbér, preprava a skladovani
vzorkd* této ptibalové informace. Nicméné je na prospéch spravnosti vysledkd, jsou-li
vSechny vzorky testovany co nejdiive po odbéru. Vlivy vice proménnych, které
predstavuje doba skladovani a variace spojené s prepravou vzorkll zkoumany nebyly.

Nepipetovat usty.
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Neisseria gonorrhoeae

Poznamka

V  pracovnich  laboratornich  prostordich  nejist, nepit a  nekoufit.
Pfi manipulaci se vzorky a ¢inidly ze soupravy noste ochranné rukavice na jedno
pouZiti, laboratorni plast a prostfedek ochrany oci. Po préci se vzorky a zkuSebnimi
¢inidly si dikladn€ umyjte ruce.

Pii odebirani alikvotnich podilt z lahvicek s ¢inidly dbejte, aby nedoslo k mikrobidlni
kontaminaci. Doporucuje se pouZivat sterilni pipety a $picky na jedno pouZiti.

NesméSujte dohromady ¢inidlo z riznych SarZi, ani z riznych lahvicek téZe SarZe.
Nespotiebovana ¢inidla likvidujte v souladu s celostatnimi resp. mistnimi piedpisy.
Po vyprseni lhiity pouZitelnosti jiZ soupravu nepouzivejte.

Materidlové bezpec¢nostni listy (Material Safety Data Sheets, MSDS) 1ze obdrZet
na vyzadani od mistniho zastoupeni firmy Roche.

Pracovni tok musi v laboratofi postupovat jednosmérné, od predamplifikacniho
prostoru  smérem k  poamplifikaCnimu prostoru  (amplifikace/detekce).
Predamplifikacni ¢innosti zacinaji pfipravou cinidel a pokracuji piipravou vzorkd.
Latky a vybaveni se musi pfifadit jednotlivym predamplifikatnim cinnostem
a nesmg&ji se pouzivat k Zadnym jinym cinnostem, ani se nesméji prendSet mezi
jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve vSech prostorech je tfeba nosit rukavice,
které se pred opusténim prostoru vyméni. Vybaveni a materidly pro piipravu ¢inidla
se nesmé&ji pouzivat k pripravé vzorkl, ani pro pipetovani nebo zpracovani
amplifikované DNA ¢i jinych zdroji ter¢ové DNA. Poamplifikacni materidly
a vybaveni musi vzdy zlstat v poamplifikacnim prostoru.

Se vzorky je tfeba zachézet jako s infekénimi a pouZivat odpovidajici laboratorni
postupy, naptiklad ty, jeZ jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories'? nebo v dokumentu CLSI M29-A313. Vsechny plochy
dikladné ocistéte a vydezinfikujte Cerstvé pripravenym 0,5 % roztokem chlornanu
sodného v deionizované nebo destilované vodé.

BéZné proddvané tekuté bélici pripravky pro domdcnost obsahuji chlornan sodny
obvykle v koncentraci 5,25 %. Roztok o koncentraci 0,5 % tedy ziskdme ziedénim
bélidla pro domdcnost v poméru 1 : 10.

COBAS® AMPLICOR® NG Test muze reagovat s N. subflava a N. cinerea, coZ jsou
organismy, které se mohou bézné vyskytovat v kréni fléfe. Dévejte proto pozor,
abyste Cinidla pro zpracovani vzorkil, amplifikacni ¢inidla ani vzorky od pacientd
nekontaminovali respira¢nimi aerosoly.

Vzorky, jez laboratof obdrzi jesté s tamponem v roztoku AMPLICOR® STM, jsou
pro testovani nepouZitelné. Ty je tfeba zlikvidovat a je nutno odebrat vzorek novy.

Vzorky odebrané a prepravené pomoci soupravy AMPLICOR® STD Swab
Specimen Collection and Transport Kit mohou inhibovat PCR. Pr¥i jejich testovdni
Je proto ti'eba provést detekci vnitini kontroly CT/NG.

V piipadé vzorki piepravenych v kultivaénim transportnim médiu pro
chlamydie je tfeba ponechat tampony v kultivacni pepravni zkumavce, aby se dala
inokulace vzorku kontrolovat vizudln€. COBAS® AMPLICOR® NG Test byl
hodnocen za pouZiti vzorka piepravenych i s tamponem ve zkumavce s médiem pro
transport kultur chlamydii (Chlamydia culture transport medium, CTM). Vzorky
CTM piepravené bez tamponi hodnoceny nebyly a pro tento test se nedoporucuji.
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Béhem skladovani vzorki moci za pokojové teploty po dobu delsi nez 24 hodin
miiZe dojit k jejich degradaci. Vzorky moci uchovavané pii pokojové teploté déle nez
24 hodin se testovat nemaji.

CT/NG URINE WASH, CT/NG LYS, CT/NG DIL, CT/NG MMX, CT/NG IC,
NG (+) C, CT (+) C, NG PS1 a IC PS1 obsahuji azid sodny. Ten miiZe 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.

Pfi manipulaci s DN4, CN4, SB3, SB a pracovnim substritem (smés Cinidel
SB3 a SB) noste prostiedek na ochranu zraku, laboratorni plast a rukavice na
jedno pouZiti. Dbejte, aby se tyto materidly nedostaly do styku s pokoZkou, o¢ima
nebo sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamZit€ postiZenou oblast omyjte
velkym mnoZstvim vody. Pokud byste tuto péci zanedbali, mohly by se na
postiZeném misté vyvinout popdleniny. Jestlize se nékteré ¢inidlo rozlije nebo
rozsype, pred vytfenim dosucha je zfedte vodou.

Dbejte, aby se SB nebo pracovni substrat nedostal do styku s pokozkou nebo
sliznicemi. Pokud se nékterd z téchto latek do styku s pokoZzkou dostane,
okamZit€ ji omyjte velkym mnoZstvim vody.

SB a pracovni substrat obsahuji dimethylformamid, ktery je ve vysokych oralnich
davkach toxicky a mize poSkodit plod. Je tfeba dbét, aby nedoslo k jejich styku
s pokozkou, vdechovani vyparti ani poziti. Pokud ke styku s pokozkou dojde,
omyjte ji ditkladné vodou a mydlem a vyhledejte okamZité 1ékarskou pomoc.

Vzorek i kontrolni prepardt se musi uchovavat ve zkumavkiach se Sroubovacim
uzéavérem, aby nemohl vystiiknout a nemohlo dojit ke vzajemné (kiiZové) kontaminaci
vzorkll. Zkumavky s nasazovacim uzdvérem nepouZivejte.

Pozadavky na skladovani a manipulaci

Cinidla nezmrazujte.

CT/NG LYS uchovavejte pri teplot¢ 2-25°C. CT/NG URINE WASH a CT/NG DIL
uchovavejte pii teploté¢ 2-8°C. Pokud se v nékterém z téchto Cinidel vytvori
béhem skladovani srazenina, zahtejte ¢inidlo pred pouZitim na pokojovou teplotu
a diikladnég je promichejte. Cinidla jsou stdld do vyznaceného data expirace.

CT/NG MMX a CT/NG IC uchovavejte pfi teploté 2-8°C. Cinidla jsou stala do
vyznaceného data expirace. Pracovni ¢inidlo Master Mix (pfipravené piidanim
CT/NG IC k CT/NG MMX) je tfeba uchovavat pii teplot¢ 2-8°C; pak je
stalé 4 tydny.

NG (+) C a CT (+) C uchovavejte pfi teploté 2—-8°C. Cinidla jsou stild do
vyznaceného data expirace.

NG PS1 a NG4 uchovivejte pfi teploté 2-8°C. Cinidla jsou stald do vyznaZeného
data expirace. Pracovni ¢inidlo pfipravené smisenim NG PS1 s NG4 se uchovava
pfi teploté 2-8°C, pii které je stalé 30 dni. Da se pouZit nanejvyS na Sest
12-hodinovych piistrojovych cyklii a mezi cykly se musi uchovavat pfi teploté 2—8°C.

DN4 uchovévejte za teplot 2-25°C. Cinidlo DN4 je stdlé do vyznaCeného data
expirace. Po otevieni je DN4 pfi teploté 2—-8°C stalé 30 dni (resp. do data expirace,
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pokud je tato doba krat$i). DN4 se da pouzit maximaln€ na Sest 12-hodinovych
pfistrojovych cyklii a mezi cykly se musi uchovavat pfi teploté 2-8°C.

CN4 uchovaveijte pfi teploté 2—-8°C. Cinidlo CN4 je stdlé do vyznaceného data
expirace. Po otevieni je CN4 pri teploté 2—8°C stalé 30 dni (resp. do data expirace,
pokud je tato doba krat$i). CN4 se da pouzit maximalné€ na Sest 12-hodinovych
pfistrojovych cyklu a mezi cykly se musi uchovavat pii teploté 2—-8°C.

SB3 a SB uchovavejte pii teploté¢ 2—8°C. Neoteviena jsou tato Cinidla stila do
vyznaceného data expirace. Pracovni substrat se smisenim SB3 s SB pripravuje
denné. V pfistroji COBAS® AMPLICOR® Analyzer je pracovni substrat staly
16 hodin. SB3, SB ani pracovni substrat nesmi pfijit do styku s kovy ani
s oxidacnimi Cinidly a nesmi se vystavovat pfimému svétlu.

WB uchovivejte za teplot 2-30°C. Cinidlo WB je stdlé do vyznaceného data
expirace. Pred zfedénim WB prohlédnéte a zpozorujete-li sraZeninu, kapalinu
zahfejte na 30-37°C, aby se sraZenina rozpustila. Pracovni promyvaci pufr (1X),
pfipraveny zfedénim WB destilovanou nebo deionizovanou vodou v poméru 1 : 10,
se v prislu$ném rezervodru pristroje COBAS® AMPLICOR® uchovavi za teplot
2-25°C; je pak staly 2 tydny ode dne pfipravy.

Caste¢né spotiebovand detekéni ¢inidla uchovévejte mezi jednotlivymi méfenimi
pfi teploté 2-8°C. Pfed vlozenim do pfistroje COBAS® AMPLICOR® Analyzer
zkontrolujte, zda otevienym nebo pracovnim ¢inidliim nevyprsela doba pouzitelnosti.

