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Abstrakt

Cielom prispevku je poukdzat na potencidl vyuZitia diagnostickej stupravy Anyplex™ STI-7 (Seegene, Juznd Korea),
ktora vyuziva technologiu multiplexnej real time PCR. Anyplex™ STI-7 umoziiuje detegovat sedem najcastejsich
sexudlne prenosnych patogénov naraz v jednej PCR reakcii. Jedna sa o sest mikrobialnych patogénov (Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma urealyticum
a Ureaplasma parvum) a jeden protozodlny (Trichomonas vaginalis). Podla udajov FEuropskych odporucani
pre menezment negonokokovych uretritid z roku 2016 su infekcie sposobené Chlamydia trachomatis a Mycoplasma
genitalium najcéastejsie hldsenymi sexudlne prenosnymi ochoreniami. S pouZitim multiplexnej real time PCR Anyplex™
STI-7 sme zistili, ze v nasej skupine infertilnych muzov bola Ureaplasma parvum najcastejsie detegovanym patogénom.

Klucové slova
multiplexnd real time PCR, Anyplex™ STI-7, chlamydie, mykoplazmy

Abstract

The aim of this paper is to show the potential of using a diagnostic kit Anyplex™ STI-7 (Seegene, South Korea), which
uses technology to multiplex real time PCR. We can detect the seven of the most common sexually transmitted
pathogens simultaneously in one PCR reaction with use Anyplex™ STI-7. These are the six microbial pathogens
(Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma
urealyticum and Ureaplasma parvum) and the protozoan (Trichomonas vaginalis). According to the European
Guidelines for management of non-gonococcal urethritis of 2016 are infections caused by Chlamydia trachomatis and
Mycoplasma genitalium most frequently reported sexually transmitted diseases. Chlamydia trachomatis and
Mycoplasma genitalium are the most commonly reported sexually transmitted diseases. Using the multiplex real time
PCR Anyplex™ STI-7, we found out that in our group of infertile men was Ureaplasma parvum most frequently
detected pathogen.
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Uvod hlasenymi sexudlne prenosnymi ochoreniami infekcie
sposobené Chlamydia trachomatis a Mycoplasma
Sexualne prenosné infekcie s pri¢inou neplodnosti genitalium (,,Eurdpske odporti€ania pre menezment
v 35 % pripadov. Ich pri¢inou je Siroké spektrum negonokokovych uretritid, 2016) [4-10].
virusovych, bakteridlnych a protozoalnych patogénov. Pre efektivne rieSenie neplodnosti je preto potrebné
Podla tdajov Svetovej zdravotnickej organizacie zaviest’ komplexné vySetrenie pacienta na najastejSie
z roku 2012 pribudne denne vo vekovej skupine od 15 sexudlne prenosné ochorenia. Z hl'adiska laboratornej
do 49 rokov 131 miliénov sexudlne prenosnych diagnostiky sa javi ako najefektivnej§i komplexny
ochoreni zapri¢inenych Chlamydia trachomatis, 78 skrining povodcov sexualne prenosnych ochoreni.
milionov Neisseria gonorrhoeae a 142 milionov Takito moznost pontika suprava Anyplex™ STI-7
Trichomonas vaginalis [1-4]. V Eurdpe st najcastejSie (Seegene, Juzna Korea), ktora vyuZiva technoldgiu
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multiplexnej real time PCR. Anyplex™ STI-7
umoziuje detegovat sedem najcastejSich sexualne
prenosnych patogénov naraz v jednej PCR reakecii.
Jedna sa o Sest’ mikrobidlnych patogénov (Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhocae, Mycoplasma
hominis, Mycoplasma  genitalium, Ureaplasma
urealyticum a Ureaplasma parvum) a jeden protozoalny
(Trichomonas vaginalis).

