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1. POPIS PRODUKTU

Bospore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit vl je sada Real-Time PCR pro in vitro
diagnostiku, ktera detekuje a charakterizuje gen orflab / N SARS-CoV-2, gen N u RSV A/B, MP2 /
Segment 8/NS1 gen pro chfipku A/B, gen 5'UTR pro enterovirus, gen nukleoproteinu pro lidsky
metapneumovirus A/B, gen Hexon pro adenovir, geny HN/N/HN/F pro virus parainfluenzy 1/2/3/4,
5'UTR gen rhinoviru, MIP gen Legionella pneumophila a gen Adhesin P1 Mycoplasma pneumoniae z

lidskych respiraénich vzorkl véetné nosohltanu, orofaringedlnich stér( a slin. Detekce fluorescence se

provadi pomoci filtri FAM, HEX, Texas RED a Cy5.

PCR Master Mix 2

A/B (gen pro

Komponenta FAM HEX Texas RED Cy5
P (Gene) (Gene) (Gene) (Gene)
‘ Chripka A/B
- - Interni kontrola
PCR Master Mix 1 (Offqz‘;’ /CK’IV zn) FNSVG/?]/)B it ontr (MP2 / Segment
g g (gen RNaza P) 8/gen NS1)
Lidsky
Enterovirus Metapneumovirus | 1ntarni kontrola Adenovirus

glykoprotein)

(gen 5'UTR) nukleoproteiny) (gen RNaza P) (gen Hexonu)
Lidské
parainfluenzové
viry 1/2/3/4 (HN Rhinovirus Legionella Mycoplasma
PCR Master Mix 3 gen/ (gen 5'UTR) pneumophila pneumoniae (gen
N gen / HN gen 9 (gen MIP) Adhesin P1)
/genF

Byla pouzita interni kontrola zalozena na detekci lidské endogenni sekvence nukleovych kyselin

(RN&za P) ptitomné v lidském genomu k ové&Feni problém{ se vzorkovanim, extrakci DNA/RNA, inhibici

PCR nebo aplikacemi. Data zesileni interni kontroly jsou detekovana filtrem Texas RED v PCR Master
Mix 1 a PCR Master Mix 2.

2. OBSAH

Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit vl obsahuje nasledujici dH.0, RT Mix,

Real-Time PCR Master Mixes a pozitivni kontroly.

Komponenta Cinidlo 100 reakci 50 reakci 25 reakci
1 dH>0 (1 000 pL) (1 000 pL) (1 000 pL)
2 PCR Master Mix 1 (2 816 pL) (1408 pL) (704 pL)
3 PCR Master Mix 2 (2 816 pL) (1 408 pL) (704 pL)
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4 PCR Master Mix 3 (2 816 pL) (1 408 pL) (704 pL)

5 RT Mix (132 pL) (66 pL) (33 pL)

6 Pozitivni kontrola (260uL) (130 pL) (130 pL)
1

7 Pozitivni kontrola (260uL) (130 pL) (130 pL)
2

8 Pozitivni kontrola (260pL) (130 pL) (130 pL)
3

3. UKLADANI

PCR ¢inidla pro panel Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit vl by méla byt
skladovana v

-20 °C.

Opakovanému rozmrazovani a zmrazeni (>3x) by se mélo vyhnout, protoze mize sniZit

citlivost. Pokud maji byt komponenty pouzivdny v malém mnozstvi, mély by byt zmrazeny v

aliquotech. Pfi pripravé PCR by komponenty nemély byt vystaveny pokojové teploté déle nez 10 minut

a komponenty PCR master mix by nemély byt vystaveny svétlu nebo vzduchu vice, nez je nutné.

Lahvi¢ky musi byt zaviené, kromé pipetovani. Doporucujeme pfipravit PCR na chladicim bloku a hlavni

smés PCR uchovavat v uzaviené nadobé.

Pokud jsou komponenty skladovény podle doporu¢enych podminek, zlstanou stabilni az do dat

expirace uvedenych na etiketach.

4.