Materialy, které jsou soucasti dodavky

AMPLICOR® CT/NG CT/NG PREP P/N: 20759414 122

Specimen Preparation Kit ART: 07 5941 4
AMPLICOR® CT/NG US: 83315
Souprava pro pripravu vzorki

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

(Cinidlo pro lyzu CT/NG)
CT/NG DIL

(Redidlo na CT/NG vzorky)

AMPLICOR® CT/NG P/N: 20759902 122
CI/NG AMP ART: 07 5990 2

Amplification Kit
AMPLICOR® CT/NG US: 83319
Amplifikacni souprava

CT/NG MMX

(Cinidlo Master Mix CT/NG)

CT/NG IC

(Vnitini kontrola CT/NG)

NG (+) C

[Kontrola N. gonorrhoeae (+)]
CTH+)C

[Kontrola C. trachomatis (+)]
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COBAS® AMPLICOR® NG DK P/N: 20757535 122

Neisseria gonorrhoeae

ART: 07 5753 5

Detection Kit US: 83278
COBAS® AMPLICOR®
Neisseria gonorrhoeae Detekeni souprava

NG PS1

(Suspenze sondy pro NG ¢. 1)
NG4

(Suspenze sondy pro NG ¢. 2)

COBAS® AMPLICOR® P/N: 0757470 122
Detection Reagents Kit ART: 07 57470
COBAS® AMPLICOR® US: 83276

Souprava detekcnich Cinidel

DN4

(Denaturacni roztok)

CN4

(Konjugat avidinu s kfenovou peroxidazou)
SB3

(Substrat A)

SB

(Substrat B)

COBAS® AMPLICOR® P/N: 20759899 123
Wash Buffer ART: 07 5989 9
COBAS® AMPLICOR® US: 83314
Promyvaci pufr

WB
(Promyvaci koncentrat 10X)

Potirebné materialy, které nejsou soucasti dodavky

Odbér vzorku

Tampony na endocervikdlni a uretrdlni vytéry: PouZivejte pouze tampony
s dakronovou, viskézovou nebo kalciumalginitovou Spickou a plastovou
nebo nehlinikovou ty¢inkou

PouZivejte pouze kultivacni transportni média 2SP nebo SPG, chlamydialni
transportni médium Bartels® ChlamTrans (Trinity Biotech Plc.), kultivaéni
transportni systém M4® MicroTest nebo kultivaéni transportni systém M4RT®
MicroTest (Remel, Inc.)

Polypropylenové kelimky na odbér moci prosté konzervacnich latek
Kultivacni transportni systém M4RT MicroTest Zensky (x100) (Remel, Inc.)
Kultiva¢ni transportni systém M4RT MicroTest muzsky (x100) (Remel, Inc.)

Predamplifikace — prostor pro pripravu cinidel

A-kruh COBAS® AMPLICOR® osazeny 12 A-zkumavkami
Drzéak A-kruhu COBAS® AMPLICOR®

Pipetu Eppendorf Multipette® se Spickou pro objem 1,25 ml Combitip®
(sterilni, baleni po jednom)
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— Pipetory (objem 100 pl)* s aerosolovou bariérou nebo se Spickami
S pozitivnim posuvem

— Rukavice na jedno pouziti bez pudru

Piedamplifikace — prostor pro pripravu vzorki a kontrol

— 2,0 ml polypropylenové zkumavky se Sroubovacim uzdvérem, sterilni,
nesilikonované, konické (Sarstedt 72.693.005 nebo ekvivalentni)**

— Stojany na zkumavky (Sarstedt 93.1428 nebo ekvivalentni)

—  Sterilni transferové pipety, délené

—  Pipetory (objem 50 pl, 100 pl, 200 pl, 250 pl, 500 ul a 1000 ul)* se Spickami
s aerosolovou bariérou nebo ,,positive displacement*

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

—  Prodlouzené Spicky s aerosolovou bariérou (Matrix 7055 nebo ekvivalentni)
na vzorky pfepravené v kultivaénim transportnim médiu 2SP nebo SPG, v
chlamydidlnim transportnim médiu Bartels ChlamTrans (Trinity Biotech
Plc.), kultiva¢nim transportnim systému M4 MicroTest nebo kultivacnim
transportnim systému M4RT MicroTest (Remel, Inc.)

—  37°C = 2°C Vyhfivaci blok
—  Vifivy mixer
—  Savy papir

— Rukavice na jedno pouZiti bez pudru

Poamplifikace — prostor pro amplifikaci/detekci

— COBAS® AMPLICOR® Analyzer a tiskdrna

—  Pfirucka (Operator’s Manual) k pfistroji COBAS® AMPLICOR® Analyzer
e Volitelné: software AMPLILINK
* Volitelné: Datova stanice pro software AMPLILINK s tiskdrnou

e Volitelng: Prirucka uZivatele k softwaru AMPLILINK verze 2.4 pro analyzator
COBAS® AMPLICOR® (pro pouziti se softwarem AMPLILINK verze 2.41)
nebo Aplika¢ni manudl k softwaru AMPLILINK verze 3.2 pro zafizeni
COBAS® AmpliPrep, analyzator COBAS® TagMan®, analyzator COBAS®
TagMan® 48 a analyzator COBAS® AMPLICOR® (pro pouZiti se softwarem
AMPLILINK verze 3.2).

—  Metodicka prirucka k testu COBAS® AMPLICOR® Neisseria gonorrhoeae
—  Stojany s D-kelimky

—  Destilovana nebo deionizovand voda

—  Serologické pipety 5 ml

—  Odmérny vélec (min. 1 litr)

—  Vifivy mixér

— Rukavice na jedno pouZiti bez pudru

*  Pipetory museji byt pfesné na 3 % jmenovitého objemu. Kde je tak uvedeno, je tieba pouZivat
§picky s aerosolovou bariérou nebo Spicky typu ,positive displacement”, aby se predeslo
vzajemné kontaminaci vzorku a amplikonu.

##  Na vzorek a kontrolni preparét se pouZivaji zkumavky se Sroubovacim uzdvérem, aby se piedeslo
mozné vzdjemné kontaminaci vzorki a kontrol. Zkumavky s nasazovacim uzdvérem
nepouzivejte.
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Odbér, preprava a skladovani vzorki

Poznamka

Odbér vzorku

Poznamka

Se vSemi vzorky zachdzejte jako s potencidlné infekcnimi.
Prijatelné vzorky jsou pouze tyto:

1. Vzorky moci (muzské i Zenské) prepravené v Cistych polypropylenovych
nadobkach prostych konzervacnich latek. Pokud byly vzorky mocdi
odebrany do nadobek, které konzervacni latky obsahuji, nelze je
k testovani pouzit.

2. Endocervikdlni a uretrdlni vytéry odebrané a prepravované pomoci soupravy
AMPLICOR® STD Swab Specimen Collection and Transport Kit.

Pii testovani vytéra prepravenych soupravou AMPLICOR® STD Swab
Specimen Collection and Transport Kit je detekce vnitini kontroly CT/NG
povinna.

3. Endocervikalni a uretralni vytéry museji byt odebrany a prepravovany v:
e Kultiva¢nim transportnim médiu 2SP nebo SPG, chlamydidlnim
transportnim médiuu Bartels ChlamTrans (Trinity Biotech Plc.),
kultivacnim transportnim systému M4 MicroTest nebo kultivacnim

transportnim systému M4RT MicroTest (Remel, Inc.).

V kazdé laboratori je tfeba Sarze médii k pouziti kvalifikovat (podrobnosti
viz v ¢asti ,,Kontrola kvality*).

K ziskani spolehlivych vysledk je tfeba fidit se pokyny pro spravny odbér vzorka
uvedenymi niZe. Test neni urcen pro kréni ani rektdlni vzorky, ani pro zadné jiné

typy vzorkl nez ty, které jsou vySe uvedeny.

Aby se zajistilo, Ze bude laboratof testovat vzorky vysoce kvalitni, je tfeba vzorky
moci a urogenitalni vytéry do laboratofe dorucit v co nejkratsi dob€. Dbejte, aby
se vzorky prepravovaly vZdy za podminek teplotni kontroly.

Vzorky moci
Je tieba zajistit, aby pacient nebyl vymocen dvé hodiny pred odbérem.

1. Do polypropylenové nddobky neobsahujici Zadnou konzervaéni pfisadu se
odebere 10-50 ml prvni zachycené moci (prvni ¢asti toku).

2. Nadobku se vzorkem té€sné uzaviete a patficné oznacte. Vzorek se mizZe na
testovaci pracoviste prepravit za pokojové teploty, tj. 18-30°C.

Vytéry odebrané do transportniho média AMPLICOR® (AMPLICOR®
Specimen Transport Medium, STM)

1. Jednim z dodanych velkych tamponil odstrarite z ektocervixu hlen a tampon
zlikvidujte.

2. Dalsi velky tampon vloZte do endocervikdlniho kanélu, aZ neni Spicka vidét.
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Poznamka

Pieprava vzorkia

3-5 sekund oticejte a vyjméte; dbejte, aby nedoSlo ke kontaktu
s vaginalnimi povrchy.

Tampon vloZte do zkumavky AMPLICOR® STM, intenzivné vifenim
promichejte nebo tampon v kapaliné 15 sekund protiepavejte.

Pokud by tampon ziistal s STM ve styku déle neZ 15 sekund, mohlo by to mit za
ndsledek inhibici PCR.

Tampon natlacte na sténu zkumavky, abyste z n€j vymackli kapalinu.
Piipadny prebyte¢ny hlen je nyni tfeba odstranit nabranim na tampon.
Tampon natlacte na st€énu zkumavky, abyste z hlenu vymackli zbytkovou
kapalinu. Tampon i s pripadnym piebytecnym hlenem vyjméte a zlikvidujte.
Zkumavku uzavrete.

Nadobku se vzorkem té€sné uzaviete a patficné oznacte. Postupujte, jak je
v laboratofi pro prepravu zavedeno. AZ do pifepravy do laboratofe
uchovavejte vzorky pfi pokojové teploté.

Vytéry odebrané do kultiva¢niho transportniho média (Culture Transport
Media, CTM)

1.

1. Endocervikalni a muzské uretralni vytéry je mozno odebrat a prepravit v 1 az
3 ml kultiva¢niho transportniho média 2SP nebo SPG, chlamydidlniho
transportniho média Bartels ChlamTrans (Trinity Biotech Plc.), kultiva¢niho
transportniho systému M4 MicroTest nebo kultiva¢niho transportniho systému
MA4RT MicroTest (Remel, Inc.). K ziskani vytéri po odstranéni cervikalniho
hlenu pouzivejte doporucené metody!5.

PouZivejte pouze tampony dakronové, visk6zové nebo s kalciumalginatovou
$pic¢kou s plastovou nebo nehlinikovou ty¢inkou. Tampony s dfevénymi ani
hlinikovymi ty¢inkami nepouZivejte.