Anyplex™ STI-7 a
real time PCR

multiplexna

Multiplexna real time PCR je vysoko citliva metoda,
ktora vyuziva technolégiu multiplikdcie viacerych
cielovych sekvencii genetického materidlu v jednej
reakcénej skumavke. V tomto procese sa vyuzivaju
viaceré pary primerov a optimalizované reakcéné
podmienky. Za posledné roky zaznamenala technologia
vyrazny rozvoj, ktory umoznil jej pouzitie aj
v oblastiach, ktoré vyzaduji vysoku presnost,
spol'ahlivost’ a reprodukovatelnost’. Jednou z nich je aj
laboratorna diagnostika infekénych ochoreni. Prave
v tejto oblasti si metdéda multiplexnej real time PCR
nachadza S§iroké uplatnenie. Umoziuje rychlo
a spolahlivo vySetrovat rdézne typy biologickych
vzoriek a detegovat vnich mikrobidlne, virusové
a protozoalne patogény. Rychlost a spolahlivost’
ziskanej informacie je hlavnym benefitom tejto
metody. Okrem kvalitativneho hodnotenia, mnohé
multiplexné testy umoziuju aj semikvantitativne
hodnotenie a nasledne zah4jit’ cielenu terapiu, sledovat’
priebeh a efektivitu liecby. V nasom laboratériu sme
testovali moznosti vyuzitia diagnostickej stpravy
Anyplex™ STI-7(Seegene, Juzna Korea), ktord sluz
na diagnostiku  hlavnych patogénov  sexualne
prenosnych ochoreni. Stiprava ma CE -IVD certifikat
apreto je vhodnd pre pouzitie v klinickej diagnostike.
Juhokorejska firma Seegene je inovatorom v oblasti
technologie multiplexnej real time PCR.

Technologia systému

Diagnostiké sety Anyplex™ su zaloZené na dvoch

novych inovativnych technoldgiach: technologii
DPO™ a TOCE™ [11,12].

DPO™ technologia

Technoldgia vyuziva systém DPO primerov (Dual
Priming  Oligonukleotide), ktoré st Strukturalne
a funk¢ne odlisné od beznych primerov, pricom je
blokovana tvorba nespecifickych templatov, a tym sa
dosahuje trvalo vysokd Specifickost aj za menej
optimalnych reakénych podmienok.
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DPO™ sa sklada z dvoch samostatnych zakladnych
priming Casti (5'-koniec stabilizator a 3'-koniec
urcovatel’), spojenych pomocou polydeoxyinozinového
linkera - spojovacicho mostika. Linker ma tvar bubliny,
sam o sebe nie je zapojeny do primingu, ale skor
vymedzuje hranice medzi 5'-koncom a 3'-koncom.

Princip technologie

DPO™ ma dva funkéné vidzobné regiony, pricom
jeden je dlhsi ako druhy a st oddelené poly (I)
linkerom. Tieto dva nerovnako dlhé vdzobné regiony
vytvaraju dvojaké vizobné reakcie, v dosledku ¢oho sa
tvori cielovo $pecificky produkt.

V prvom kroku nastava aktivacia Poly (1) linkera
deoxyinozinu, ktory ma v dosledku slabsich
vodikovych vidzieb pomerne nizku hodnotu teploty
topenia (Tm). Poly (1) linker tvori $truktiru bubliny
priurcitej teplote topenia a oddeli 5'-koniec
stabilizatora od 3'-konca urcovatela na samostatny
stabilizator a urcovatel.

V druhom kroku prebehne prva vdzobnd reakcia.
DIhsi 5'-koniec sa prednostne viaze na templatova
DNA ainiciuje stabilné naviazanie. P&sobi ako
stabilizator.

V trefom kroku prebehne druhd vézobna reakcia:
Kratky 3'-koniec sa selektivne viaze na cielové miesto
aje zakladom pre cielovo S$pecifické prediZenie.
Posobi ako urcovatel.
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Obr. 1: Princip DPO™ technoldgie [13].