Tampony ponechte v kultivacnim transportnim médiu. Nddobku se vzorkem
tésné uzaviete a patiicné oznacte. Pfi odbéru a transportu pouzijte zavedené
postupy laboratofe. Pokud je doprava zpoZzdéna tak, Ze by se vzorky do
laboratore dostaly po dobé delsi nez 1 hodina od odbéru, je tfeba vytéry zmrazit.

Vzorky moci

Vzorky moci se daji na testovaci pracovisté prepravovat pfti teploté 18-30°C
(pokojova teplota). Pfi této teploté jsou stalé 24 hodiny. Vzorky moci, které se
nezpracuji do 24 hodin od odbéru, museji byt uchovavany pii teploté 2—8°C
a zpracovany do 7 dnd od odbéru. Vzorky, které neni mozno do 7 dnt od
odbéru zpracovat, se daji skladovat pfi teploté —20°C nebo nizsi a testovat do
30 dnti od odbéru.

Vzorky moci, které je tieba odeslat do vzdaleného testovaciho stfediska,
se museji zaslat nepietrzitou dopravni sluzbou se zarucenym predanim do
24 hodin; teplota pak mtze byt pokojova (18-30°C). Jestlize se budou vzorky
prepravovat pii pokojové teploté, je tfeba je az do prepravy skladovat pri
teploté 2-8°C, aby se zajistilo, Ze pti pokojové teploté nebudou uchovavany
déle nez 24 hodiny. Pii jejich prepravé museji byt splnény podminky vSech
platnych mistnich i celostatnich pfedpist pro dopravu etiologickych latek!4.
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Vytéry odebrané do transportniho média AMPLICOR® (AMPLICOR®
Specimen Transport Medium, STM)

Na testovaci pracovisté se vzorky dopravuji za pokojové teploty. Vytéry jsou
pfi teploté 18-25°C stalé 10 dnl. Na testovacim pracovisti se uchovévaji za
pokojové teploty a je tieba je zpracovat do 10 dnt od odbéru.

Vytéry, které je nutno odeslat do vzdaleného testovaciho stfediska, se az do
expedice skladuji pii pokojové teploté. Prepravuji se pfi teploté¢ 18-25°C a na
misto museji dorazit tak, aby se daly zpracovat do 10 dnd od odbéru. Pii jejich
prepravé museji byt splnény podminky vSech platnych mistnich i celostitnich
predpisti pro dopravu etiologickych latek!4.

Vytéry odebrané do kultiva¢niho transportniho média (Culture Transport
Media, CTM)

Pokud je mezi dobou odbéru a ptepravou do laboratofe nebo ve zpracovani
vzorkl prodleva delSi nez jedna hodina, ukladaji se vytéry do chladnicky.
Vytéry, které se prepravuji na vzdalené pracovisté, je tfeba odeslat po odbéru
co nejdiive podle postupli dané laboratofe pro dopravu vzorki
chlamydialnich kultur.

Vytéry, které se ve zkuSebni laboratofi netestuji hned pfi piijmu,
se uchovavaji pfi teploté 2-8°C a je nutno je zpracovat do 7 dnd od odbéru.
Vytéry, které do 7 dnd od odbéru zpracovat nelze, je mozno je skladovat az
30 dnu pfi teploté —20°C nebo niZsi.

Uchovavani vzorki
Poznamka Rutinni zmrazovdni nebo delsi skladovdni miZe mit vliv na funkci testu.

Vzorky moci

1. Vzorky moci, které se nezpracuji do 24 hodin od odbéru, museji byt
uchovavany pri teploté 2—8°C a zpracovany do 7 dnti od odbéru. Pokud je do
7 dnil od odbéru zpracovat nelze, je mozno je skladovat az 30 dnti pfi teploté
—20°C nebo niZzsi.

Vytéry odebrané do transportniho média AMPLICOR® (AMPLICOR®

Specimen Transport Medium, STM)

1. Vytéry jsou pfi pokojové teploté stalé 10 dni. Je tfeba je uchovavat prfi
pokojové teploté a zpracovat do 10 dnt od odbéru.

2. Az do doby prepravy se vytéry uchovavaji pti pokojové teploté. Prepravuji se
pti pokojové teploté a na testovaci pracovisté se museji dostat tak, aby se daly
zpracovat do 10 dnti od odbéru.

Vytéry odebrané do kultiva¢niho transportniho média (Culture Transport
Media, CTM)

1. Vytéry, které se ve zkuSebni laboratofi netestuji hned pfi piijmu,
se uchovavaji pri teploté 2—-8°C a je nutno je zpracovat do 7 dnl od odbéru.
Pokud je do 7 dnil od odbéru zpracovat nelze, museji se uloZit pfi teploté
—20°C nebo nizsi a zpracovat do 30 dnt od odbéru.
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Navod k pouziti

Poznamka

Poznamka

Poznamka

Poznamka

Poznamka

Mnozstvi pro jedno méreni

Poznamka

Pracovni tok

Piiprava Cinidel

Podrobné pokyny pro prdci, tisk vysledkii a vysvétleni znacek a pozndmek
najedete v (1) Prirucce uZivatele k analyzdtoru COBAS® AMPLICOR® a (2)
JestliZe pouZivdte software AMPLILINK verze 2.41, prectéte si Prirucku
uzZivatele k softwaru AMPLILINK verze 2.4 pro analyzitor COBAS®
AMPLICORS®, nebo jestlize pouZivdte software AMPLILINK verze 3.2, prectéte
si Aplikacni manudl k softwaru AMPLILINK verze 3.2 pro zarizeni COBAS®
AmpliPrep, analyzdtor COBAS® TagMan®, analyzdtor COBAS® TagMan® 48
a analyzdtor COBAS® AMPLICOR®.

VSechna cinidla museji mit pred pouZitim teplotu okoli. Kde je tak uvedeno,
pouZivaji se pipetory s aerosolovou bariérou nebo se Spickami ,,positive displacement.
Dadbvejte obzvldstni pozor, abyste zajistili selektivni amplifikaci.

Vzorky moci a stéry je treba pred pouZitim vytemperovat na pokojovou teplotu.
Kde je tak uvedeno, pouivaji se pipetory s aerosolovou bariérou nebo se Spickami
L,positive displacement‘’. Ddvejte obzvldstni pozor, abyste zajistili selektivni amplifikaci.

Inhibici PCR je moZno zmirnit tim, Ze se pred priddnim vzorku k pracovni
Master Mix uloZi zpracované vzorky pres noc za teploty 2-8°C21.

Vzorek i kontrolni prepardt se musi uchovdvat ve zkumavkdch se Sroubovacim
uzdvérem, aby nemohl vystiiknout a aby nemohlo dojit ke vzdjemné (kiiZové)
kontaminaci vzorku. Zkumavky s nasazovaci ¢epickou nepouZivejte.

Kazda souprava obsahuje dostatek Cinidel na osm méfeni po 12 vzorcich, kterd
je mozno provést zvlast nebo soucasné. Do kazdého souboru méfenti je tieba zaradit
minimalné jeden replikat kontroly COBAS® AMPLICOR® N. gonorrhoeae (+)
ajeden replikat kontroly COBAS® AMPLICOR® C. trachomatis (+) (viz oddil
Kontrola kvality™).

Kontrola CT (+) slouZi' v testu COBAS® AMPLICOR® NG jako kontrola NG (-).

Cinidla pro piipravu vzorki jsou v baleni pro 100 testti. Kontroly NG (+) a CT (+)
se dodévaji v jednotlivych lahvickach obsahujicich dostatecné mnozstvi materidlu
na pripravu 8 sad zpracovanych kontrol.

CT/NG Master Mix a vnitini kontrola CT/NG se dodavaji kazdé ve tfech
lahvi¢kdch s materidlem postacujicim na proméfeni az 32 testli zahrnujicich
vzorky i kontroly. Pro co nejefektivnéjsi vyuZiti je vhodné zpracovévat Cinidla,
vzorky i kontroly v davkéch, jeZ jsou nasobky 12.

Test COBAS® AMPLICOR® NG se dd provést béhem jediného dne, nebo se
miZe rozloZit do dvou dnil. Pokud se ma test provést béhem jednoho pracovniho
dne, postupuje se postupné podle pokynid v Castech Priprava cinidel, Priprava
vzorkii, Priprava kontrol, Amplifikace a Detekce. Test 1ze také rozloZit na dva dny,
a to tak, Ze se prvni den provede Priprava vzorkii a druhy den se pokracuje
Pripravou cinidel, Pripravou kontrol, Amplifikaci a Detekci. Také je moZno prvni
den provést Pripravu cinidel, Pripravu vzorkii a Pripravu kontrol a ptipravené
vzorky a kontroly pfidat do Master Mix a druhy den pak pokracovat Amplifikaci a
Detekci.

Provadi se na pracovisti: Pfredamplifikace — prostor pro pripravu ¢inidel

1. Stanovte potiebny pocet A-kruhtl pro testovani vzorkl od pacientil a kontrol.
A-kruh(y) ulozte do drzéku(l1).
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Poznamka

Priprava vzorka

I v pripadeé, Ze vnitini kontroly CT/NG nebudou detekovdny, CT/NG IC musi
byt priddny do Master Mix.

2. Pracovni Master Mix se pfipravi tak, Ze se do jedné Iékovky CT/NG MMX
prida 100 pul CT/NG IC. Objem Master Mix neni treba mérit. 100 ul CT/NG IC
odmérte do celé lékovky CT/NG MMX. Zkumavku opét uzaviete a dobie
promichejte tak, Ze ji 10-15-krat obratite dnem vzharu. Vifeni k promiseni
pracovni smési Master Mix nepouZivejte. Rizové barvivo v CT/NG IC
slouzi k vizudlni kontrole, Ze byl CT/NG IC k CT/NG MMX skutecné
pfidan. Zbyvajici CT/NG IC zlikvidujte. 10-nasobnym az 15-nasobnym
obracenim dobfe promichejte. Pracovni Master Mix se uchovava pii teploté
2-8°C a musi se spotiebovat do 4 tydnt od pfipravy.

3. Do kazdé A-zkumavky odméite opakovaci pipetou nebo pipetorem
s aerosolovou bariérou nebo se Spickou ,,positive displacement” 50 ul
pracovni smési Master Mix. Cepi¢ky A-zkumavek nyni nezavirejte.

4. A-kruh(y) s pracovnim Master Mix vloZte do tésné€ uzaviratelného plastového
vaku a vak bezpecné t€sné uzaviete. A-kruh(y) premistéte do
predamplifika¢niho prostoru pro piipravu vzorki. V tomto prostoru je uloZte
pfi teploté 2—-8°C az do doby, nez bude pfiprava vzorkii a kontrol hotova.
Pracovni smés Master Mix v A-zkumavkéch utésnénych v plastovém vaku je
pri teploté 2—8°C stala 48 hodin.

Provadi se na pracovisti: Pfedamplifikace — Prostor pro pfipravu vzorku

Vzorky moci

1. Nakazdy vzorek od pacienta oznacte jednu 2,0 ml zkumavku se Sroubovacim
uzavérem. Zkumavky s nasazovacim uzdvérem nepouZivejte.

2. Do kaZzdé takto oznacené zkumavky odméite 500 ul CT/NG URINE WASH.

3. Mo¢ vifenim po dobu 3-10 sekund dikladné promichejte. PouZzivate-li
vzorky zmrazené, nechte je pred michanim nejprve pfi pokojové teploté
roztat (objemy veétsi nez 2 ml je tieba nechat roztdt pri teploté 2—-8°C pres noc);
se zpracovavanim pokracujte, i kdyZ pozorujete srazeninu. Z nadobek se
vzorky moci sejméte opatrné uzavéry. Dejte pozor, abyste si moci
v uzavéru nepotiisnili rukavice. Pokud k tomu dojde, pak si predtim, nez
postoupite k dalSimu vzorku, rukavice vyméiite za Cisté.

4. Do prislusné znaCenych zkumavek obsahujicich CT/NG URINE WASH
odméite po 500 pul dobfe promisené pacientské moci. Na kazdy vzorek
pfitom pouZzijte novou Spicku. Zkumavky uzaviete a vifenim dikladné
promichejte.

Inkubujte 15 minut pfi teploté 37°C.
Odstfedujte po dobu 5 minut pfi > 12 500 x g.

Vylijte supernatant a kazdou zkumavku blotujte na zvlastni list savého papiru.

® =N W

Do kazdé zkumavky odmétte 250 ul CT/NG LYS; pouZijte pfitom pokazdé
novou $picku s aerosolovou bariérou. Zkumavky uzaviete a vifenim dikladné
promichejte.

9. Zkumavky po dobu 15 minut pfi pokojové teplot€ inkubujte.
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10.

11.
12.

13.

14.

15.

Do kazdé zkumavky odméite 250 ul CT/NG DIL; pouZijte pfitom pokazdé
novou $picku s aerosolovou bariérou. Zkumavky uzaviete a vifenim dikladné
promichejte.

Zkumavky 10 minut centrifugujte pti > 12 500 x g.

Zpracované vzorky je mozno pied odpipetovanim alikvotnich podili do
A-zkumavek obsahujicich pracovni Master Mix uchovavat pfi pokojové
teplot¢ po dobu 2 hodin. Pokud alikvotni podily béhem 2 hodin do
A-zkumavek odméfeny nebudou, je tfeba zpracované vzorky uchovavat pri
teploté 2-8°C. Zpracované vzorky uchovavané pii teploté 2-8°C musi byt
testovany béhem 7 dnt.

Zpracované vzorky uchovavané pii teploté 2-8°C je tfeba pred amplifikaci
vytemperovat na pokojovou teplotu a vifenim dikladné promisit. Po tomto
promichani se zpracované vzorky centrifuguji 10 minut pfi > 12 500 x g.

Pomoci pipetoru se Spi¢kou s aerosolovou bariérou odméite do pfislusnych
A-zkumavek po 50 pul supernatantu. Na kazdy vzorek pfitom pouZijte novou
Spicku. Ddvejte pozor, abyste nenarusili peletu (nemusi byt dobre vidét).
Do mapy A-kruhu si poznacte polohy jednotlivych pacientskych vzorkd.
A-zkumavky uzavfrete.

Zbytky jednotlivych zpracovanych vzorkl uchovejte pfi teploté 2—8°C pro
pfipad, Ze by bylo tfeba test opakovat. Vzorek je k opakovanému testu
pouZzitelny do 7 dnl od zpracovani.

Vytéry

Vytéry prepravené v médiu AMPLICOR® Specimen Transport Medium (STM)

Poznamka P¥i testovdni téchto vzorkii je tieba provddét detekci vnitini kontroly CT/NG.

1.

Zkontrolujte transportni zkumavku se vzorkem AMPLICOR® STM.
Pokud byl vzorek prepraven ve zkumavce s tamponem, je tfeba jej
vyradit a odebrat vzorek novy.

2.Do kazdé transportni zkumavky odpipetujte 1 ml CT/NG DIL; na kazdou
zkumavku pfitom pouZijte samostatnou sterilni pipetu.

Zkumavku uzaviete a 5-10 vtefinovym vifenim dikladné promichejte.
Po dobu 10 minut pfi pokojové teploté inkubujte.

Do doby, nez budou alikvotni podily odméfeny do A-zkumavek obsahujicich
pracovni Master Mix, je mozno zpracované vzorky uchovavat pii pokojové
teploté aZ 2 hodiny. Pokud vime, Ze alikvotni podily béhem 2 hodin do
A-zkumavek neodméfime, je tfeba zpracované vzorky uchovévat pii teploté
2-8°C. Zpracované vzorky uchovavané pii teplot¢ 2-8°C by mély byt
testovany béhem 4 dnt.

Zpracované vzorky uchovavané pii teploté 2-8°C je tfeba pred amplifikaci
vytemperovat na pokojovou teplotu a vifenim dikladné promisit.

Pomoci mikropipety se $pickou s aerosolovou bariérou odméite do piislusnych
A-zkumavek po 50 pl jednotlivych zpracovanych vzorkd. Do mapy A-kruhu
si poznacte polohy jednotlivych pacientskych vzorki. Zkumavky uzaviete.

Zbytky jednotlivych zpracovanych vzorkd uchovejte pfi teploté 2—8°C pro
ptipad, Ze by bylo tieba test opakovat. Vzorek je k opakovanému testu
pouzitelny do 4 dnti od zpracovani.
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Poznamka

Vyteéry prepravované v kultivacnim transportnim médiu (Culture Transport
Medium, CTM)

Test COBAS® AMPLICOR® NG je vyhodnocen pouze pro pouZiti s kultivacnimi
transportnimi médii 2SP nebo SPG, chlamydidlnim transportnim médiem
Bartels ChlamTrans (Trinity Biotech Plc.), kultivacnim transportnim systémem
M4 MicroTest nebo kultivacnim transportnim systémem M4RT MicroTest
(Remel, Inc.). Pokud by laborato¥ chtéla pouZivat jiné transportni médium,
musi si vyhodnoceni provést sama.

1. ZKontrolujte, zda zkumavka s Kkultivaénim transportnim médiem
obsahuje tampon. Pro vzorky, jeZ tampony neobsahuji, nebyly u tohoto testu
vypracovany provozni specifikace.

2. Nakazdy vzorek od pacienta oznacte jednu 2,0 ml zkumavku se Sroubovacim
uzavérem. Zkumavky s nasazovacim uzdvérem nepouZivejte.

3. Do prislusné oznacenych 2,0 ml polypropylenovych zkumavek odméite po
100 ul CT/NG LYS.

4. Vzorky vifenim promichejte. Pokud byly uchovavany ve zmrazeném stavu,
nechte je nejprve za pokojové teploty roztat. Ze zkumavek se vzorky sejméte
opatrné uzavér. Davejte pfitom pozor, abyste si nepotiisnili rukavice. Pokud
k tomu presto dojde, rukavice si pred praci s dal$im vzorkem vyméiite za Cisté.

5. Pipetorem s novou Spickou s aerosolovou bariérou odméite do piislusné
zkumavky obsahujici CT/NG LYS 100 pl dikladné promiseného vzorku.
Na kazdy vzorek pfitom pouZijte novou $picku. Zkumavku uzavrete.

6. Po dobu 10 minut pfi pokojové teploté inkubujte.

7. Do kazdé zkumavky odméite 200 ul CT/NG DIL; na kazdy vzorek pfitom
pouZijte novou Spicku s aerosolovou bariérou. Zkumavku uzaviete.

8. Po dobu 10 minut pii pokojové teploté inkubujte.

9. Do doby, nez budou alikvotni podily odméfeny do A-zkumavek obsahujicich
pracovni Master Mix, je mozno zpracované vzorky uchovavat pii pokojové
teploté¢ az 2 hodiny. Pokud vime, Ze alikvotni podily béhem 2 hodin do
A-zkumavek neodméfime, je tfeba zpracované vzorky uchovavat pfi teploté
2-8°C. Zpracované vzorky uchovavané pfi teploté 2-8°C musi byt testovany
béhem 7 dn.

10. Zpracované vzorky uchovavané pii teploté 2-8°C je tfeba pred amplifikaci
vytemperovat na pokojovou teplotu a vifenim diikladné promisit.

11. Pomoci pipetoru se Spickou s aerosolovou bariérou odméfte do pfislusnych
A-zkumavek po 50 ul jednotlivych zpracovanych vzorkt. Na kazdy vzorek
pritom pouZzijte novou Spicku. Do mapy A-kruhu si poznalte polohy
jednotlivych pacientskych vzorki. A-zkumavky uzavrete.

12. Zbytky jednotlivych zpracovanych vzorkd uchovejte pfi teploté 2—8°C pro
pfipad, Ze by bylo tfeba test opakovat. Vzorek je k opakovanému testu
pouzitelny do 7 dni od zpracovéni.
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Priprava kontrol

Poznamka

Poznamka

Poznamka

CiastA.
Pracovni kontroly:

Cast B.
Vzorky moci a vytéry
AMPLICOR® STM:

Provadi se na pracovisti: Pfedamplifikace — prostor pro pripravu vzorku
a kontroly

Pracovni kontroly se pripravuji v den testovdni Cerstvé. Na jeden den je moZno
si pro pripravu fady zpracovanych kontrol pripravit po jedné pracovni kontrole,
koncem dne se v§ak musi zlikvidovat.

Kontrola NG (+) slouZi v NG testu jako pozitivni kontrola. Kontrola CT (+)
slouZi v NG testu jako negativni kontrola.

Pokud se testuji jak vyteéry, tak vzorky moci, je tieba pro kaZdy typ vzorku
pripravit samostatnou sadu kontrol.

Pripravte si tyto pracovni kontroly NG (+) a NG (-).

Al. Pomoci sterilni pipetové Spicky odméite do dvou 2,0 ml polypropylenovych
zkumavek se Sroubovacim uzavérem po 1 ml CT/NG DIL. Jednu zkumavku
oznacte ,,Pracovni kontrola NG (+)*, druhou ,,Pracovni kontrola NG ().