TOCE™ technologia

Technologia TOCE™  umoziuje  multiplexni
detekciu hl'adanych ciel'ovych sekvencii DNA v jednej
reakénej skumavke. Technolégiou TOCE™ je mozné
realizovat’ kvalitativny a zaroven aj semikvantivny test.
Je to umoznené vdaka dvom pouzitym analyzam:
Cyclic Catcher Melting Temperature Analysis a High
Resolution Melting analysis. Pouzitie technoldgii
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DPO™ a TOCE™ v diagnostickych stipravach postva
molekularnu diagnostiku na novu, vyssiu Grovei.

Princip technolégie

Kracovymi komponentmi TOCE™ technologie su
pary DPO™ primerov, pitchers a catchers. Pitcher je
znackovaci oligonukleotid, ktory Specificky hybridi-
zuje v cielovej oblasti. Catcher je fluorescencne
znaceny templat.
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Obr. 2: Princip TOCE™ technolégie. A: Primer a pit-
cher sa naviazu na cielovii sekvenciu. B: Pocas
predlzenia je pitcher odstrihnuty DNA-polymerdzou
a oznacenda oblast je uvolnena. C: Uvolnena oznacend
oblast sa naviaze na catcher, ktory mad komple-
mentdrnu sekvenciu k uvolnenej casti. D: Predlzenie
oznacenej casti oddeli fluorescencne znacenu molekulu
R od tzv. zhdsacej molekuly Q, ¢o sa prejavi vznikom
signalu [14].

Hodnota teploty topenia catcher-a je zavisla od
dizky sekvencie. Tato vlastnost’ slizi na vytvaranie
dostato¢ne odlisitelnych templdtov. Pre optimalizaciu
TOCE™ moézeme hodnotu teploty topenia catcher-a
l'ahko upravit, nie je obmedzena na cielové sekvencie.
Detekéné limity diagnostickej stipravy Anyplex™ STI-7
za pouzitia technolégiec TOCE™ su porovnatelné
s vysledkami testov na baze single plex real time PCR.

Technologia TOCE™ umoziuje identifikovat' viac
cielovych analytov sucasne v jednom kanali. Signal je
merany v redlnom case a analyzovany na zaklade
teploty topenia (Tm) catcher-a, ktora slizi na detekciu
pritomnosti cielového analytu.

Parametrizacia a vyhodnotenie

V Laboratériu pre diagnostiku infertility a banke
spermii ZdruzZenej tkanivovej banky Univerzitnej
nemocnice L. Pasteura v Kosiciach sme vySetrili
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v priebehu dvoch mesiacov 53 muzov (priemerny vek
31 rokov). Naizoldciu DNA boli pouzité dva typy
vzoriek: ejakulat a mo¢. Odber biologického materialu
prebichal v odberovej miestnosti za Standardnych
podmienok. Mo¢ bol odoberany v objeme 10-40 ml,
vzdy prvy prad ranného mocu. Skladovany bol
maximalne po dobu dvoch hodin, pri laboratornej
teplote anasledne bol pouzity na izolaciu DNA.
Ejakulat bol odoberany od pacientov po minimalne
trojdiiovej a maximdlne sedemdnovej sexualnej
abstinencii do sterilnej nddoby. Nasledne prebiechalo
jeho skvapalnenie v termostate po dobu 30 minut pri
teplote 37°C. Vzorky ejakulatu boli pouzité na izolaciu
DNA v ¢asovom limite do 2 hodin od odberu. DNA
bola izolovand komerénou stpravou od firmy
QIAGEN: QIAamp DNA Mini kit. Izolaciu sme urobili
podl'a instrukcii vyrobcu s jedinou modifikaciou, ked’
sme predizili ¢as lyzy na 60 min [15]. Kvalita
a koncentracia izolovanej DNA bola stanovena spek-
trofotmetricky systémom NanoDrop. Na multiplexna
real time PCR sme pouzili pristroj od firmy BIO-RAD
CFX 96 Real Time PCR System, verzia softwaru 2.0.5
a stpravu Anyplex™ STI-7 (Seegene, Juznd Korea).
Suprava Anyplex™ STI-7 umoziuje detegovat’ sedem
hlavnych patogénov sexualne prenosnych infekcii
vjednej PCR reakcii. Na obsluhu pristroja a defino-
vanie reaénych podmienok sme pouzili program Bio-
Rad CFX Manager IVD Editor 1.6 a na kvalitativne
a semikvantitativne vyhodnotenie vysledkov sme po-
uzili program Seegene Viewer (Obr. 3).