A2.NG (+) Ci CT (+) C vifenim po dobu 5 sekund pifi maximalni rychlosti
promichejte. Ze zkumavek opatrné sejméte uzavery. Davejte pritom pozor,
abyste si nepotiisnili rukavice. Pokud k tomu presto dojde, rukavice si pred
praci s dal§im vzorkem vymeéiite za Cisté.

A3. Pomoci pipetoru s novou Spickou s aerosolovou bariérou odméite do
zkumavky oznacené ,,Pracovni kontrola NG (+)“ 100 ul roztoku NG (+) C.

A4. Pomoci pipetoru novou $pickou s aerosolovou bariérou odméite do zkumavky
oznacené ,,Pracovni kontrola NG (-)*“ 100 ul roztoku CT (+) C.

AS. Zkumavky uzavtete a vifenim dikladné promichejte. Uchovévejte pii pokojové
teploté a koncem pracovniho dne je zlikvidujte.

Pripravte si tyto zpracované kontroly NG (+) a NG (-).

B1. Pomoci sterilni pipetové $picky odméite do dvou 2,0 ml polypropylenovych
zkumavek se Sroubovacim uzavérem po 250 ul CT/NG LYS. Jednu zkumavku
oznacte ,,Zpracovana kontrola NG (+)“, druhou ,,Zpracovana kontrola NG (-)*.

B2. Pomoci pipetoru s novou Spickou s aerosolovou bariérou odméite do zkumavky
oznacené ,,Zpracovand kontrola NG (+)*“ 250 ul pracovni kontroly NG (+).

B3. Pomoci pipetoru s novou $pi¢kou s aerosolovou bariérou odméfte do zkumavky
oznacené ,,Zpracovana kontrola NG (—)* 250 ul pracovni kontroly NG (-).

B4. Zkumavky uzavrete a vifenim diikladné promichejte. Po dobu 10 minut pfi
pokojové teploté inkubujte. Uchovavejte pii pokojové teplot€ a koncem
pracovniho dne je zlikvidujte.

BS. Pomoci pipetoru se $pi¢kou s aerosolovou bariérou odméite do piisluSnych
A-zkumavek po 50 pl zpracovanych kontrol. A-zkumavky uzaviete a polohy
zpracovanych vzorkd a kontrol si poznacte do mapy A-kruhu.

B6. Zpracované vzorky (tj. pacientské vzorky a kontroly) v A-kruzich pfeneste do
poamplifikaéniho prostoru. Tyto vzorky pripravené k PCR lze uchovdvat
teploté 2-8°C aZ 16 hodin.
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Cast C.
Vytéry CTM:

Amplifikace a
detekce

Pripravte si tyto zpracované kontroly NG (+) a NG (-).

Cl.

C2.

C3.

C4.

Cs.

Ce.

C7.

C8.

Pomoci sterilni pipetové Spicky odméite do dvou 2,0 ml polypropylenovych
zkumavek se Sroubovacim uzavérem po 100 ul CT/NG LYS. Jednu zkumavku
oznacte ,,Zpracovand kontrola NG (+)%, druhou ,,Zpracovana kontrola NG (-)*.

Do zkumavek obsahujicich CT/NG LYS odméite pomoci sterilni pipetové
$picky po 100 ul kultivaéniho transportniho média.

Zkumavky uzaviete a vifenim dikladné promichejte.

Pomoci pipetoru s novou Spickou s aerosolovou bariérou odméite do zkumavky
oznacené ,,Zpracovand kontrola NG (+)*“ 200 pl pracovni kontroly NG (+).

Pomoci pipetoru s novou Spickou s aerosolovou bariérou odméite do zkumavky
oznacené ,,Zpracovana kontrola NG (—)*“ 200 ul pracovni kontroly NG (-).

Zkumavky uzaviete a vifenim dikladné promichejte. Po dobu 10 minut pii
pokojové teploté inkubujte. Uchovavejte pii pokojové teplot¢ a koncem
pracovniho dne je zlikvidujte.

Pomoci pipetoru se Spickou s aerosolovou bariérou odméite do piislusnych
A-zkumavek po 50 ul zpracovanych kontrol. A-zkumavky uzavrete a polohy
zpracovanych vzorki a kontrol si poznacte do mapy A-kruhu.

Zpracované vzorky (tj. pacientské vzorky a kontroly) v A-kruzich pfemistéte
do poamplifika¢niho prostoru. Tyto vzorky pripravené k PCR lze uchovdvat
teploté 2-8°C az 16 hodin.

Provadi se na pracovisti: Poamplifikace — prostor pro amplifikaci a detekci

Provadéjte denni ddrzbu zarizeni, véetné:

Otfit inicializa¢ni podstavec vlhkym hadifikem nepoustéjicim vlas a osusit
Otfit Spicku zafizeni pro manipulaci s D-kelimky vlhkym hadiikem
nepoustéjicim vlas a osusit

Zkontrolovat rezervoar s promyvacim kufrem a v ptipadé€ potfeby doplnit

Pracovni promyvaci pufr (1X) pfipravite nasledujicim postupem. Prohlédnéte
WB, a pokud v ¢inidle zpozorujete sraZeninu, zahfatim na 30-37°C ji rozpustte.
1 objem WB pridejte k 9 objemiim destilované nebo deionizované vody
a dobfe promichejte. Dobfe promichejte. V zdsobniku promyvaciho pufru
udrzujte soustavné naplil promyvaciho pufru (1X) minimalné 3—4 litra.

Vyprazdnit nddobu na odpad
Systém naprimerujte
Béhem primingu zkontrolujte stiikacky a trubicky

Béhem primingu zkontrolujte transferové Spicky
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Neisseria gonorrhoeae

Poznamka

Poznamka

Pred kazdym souborem méreni:

Zkontrolujte nddobu na odpad a podle situace ji vyprazdnéte
Zkontrolujte rezervoar na promyvaci pufr a podle situace pufr dopliite
Vymeéiite stojany s pouzitymi D-kelimky

Systém naprimerujte

Plnéni a provoz analyzatoru COBAS® AMPLICOR®

1.

Zkontrolujte v pfistroji COBAS® AMPLICOR® Analyzer mnozZstvi ¢inidel.
Pripravte si dostatek kazet, abyste s nimi vystacili.

NG PS1 vifenim dikladné promichejte. Do kazety s NG4 pfidejte 2,5 ml
NG PS1 a kazetu uloZte do piislusného stojanu, specifického pro dany test.
Pouzitou 1ékovku od NG PS1 zlikvidujte. Na kazet¢ s NG4 vyznacte datum

piipravy.

Nebude-li se provddet detekce vnitini kontroly, prejdéte ke kroku c. 4, jinak
pokracujte krokem ¢. 3.

Pokud se vytéry odebiraji a prepravuji pomoci soupravy AMPLICOR® STD Swab
Specimen Collection and Transport Kit, je detekce vnitini kontroly CT/NG povinnd.

10.

11.

IC PS1 vifenim diikladn€ promichejte. Do kazety obsahujici IC4 pridejte
2,5 ml IC PS1 a kazetu uloZte do piislu§ného stojanu, specifického pro dany
test. PouZitou k lékovku od IC PS1 zlikvidujte. Na kazeté s IC4 vyznacte
datum pfipravy Cinidla.

Pripravte pracovni substrat tak, Ze do jedné kazety s SB3 odpipetujete 5 ml SB.
K promiseni pipetujte nahoru a dolti. Prazdnou lékovku od SB zlikvidujte.
Na kazeté s SB3 vyznacte datum pfipravy.

Pracovni substrat uloZte do pfislusného (generického) stojanu.

Kazety s DN4 a CN4 uloZte do prislusnych stojani na genericka Cinidla.
Na kazeté vyznacte datum, kdy byla oteviena.

Identifikujte stojany s Cinidly jako obecné nebo testové pomoci tlacitek,
skeneru ¢arovych kodt nebo pomoci software AMPLILINK.

Nakonfigurujte stojany s Cinidly tak, Ze pomoci tladitek, skeneru ¢arovych
kodi nebo pomoci software AMPLILINK vloZite pozice Cinidel a ¢isla Sarzi
do analyzatoru COBAS® AMPLICOR®.

Vlozte stojany s Cinidly do analyzitoru COBAS® AMPLICOR® pomoci
tlacitek, skeneru ¢arovych kodl nebo pomoci software AMPLILINK. Dbejte,
aby byla kazda kazeta s ¢inidlem ve své prifazené pozici a aby ve stojanu
tésné sedéla.

Stojan na D-kelimky vloZte na ploSinu pro D-kelimky. Pro kaZdou detekci
vzorku nebo kontroly je zapotfebi jeden D-kelimek, dva D-kelimky jsou
zapotfebi pro kazdou kazetu s pracovnim substritem k provedeni slepého
pokusu pomoci analyzatoru COBAS® AMPLICOR®.

A-kruh(y) ulozte do segmentu(tt) tepelného cyklizatoru pfistroje COBAS®
AMPLICOR® Analyzer.
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12. VloZte A-kruhy do analyzatoru COBAS® AMPLICOR® pomoci tlacitek,
skeneru ¢arovych kodi nebo pomoci software AMPLILINK.

13. Vytvotte pracovni seznam A-kruhu.
14. Kryt segmentu(d) tepelného cyklizatoru t€sné uzaviete.
15. Spustte analyzator COBAS® AMPLICOR®.

16. Vyckejte, dokud analyzator COBAS® AMPLICOR® neohldsi, ze kontrola
vloZeni probéhla aspésné.

Poznamka COBAS® AMPLICOR® Analyzer umoZiiuje provést u obsahu kaZdé
A-zkumavky aZ 6 samostatnych detekci. COBAS® AMPLICOR® Analyzdtor si
sdm vypocitd potiebnd mnoZstvi jednotlivych cinidel a na pocdtku kaZdého
méreni zkontroluje, jestli jich md pro poZadovany test dostatek.

17. Amplifikaci a detekci provadi pfistroj COBAS® AMPLICOR® Analyzer
automaticky. Vysledky jsou vyjadfeny jako hodnoty absorbance u 660 nm
a jako pozitivni, negativni nebo nejednozna¢né na zdkladé porovnani
absorbance s predem stanovenou mezni hodnotou, specifickou pro dany test.

24/38 COBAS® AMPLICOR® Neisseria gonorrhoeae Test 5/2007, Revision 4.0



Neisseria gonorrhoeae

Kontrola kvality

Negativni kontrola

Pozitivni kontrola

Validace tamponti
pro odbér vzorku

a transportni média
pro kulturu

Kontrola spravného
postupu testovani
vzorku

V kazdém souboru méfeni musi byt zahrnuto minimalné po jednom replikatu
zpracované kontroly NG (+) a NG (-). Jak je tomu pfi kazdém novém
laboratornim postupu, novi pracovnici obsluhy by méli zvazit, jestli by nebylo
dobre pii kazdém testovani pouZit jesté dalsi kontroly az doby, nez dokazi test
provadét s vysokou jistotou spravné. Pokud jde o polohu kontrol a vzorkd v A-kruhu
(kruzich), nejsou zde zadna doporuceni.

Absorbance kontroly NG (-) u 660 nm musi byt niZsi nez 0,2. Pokud je absorbance
kontroly NG (-) rovna nebo vyssi nez 0,2, je cely soubor méfeni neplatny a cely
postup, tedy vcetné pfipravy vzorkl a kontrol, amplifikace a detekce, je tfeba
zopakovat. JestliZe je absorbance kontroly NG (-) vyssi nez 0,2 soustavné, spojte se
s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyzadejte si technickou pomoc.

Kontrola NG (—) obsahuje nehomologickou DNA (sekvence C. trachomatis)
a slouzi ke sledovéni pfipadné kontaminace ¢inidel nebo zafizeni tercovou DNA.

Absorbance kontroly NG (+) u 660 nm musi ¢init minimalné 2,0. Pokud je tato
absorbance kontroly NG (+) niz§i nez 2,0, je cely soubor méfeni neplatny a cely
postup, tedy vcetné pripravy vzorkid a kontrol, amplifikace a detekce, je tfeba

zopakovat. JestliZe je absorbance kontroly NG (+) niZsi nez 2,0 soustavné, spojte se
s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyzadejte si technickou pomoc.

Kontrola NG (+) obsahuje piiblizné 20 kopii/test sekvence DNA plazmidu
N. gonorrhoeae. To je zhruba Ctyfnasobek minimélni detek¢ni drovné tohoto testu
zjisténé Poissonovou analyzou. Amplifikace a detekce kontroly NG (+) jsou
zéarukou, zZe amplifikace probéhla. Kontrola NG (+) neslouZzi ani ke sledovani
ucinnosti amplifikace, ani k ovéfovani detekCni trovné testu.

Nové SarZe odbérovych tamponti a kultivacnich transportnich médii (CTM), kterymi
se vytéry prepravuji do laboratore k testovani soupravou COBAS® AMPLICOR®
NG Test, je tfeba pro pouZiti v testu kvalifikovat, aby se zarucilo, Ze
tampony ani média neobsahuji latky, jez by rusily PCR. Od mistniho zastoupeni
firmy Roche si vyZadejte material ,,Specimen Collection Swab and Transport
Media Validation Procedure®.

K otestovani tcinnosti zpracovani vzorka pfidejte do zkumavky s validovanym
kultiva¢nim transportnim médiem nebo s AMPLICOR® STM 104 N. gonorrhoeae
(Ize obdrZet od American Type Culture Collection) a inkubujte pfi pokojové teploté
jednu hodinu. Takto nastfiknuté vzorky zpracujte a otestujte prislusnym postupem
pro vytéry, jak je popsdno v této metodické prirucce. Spravné zpracované vzorky
museji v testu COBAS® AMPLICOR® NG Test poskytnout pozitivni vysledek
s absorbanci u 660 nm minimalné 0,2.
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Vysledky

Interpretace vysledki Bez detekce vnitini kontroly

1.

Projdéte si, co pfistroj k danému méfeni vytiskl, a na pfiznacich
a poznamkach si ovéite, Ze je méfeni platné. Pokud platné neni, je tfeba cely
postup, tedy vCetné piipravy vzorkd, amplifikace and detekce, opakovat.

2. JestliZze je méfeni platné, lze vysledky vzorki interpretovat takto:

Ag60 FLG Poznamka Interpretace

<0,2 — NEGATIVE DNA N. gonorrhoeae  nedetekovana.
Vzorek se jevi vaci N. gonorrhoeae jako
negativni. Negativni vysledek vSak infekci
N. gonorrhoeae nevylucuje, protoZe vysledky
jsou odvislé od spravného odbéru vzorki,
nepfitomnosti inhibitori a dostate¢ného
mnozstvi detekované DNA.

> 0,2 — POSITIVE DNA N. gonorrhoeae detekovana. Vzorek se
jevi vacéi N. gonorrhoeae jako pozitivni.
Vysledky je vSak treba potvrdit opakovanym
testovdnim.

3. U vzorka, které se jevi jako pozitivni na N. gonorrhoeae, je tfeba vysledek
opakovanym testovanim potvrdit. V prfipad€ vzorki moci a vytéra v CTM
zpracujte dalSi podil pivodniho vzorku, nebo si vyzadejte vzorek novy
a provedte jeden test. V pfipadé tamponu piepravenych v AMPLICOR®
Specimen Transport Media provedte jeden test s pivodnim zpracovanym
vzorkem. Kone¢nd interpretace testu je dana vysledky opakovaného testu.
Vzorky vykazujici v opakovaném testu hodnotu Agg = 0,2 jsou na
N. gonorrhoeae pozitivni. Vzorky vykazujici v opakovaném testu hodnotu
Aggo < 0,2 se povazuji vici N. gonorrhoeae za negativni.

Poznamka Urogenitdlni vzorky obsahujici krizové reaktivni nepatogenni druhy Neisseria

mohou v prvnim i opakovaném testu poskytnout pozitivni vysledky??. Jsou-li
tedy nékteré vzorky interpretovdny jako pozitivni, neznamend to jeste,
Ze N. gonorrhoeae obsahuji. Vliv téchto falesné pozitivnich vysledki na
Jfunkénost testu bude zdviset na prevalenci gonokokové infekce v dané populaci
(viz oddil ,,Omezeni metody*‘).

Interpretace vysledkic S detekei vnitini kontroly

1.

Projdéte si, co pfistroj k danému méfeni vytiskl, a na pfiznacich
a poznamkach si ovérte, Ze je méfeni platné. Pokud platné neni, musite cely
postup (tj. pfipravu vzorku, amplifikaci a detekci) zopakovat.

2.V piipadé platného méfeni se vzorky poskytujici Agg( < 0,2 interpretuji takto:
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Neisseria gonorrhoeae

Vysledek vzorku na NG Vysledek vzorku vnitini kontroly Interpretace

Ag60 FLG Poznamka Ag60 FLG Poznamka

<0,2 — NEGATIVE > 0,20 — POSITIVE | DNA N. gonorrhoeae nedetekovana.
Vzorekse jevi vaci V. gonorrhoeae
jako negativni. Negativni vysledek
vSak infekci N. gonorrhoeae
nevylucuje, protoze vysledky
jsou odvislé od spravného
odbéru vzorkl, nepfitomnosti
inhibitorti a dostate¢ného mnoZstvi
detekované DNA.

<0,2 — NEGATIVE <020 — NEGATIVE | Inhibovany vzorek. Pokud je

DNA N. gonorrhoeae ptitomna,
neni detekovatelna. Zpracujte
dalsi podil ptvodniho vzorku
a test zopakujte. Inhibitory jsou
casto labilni a vzorky, které byly
puvodné inhibované, jiz pfi
opakovani inhibované byt
nemuseji. Pokud jiZ neni pavodni
vzorek k dispozici, je tfeba
odebrat novy.

V piipadé platného méfeni se vzorky s hodnotou Agg, = 0,2 povazuji viuci
N. gonorrhoeae za pozitivni bez ohledu na vysledek vnitini kontroly. Tyto
vzorky je tfeba k potvrzeni vysledku jesté jednou otestovat. Jedna-li se
o vzorky moci nebo vytéri v CTM, zpracuje se dalSi podil ptivodniho vzorku
a provede se jeden test. V ptipadé vytéra prepravenych ve zkumavkach pro
transport vzorki AMPLICOR® se provede jeden test puvodniho
zpracovaného vzorku. Konecnd interpretace testu téchto vzorkl je urcena
vysledky z jeho opakovani:

Vysledek vzorku na NG Vysledek vzorku vnitini kontroly Interpretace
> 0,2 Jakékoliv hodnota Vzorek je na N. gonorrhoeae
pozitivni.
<0,2 > 0,20 Vzorek se jevi jako vuci
N. gonorrhoeae jako negativni
<0,2 < 0,20 Neplatny negativni vysledek.

Vzorek je s ohledem na
N. gonorrhoeae nejednoznacny.
Test je tfeba s novym podilem
puvodniho vzorku zopakovat.
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Poznamka

vy

Urogenitdlni vzorky obsahujici kiiZové reaktivni nepatogenni druhy Neisseria
mohou v prvnim i opakovaném testu poskytnout pozitivni vysledky??. Jsou-li
tedy nékteré vzorky interpretovdny jako pozitivni, neznamend to jeste,
Ze N. gonorrhoeae obsahuji. Vliv téchto falesné pozitivnich vysledkit na
Jfunkénost testu bude zdviset na prevalenci gonokokové infekce v dané populaci
(viz oddil ,,Omezeni metody*).

Nac je treba pri postupu dbat

Omezeni

Pracovni tok musi v laboratofi probihat jednosmérné, od predamplifikacniho prostoru
smérem k prostoru poamplifikacnimu (amplifikace/detekce). Predamplifikacni
Cinnosti  zacinaji pripravou Cinidel a pokracuji pfipravou vzorkd. Kazda
predamplifikacni Cinnost musi mit své vyhrazené materidly a vybaveni, které se
nesmg&ji pouzivat pro jiné Cinnosti ani premistovat mezi jednotlivymi prostory. Ve
vSech prostorech je tfeba nosit rukavice, které se ped opusSténim prostoru vymeni.
Vybaveni a materidly pro pfipravu Cinidla se nesm&i  pouZivat
k pripravé vzorkd, ani pro pipetovani nebo zpracovani amplifikované DNA
¢i jinych zdroji tercové DNA. Poamplifika¢ni materidly a vybaveni musi vZdy zGstat v
poamplifikacnim prostoru.

Jak je tomu pfi kaZzdém testovacim postupu, je pro spravné fungovéni tohoto testu
véci zdsadnim pozadavkem dodrZovat principy spravné laboratorni praxe.
Vzhledem k vysoké analytické citlivosti testu je tfeba vénovat mimotadnou péci
tomu, aby se zachovala Cistota reagencii soupravy a amplifikacnich smési.
U vSech ¢inidel je tfeba Cistotu bedlivé sledovat. Jakmile je na kontaminaci
podezieni, je tfeba ¢inidlo zlikvidovat.