U 6-tich muzov sme vzorku DNA =ziskali subezne
z ejakulatu a mocu (100% zhoda vysledkov). U 5-tich
muzov ztejto prvej vySetrenej skupiny neboli
potvrdené patogény. U jedného muza bola potvrdena
kombinovana infekcia Ureaplasma parvum (+)
a Mycoplasma hominis (+). Zvysnu skupinu tvorilo 47
muzov, kde sme vzorku DNA ziskali len z ejakulatu.
U siedmich muzov v ejakulate sme identifikovali
Ureaplasmu parvum (++) a u jedného Ureaplasmu
urealyticum (+). Vzorky ejakulatu 39 muzov z druhej
vySetrenej skupiny boli negativne.

Diskusia a zaver

Uvedenou metddou sme otestovali 53 vzoriek DNA
izolovanej z moc¢u a ejakulatu. Jednym zo zamerov
testovania bolo zistit' vyuzitelnost’ stupravy Anyplex™
STI-7 pre diagnostiku sexualne prenosnych ochoreni
z ejakulatu. Uvedeny typ vzoriek sme testovali pre
jednoduchost’ pristupu k vzorkam, v Laboratériu pre
diagnostiku infertility si vySetrované spermiogramy
infertilnych muzov. Vzhl'adom na odportcania autorit
vySetrovat prvy prad mocu a/alebo vyter z uretry
metédami amplifikdcie nukleovych kyselin sme
u niekol’kych pacientov porovnali vysledky vySetreni
vzoriek ejakuldtu a mocu.

Optimalizaciou podmienok izoldcie DNA z ejakulatu
sme docielili vyuzitelnost’ sipravy Anyplex™ STI-7 aj
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pre dokaz vybranych sexudlne prenosnych patogénov
v ejakulate. Uspesnost’ optimalizacie bola potvrdena
spektrofotometrickym sledovanim vytaznosti a kvality
DNA. Benefitom stupravy Anyplex™ STI-7 je interna
kontrola kvality, ktora sltizi na kontrolu kvality izolacie
DNA a moznost vplyvu inhibi¢nych latok na
amplifikaciu DNA. Tym sa zaroven vylucia falosne
negativne vysledky vySetrenia.

Test je vhodny pre rychlu laboratornu diagnostiku
sexualne prenosnych ochoreni, umoziuje ziskat
vysledok v den odberu vzorky.
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Obr. 3: Kvalitativne a semikvantitativne vyhodnotenie
programom Seegene Viewer. UU - Ureaplasma
urealyticum, UP - Ureaplasma parvum, MG -
Mycoplasma genitalium, MH - Mycoplasma hominis,
NG - Neisseria gonorrhoeae, CT - Chlamydia
trachomatis, TV - Trichomonas vaginali, IC — internd
kontrola.

Mozeme konstatovat, ze multiplexna real time PCR
je vysoko citliva metoda vhodna na skrining
a diagnostiku sexualne prenosnych infekcii. Pouzitie
in vitro diagnostickych stprav Anyplex™ STI-7
umoziuje sucasnu detekciu siedmich patogénov
sexualne prenosnych ochoreni v jednej PCR reakcii,
¢im sa stava diagnostika jednoduchsou a finan¢ne
efektivnejSou. V pripade potreby je mozné ziskat’
findlne vysledky do siedmich hodin. Diagnosticka
suprava Anyplex™ STI-7 a pouzity real time PCR
systém CFX 96 spifia kritéria CE-IVD.
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