Na funkénost testu miZe mit vliv prevalence gonokokové infekce v dané
populaci. Pfi testovani populace s nizkou prevalenci nebo osob bez rizika infekce
pozitivni prediktivni hodnoty klesaji. JelikoZz v nékterych populacich nebo
skupinich pacientd muze byt prevalence N. gonorrhoeae nizka, mize byt 4 %-5 %
Cetnost faleSné pozitivnich vysledkti dokonce vyssi neZ etnost vysledka skutecné
pozitivnich a vypovédni (prediktivni) hodnota pozitivniho testu bude v téchto
pfipadech velmi mald. JelikoZ néktefi skutecné infikovani pacienti nebudou
testovanim jednoho vzorku na kultivaci zjiSténi, neni mozno skute¢nou cetnost
faleSné pozitivnich vysledki z klinickych ddaji ani stanovit ¢i odhadnout.
Cetnost fale$né pozitivnich vysledkGi miZe zdviset na kvalifikaci a obratnosti
pracovnikd, zachazeni s ¢inidly nebo vzorky a dalSich faktorech dané laboratote.
Pokud by méla mit falesné pozitivni diagnéza N. gonorrhoeae zdvazné disledky,
je tfeba zvazit, zda by se nemél k potvrzeni provést dalsi test amplifikace
nukleové kyseliny, nebo jesté radéji test kultivacni4. Pfi testovani antimikrobidlni
susceptibility a uchovani pro Iékafsko-pravni ucely se kultivace vyZaduje.
Viz oddil Funkcni charakteristiky, Prediktivni hodnoty.

COBAS® AMPLICOR® NG Test se k hodnoceni nedoporucuje pii podezieni na
sexudlni zneuziti ¢i pii jinych lékarsko-pravnich indikacich.

Pokud by v jakékoliv situaci mohly falesné pozitivni nebo fale$né negativni
vysledky mit negativni zdravotni, socidlni nebo psychologické dopady,
doporucuje se provést dalsi testovani.

Orofaryngedlni aerosoly a dalSi zdroje orofaryngedlni kontaminace falesné
zpusobuji s vysokou Cetnosti pozitivni vysledky na N. gonorrhoeae. COBAS®
AMPLICOR® NG Test muze nepatogenni izolaty N. subflava a N. cinerea
detekovat. Tyto organismy mohou byt soucasti normalni kréni flory.
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Neisseria gonorrhoeae

Je tfeba dbat, aby se ¢inidla pro zpracovani vzorkl, amplifikacni ¢inidla ani vzorky
od pacientl nekontaminovaly respiracnimi aerosoly.

Detekce N. gonorrhoeae odvisi od poétu organismi ve vzorku a vliv na ni mohou
mit metody odbéru vzorki, faktory pacienta, jako je v€k, anamnéza pohlavnich
chorob nebo vyskyt symptomd, stadium infekce a infikujici kmen Neisseria gonorrhoeae.

V dusledku inhibice polymerazy mohou byt vysledky faleSné negativni. Souprava
COBAS® AMPLICOR® NG Test obsahuje vnitini kontrolu CT/NG, kterd umoZziuje
zjistit zpracované vzorky obsahujici latky, jez by mohly PCR amplifikaci vice nez
20 kopii/test rusit.

Pri testovdni vytéri odebranych a prepravenych pomoci soupravy AMPLICOR®
STD Swab Specimen Collection and Transport Kit je tieba provddét detekci vnitini
kontroly CT/NG.

Laboratore, které testovani na Neisseria gonorrhoeae pomoci soupravy COBAS®
AMPLICOR® CT/NG Test zavadéji, svéfuji tuto ¢innost novym pracovnikiim nebo
méni postup testu ¢i odbéru vzorki, by mély vnitini kontrolu CT/NG vyuZivat pri
testovani vzorklt moci nebo vytérd prepravenych v transportnim médiu pro kultury
chlamydii ke stanoveni miry inhibice u své testované populace. Podle vysledk tohoto
vychoziho hodnoceni se pak mutiZe laboratoi rozhodnout, jestli bude ve vnitini kontrole
CT/NG u téchto typl vzorkll pokracovat nebo ne.

Spolehlivost vysledkt zavisi na odbéru adekvatnich vzorkid a spravném uplatnéni
pfislusnych prepravnich postupt.

Adekvatnost vzorkll je mozno posoudit pouze mikroskopickym prozkoumanim
cylindrickych epitelovych bunék v nich.

Testujte pouze indikované typy vzorki. COBAS AMPLICOR® Neisseria
gonorrhoeae Test byl validovan za pouziti Zenskych endocervikdlnich vytért,
muzskych uretrdlnich vytérd a zZenské i muzské moci. Pokud by byly testovany jiné
typl vzorkd, mohly by byt vysledky faleSn¢ negativni nebo falesné pozitivni.
U vzorki krénich vytért je vysoka pravdépodobnost, Ze poskytnou vysledky fale$né pozitivni.

Diky pridavku enzymu AmpErase k ¢inidlu Master Mix je amplifikace ter¢ové
DNA selektivni; aby se vSak predeSlo kontaminaci Cinidel, je tfeba uplatiiovat
zasady spravné laboratorni praxe a disledné dodrzovat postupy, jez jsou v této
metodické pfirucce uvedeny.

Testem nelze urcit, zda bude terapie uspéSna nebo nelispesna.

Jak je tomu i u kazdého jiného testu, je tieba vysledky z testu COBAS®
AMPLICOR® NG Test interpretovat s uvazenim vSech klinickych zjisténi
a laboratornich nélezt.

Se soupravou by méli pracovat pouze pracovnici vySkoleni v technikidch PCR.

Test COBAS® AMPLICOR® NG poskytuje kvalitativni vysledky. Mezi absorbanci
signdlu pozitivniho testu COBAS® AMPLICOR® NG a poctem bunek
N. gonorrhoeae v infikovaném vzorku nelze hledat Zadnou korelaci.

Pro COBAS® AMPLICOR® NG Test, kdy se testuje moc¢, se doporucuje zachytit
prvni ndhodny vzorek moci, ¢imZ se mini prvnich 10-50 ml proudu moci. Vlivy
proménnych, jako je prvni zachycena moc€ vs stfedni podil toku, hodnoceny nebyly.

Variabilni vliv na funk¢nost testu miZe mit druh a objem kultivacniho transportniho
média, kterym se vytéry do laboratofe pro testovani soupravou COBAS®
AMPLICOR® NG Test prepravuji.
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Rusivé latky

Pritomnost inhibitort PCR muiZe vyvolavat falesné negativni vysledky.

Mezi rusivé latky patii zejména:

e U lubrikantu Replens® bylo zjisténo, Ze inhibuje PCR a miZe v tomto testu
vést k faleSné negativnim vysledktm.

e Pritomnost hlenu v cervikalnim vzorku muZze inhibovat PCR a vést k falesné
negativnim vysledkim. Pro optimédlni funkénost testu se doporucuje
pouzivat vzorky hlenu prosté. Pfed odbérem vzorku se doporucuje odstranit
cervikalni sekrece a vytoky vétsim tamponem!°.

e Vzorky obsahujici vice neZ 5 % obj. krve mohou poskytovat vysledky
faleSné pozitivni. V klinickych studiich bylo 681 z 2265 Zenskych vytéri
krvavych, avSak Cetnost faleSné pozitivnich vysledkd u nich nebyla zvySena.

Funk¢ni charakteristiky

Analyticka specificnost:
Kultury bunék a vira

Specifi¢nost testu COBAS® AMPLICOR® NG byla hodnocena pfidanim
kultur bunék nebo virt k CTM a k normalni lidské moc¢i. CTM a moc¢ byly
zpracovany a testovany postupem COBAS® AMPLICOR® NG test. Mezi
testovanymi organismy byla ftada organismud, které je moZno izolovat
z urogenitalniho traktu. Reaktivitu v testu COBAS® AMPLICOR® NG nevykazoval

7adny z téchto organismil nebo virl:

Achromobacter xerosis
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter lwoffi
Acinetobacter subsp. genospecies 3
Actinomyces israelii
Aerococcus viridans
Aeromonas hydrophila
Agrobacterium radiobacter
Alcaligenes faecalis
Bacillus subtilis

Bacillus thuringiensis
Bacteriodes fragilis
Bacteroides caccae
Bacteroides gracilis
Bifidobacillus longum
Bifidobacterium adolescentis
Branhamella catarrhalis
Brevibacterium linens
Candida albicans

Candida glabrata

Candida guilliermondi
Candida krusei

Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Chlamydia pneumoniae
Chlamydia psittaci
Chlamydia trachomatis
Chromobacter violaceum

Lactobacillus parabuchnerri
Lactobacillus vaginalis
Lactococcus lactis subsp. cremoris
Legionella bozemanii
Legionella pneumophila
Leuconostoc paramesenteroides
Micrococcus luteus

Mobiluncus curtsil subsp. curtsii
Mobiluncus curtsil subsp. holmesii
Moraxella osloensis

Morganella morganii
Mycobacterium smegmatis
Mycoplasma genitalium
Mycoplasma hominis
Mycoplasma pneumoniae
Neisseria elongata

Neisseria flavescens

Neisseria kochi

Neisseria lactamica

Neisseria meningitidis Wi135
Neisseria mucosa

Neisseria perflava

Neisseria polysaccharea
Neisseria sicca

Paracoccus denitrificans
Pasteurella maltocida
Pediococcus acidilactica
Peptostreptococcus anaerobius
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Analyticka citlivost:
Precisténa DNA

Chryseobacterium meningosepticum
Citrobacter freundii
Clostridium innocuum
Clostridium perfringens
Corynebacterium genitalium
Corynebacterium xerosis
Cryptococcus neoformans
Cytomegalovirus
Deinococcus radiopugnans
Derxia gummosa

Echerichia coli

Edwardsiella tarda

Eikenella corrodens
Enterobacter cloacae
Enterococcus avium
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Epstein Barr Virus
Erysipelothrix rhusiopathiae
Ewingella americana
Gardnerella vaginalis
Gemella haemolysans
Gemella morbillorum
Haemophilus ducreyi
Haemophilus influenzae
Herpes simplex virus 1
Herpes simplex virus 2
Lidsky papilloma virus typ 16
Lidsky papilloma virus typ 18
Kingella kingae

Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae
Lactobacillus acidophillus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus crisptus
Lactobacillus jensenii
Lactobacillus lactis subsp. lactis
Lactobacillus oris

Peptostreptococcus magnus
Peptostreptococcus productus
Prevotella bivia
Prevotella corporis
Prevotella intermedia
Propionibacterium acnes
Proteus mirabilis
Providencia stuartii
Pseudomonas putida
Pseudomonas aeruginosa
Rahnella aquatilis
Rhodospirillum rubrum
Salmonella minnesota
Salmonella typhimurium
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus anginosus
Streptococcus bovis
Streptococcus dysgalatia
Streptococcus equinis
Streptococcus mitis
Streptococcus mutans
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus salivarius
Streptococcus sanguis
Streptomyces griseinus
Treponema pallidum*
Trichomonas vaginalis
Ureaplasma urealyticum
Vibrio parahaemolyticus
Yersinia enterocolitica

* Ke zpracovanému CTM nebo moci byla priddna precisténa DNA.

Ani kmeny N. subflava a N. cinerea ziskané z American Type Culture Collection
v testu COBAS® AMPLICOR® NG nereagovaly, avsak dva izolaty N. subflava
ajeden izoldt N. cinerea vykazovaly testu COBAS AMPLICOR zkiiZenou
reaktivitu. Jednalo se o izolaty ziskané z kr¢nich vytért normalnich osob.

Pfi stanoveni analytické citlivosti na preciSténou teréovou DNA se
prokdzalo, ze COBAS® AMPLICOR® NG Test dokdZe reprodukovatelné
detekovat 5 nebo vice kopii precisténé DNA N. gonorrhoeae na jednu reakci
PCR. Pocet kopii DNA N. gonorrhoeae pouZitych v experimentu byl stanoven
Poissonovou analyzou.

5/2007, Revision 4.0

COBAS® AMPLICOR® Neisseria gonorrhoeae Test 31/38



Presnost Presnost testu COBAS® AMPLICOR® NG v ramci jednoho souboru méfenti,
mezi riznymi soubory méfeni, mezi riznymi dny a celkova pfesnost byla
stanovena pomoci kontroly NG (+). Ta byla zpracovana a nasledné nafedéna pufry pro
zpracovani vzorkil na koncentraci 0, 5, 10 a 20 DNA kopii/amplifikacni reakci.
Béhem osmi dnil testovali tfi pracovnici jednou denné pét identicky opakovanych
vzorkl (replikat) kazdé koncentrace DNA. Denné tedy bylo testovano 15 replikata
kazdé koncentrace DNA, coz predstavuje celkem 120 testl (viz tab. 1).

Tabulka 1
Presnost testu COBAS® AMPLICOR® NG Test*

NG terc 0 5 10 20
Pocet kopii/PCR Kopii/PCR Kopii/PCR Kopii/PCR Kopii/PCR
Celk. pocet 240 240 240 240
replikatt
Prumér absorbanci 0,052 3,668 3,944 3,982
Minimalni hodnota 0,003 0,010 0,286 3,389
Maximalni hodnota 1,397 4,000 4,000 4,000
Mezi dny
Smérod. odchylka 0,0129 0** 0** 0**
Varia¢ni koeficient 24.6 % Oy (s 0y

Mezi mérenimi
Smérod. odchylka 0,06210 0,32115 0,13892 0,01919
Varia¢ni koeficient 118,4 % 8.8 % 3,5 % 0,5 %

V ramci jednoho méteni

Smérod. odchylka 0,16961 0,61534 0,31968 0,06687

Variacni koeficient 323,6 % 16,8 % 8.1 % 1,7 %
Celkova

Smérod. odchylka 0,18108 0,69410 0,34856 0,06957

Varia¢ni koeficient 345,5 % 18,9 % 8.8 % 1,7 %

* Vypocty byly provedeny podle smérnice CLSI (EP5A)!8 pro hodnoceni presnost v rdmci jednoho souboru
méreni a celkové presnosti.
** Odhad komponenty variance byl zdporny, a proto byl poloZen rovny nule.

Prediktivni hodnoty Na funkcnost testu mize mit vliv prevalence gonokokové infekce v dané populaci.
Pfi testovani populace s nizkou prevalenci nebo osob bez rizika infekce pozitivni
prediktivni hodnoty klesaji. JelikoZ v nékterych populacich nebo skupindch
pacienti muzZe byt prevalence N. gonorrhoeae nizka, miZe byt 4 %-5 % Cetnost
faleSné pozitivnich vysledkti dokonce vys§i nez cetnost vysledki skutecné
pozitivnich a vypovédni (prediktivni) hodnota pozitivniho testu bude v téchto
pripadech velmi mald. JelikoZ nékteri skutecné infikovani pacienti nebudou
testovanim jednoho vzorku na kultivaci zjisténi, neni mozno skute¢nou cetnost
fale$ng pozitivnich vysledkii z klinickych ddajd ani stanovit & odhadnout. Cetnost
falesné pozitivnich vysledkd miZe zaviset na kvalifikaci a obratnosti pracovnikil,
zachédzeni s Cinidly nebo vzorky a dalSich faktorech dané laboratoie. Pokud by
méla mit faleSné pozitivni diagnéza N. gonorrhoeae zavazné disledky, je tfeba
zvazit, zda by se nemél k potvrzeni provést dalsi test amplifikace nukleové
kyseliny, nebo jest¢ radgji test kultivacni.# Pfi testovani antimikrobialni
susceptibility a uchovéni pro lékarsko-pravni ucely se kultivace vyzaduje.
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Hypotetické pozitivni a negativni prediktivni hodnoty (PPV a NPV) pro rizné
Cetnosti prevalence pfi citlivosti 97,1 % a specifi¢nosti 98,1 % udava tabulka 2.

Tabulka 2

COBAS® AMPLICOR® CT/NG Test na Neisseria gonorrhoeae
Hypotetické prediktivni hodnoty pro rizné cetnosti prevalence

Prevalence Citlivost Specificnost Pozitivni Negativni

(%) (%) (%) prediktivni prediktivni

hodnota (%)  hodnota (%)
1 97,1 98,1 34,5 99,9
5 97,1 98,1 73,3 99.8
10 97,1 98,1 85,3 99,7
20 97,1 98,1 92,9 99,3

Klinické pouziti COBAS® AMPLICOR® NG Test byl hodnocen klinickou studii provedenou na

jednom pracovisti. Celkem bylo testovano 135 Zenskych endocervikalnich
vytérd, 134 vzorky Zenské moci, 48 muzskych uretralnich vytéra a 48 vzorkl
muzské moci. Testem COBAS® AMPLICOR® NG byly vySetfovany
odpovidajici si vytéry a vzorky moci od jednotlivych pacientd (od jedné
pacientky nebyla mo¢ k dispozici). Kultury slouzily na nékterych pracovistich
jako referencni test.

Rozporné vzorky byly analyzovany opakovanim testu COBAS® AMPLICOR® NG
a provedenim PCR s jinou ter¢ovou DNA sekvenci specifickou pro N. gonorrhoeae
(¢ast genu 16S rRNA). Vysledky byly zpracovany dvéma zptsoby. Pfi prvni
metodé (analyza na jeden vzorek) byly identifikovany referencni test-negativni
infekce pomoci vysledkii PCR pouze pro jeden typ vzorki, tedy bud pro vytéry
nebo pro moc¢. Pacient byl klasifikovan jako pozitivni na infekci, jestlize byl
pozitivni referencni test nebo jestlize byl hodnoceny typ vzorku PCR-pozitivni
pro primdrni i alternativni ter¢. Pfi druhé metodé (analyza na jednoho pacienta)
byly identifikovany referencni test-negativni infekce pomoci vysledkd PCR pro
vytér i mo¢ od jednoho pacienta. Pacient byl klasifikovan jako pozitivni na
infekci, jestlize byl pozitivni referencni test nebo jestlize byl jeden z obou typu
vzorkii PCR-pozitivni pro primdrni i alternativni terc.

Parametry testu byly vypocitdvany pro kazdy typ vzorku zvlast. Citlivost
a specificnost byla vypoctena v porovnani s referencnimi vysledky, vysledky
¢lenénymi na jednotlivé vzorky a vysledky clenénymi na jednotlivé pacienty.
Skute¢na mira klinické citlivosti a specificnosti testu COBAS® AMPLICOR® NG
se odvozuje z porovnani s vysledky ¢lenénymi podle jednotlivych pacienti.
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Funkcnost viiéi NG bez pouZiti vnitini kontroly vs kultura

Pracov. Kategorie N Prevalence vs kultura vs rozliSené vysledky
vzorku na 1 vzorek na 1 pacienta
Citlivost Specificnost Citlivost Specificnost Citlivost Specifi¢nost
1 Muzskd mo¢ 48 52,1 % 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 %
(25/25) (23/23) (25/25) (23/23) (25/25) (23/23)
Muzsky vytér 48 52,1 % 100,0 % 91,3 % 100,0 % 91,3 % 100,0 % 91,3 %
(25/25) (21/23) (25/25) (21/23) (25/25) (21/23)
Zenskd mo¢ 134 20,8 % 63,6 % 94,6 % 70,4 % 99,1 % 67,9 % 99,1 %
(14/22) (106/112) (19/27) (106/107) (19/28) (105/106)
Zensky vytér 135 20,7 % 86,4 % 92,9 % 88,5 % 96,3 % 82,1 % 96,3 %
(19/22) (105/113) (23/26) (105/109) (23/28) (103/107)
Funkénost viiéi NG pri pouZiti vnitini kontroly vs kultura
Pracov. Kategorie N Pre- Inhi- vs kultura vs rozliSené vysledky
vzorku valence bice na 1 vzorek na 1 pacienta
Citlivost  Specificnost  Citlivost Specificnost Citlivost Specifi¢nost
1 Muzska mo¢ 48 52,1% 0,0% 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 %
(0/48)  (25/25) (23/23) (25/25) (23/23) (25/25) (23/23)
Muzsky vytér 48 52,1 % 2,1 % 100,0 % 91,3 % 100,0 % 91,3 % 100,0 % 91,3 %
(1/48)  (25/25) (21/23) (25/25) (21/23) (25/25) (21/23)
Zenska mo¢ 134 208% 9,7% 70,0 % 94,4 % 76,0 % 99,0 % 76,0 % 99,0 %
(13/134) (14/20) (101/107) (19/25) (101/102) (19/25) (109/102)
Zensky vytér 135 20,7% 0,7% 86,4 % 92,9 % 88,3 % 96,3 % 82,1 % 96,3 %
(1/135)  (19/22) (105/113) (23/26) (105/109) (23/28) (103/107)
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