POZADOVANE MATERIALY A ZARIZENI

Montania 4896 Real-Time PCR pristroj - Anatolia Geneworks, CFX96 Real-Time PCR
Detection System - Bio-Rad, QuantStudio 5 Real-Time PCR System - ThermoFisher,
LightCycler 480 Instrument II - Roche, Q gPCR Cycler - Quantabio, nebo jiny Real-Time PCR
systém s FAM, HEX, Texas RED a CyS5 filtry*

0,1 mL nebo 0,2 mL tenkosténné PCR zkumavky, PCR desticky nebo stripy

Extrakéni systém Unio B24 nebo Unio B48 extrakcni systém, nebo systém pro extrakci a PCR
instalaci Unio A24S a sada pro extrakci virové DNA/RNA Unio 600 pul, systém pro extrakci a
PCR instalaci Unio 96 a univerzalni sada pro extrakci nukleovych kyselin Unio 96, extrakcni
systém Unio M32 a sada pro extrakci virové DNA/RNA Unio M32, manualni stojan na extrakci
nukleovych kyselin Magrev 24 a univerzalni sada extrakce nukleovych kyselin Magrev nebo
Magrev virova extrakce DNA/RNA Sada, spin kit pro extrakci virové DNA z bosforu, sada pro
extrakci virové RNA z bosforu, spinova sada pro extrakci virové DNA/RNA nebo univerzalni
spinovaci sada pro extrakci nukleovych kyselin bosforu nebo pfistroj na extrakci nukleovych
kyselin magnesia 16 a sada pro extrakci virové DNA/RNA z magnezie EP (Anatolia

Geneworks) nebo jiné vysoce kvalitni sady a systémy pro extrakci nukleovych kyselin

Mrazak (-20 °C)
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Stolni centrifuga s rotorem pro mikrocentrifugacni zkumavky o objemu 2 mL nebo 1,5 mL

DNaza, RNaza, pyrogeny bezpyrogenni mikrocentrifugacni zkumavky o objemu 1,5 mL nebo
2 mL

Kalibrované, nastavitelné mikropipety
DNé&za, RNaza, $pi¢ky mikropipety bez pyrogend s filtry

Jednorazové laboratorni rukavice, kabaty a Cepice

*Pro dal$i zafizeni Real-Time PCR, kterd Ize pouzit s Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1,

kontaktujte prosim Anatolia Geneworks podle informaci v sekci 15.

5.

DULEZITE POZNAMKY A BEZPECNOSTNI POKYNY

Produkt by mél byt dodavan na suchém ledu. Po pfijezdu zkontrolujte pfitomnost suchého
ledu.

Pri doruceni zkontrolujte datum spotifeby na obalu a na etiketé zkumavky. Nepouzivejte

proslé produkty ani komponenty.

Mély by byt pouzity kalibrované nebo ovérené mikropipety, DNaza, RNaza a hroty

mikropipety bez pyrogend s filtry a mikrocentrifugy bez DNazy, RN&zy a pyrogenu.

Pred zah&jenim testovaciho procesu by mély byt véechny komponenty diikladné& rozmrazeny.
Po rozmrazeni by mély byt vSechny slozky kratce centrifugovany (odstredéni na 3-5 sekund)

a dobfe promichané, aby byla zajisténa homogenita pfed pouzitim.

Komponenty sady by mély byt uchovavany na ledu nebo na chladicim bloku, dokud neni

reakce pripravena, a rychle vraceny na -20 °C.

PCR a extrakce nukleovych kyselin musi byt provadé&na v riznych oddé&lenich. Vzorky by mély

byt skladovany oddélené, aby se zabranilo kontaktu s komponentami sady.
Informace o patogenech by mély byt pfezkoumany, aby bylo mozné rozpoznat zdravotni rizika.

Biologické vzorky by mély byt zachazeny s maximalni opatrnosti a v mikrobiologické
bezpecnostni skfini odpovidajici tfidy. Fyzickému kontaktu s patogeny by se mélo vyhybat
nodenim laboratornich pldstd a rukavic, bez moznosti jist nebo piti v pracovnim prostoru a

zabranit neopravnénym osobam v pfistupu do pracovniho prostoru.

Po zpracovani biologickych vzorkd by mély byt v8echny patogenni odpady vzniklé b&hem
extrakce nukleovych kyselin, véetné& material( s nimi do kontaktu, vyhozeny do lékaFského

odpadu a bezpecné zlikvidovany.
OMEZENI POUZITI PRODUKTU

VSechny komponenty mohou byt pouzity vyhradné pro in vitro diagnostiku.
Tento produkt by mél byt pouzit v tomto uZivatelském manualu.

Tento produkt je uréen pro personal specialné vyskoleny k provadéni in vitro diagnostickych
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postupd.

7. INFEKCE
SARS-CoV-2

Novy koronavirus 2019 (2019-nCoV) patfi do stejné rodiny jako patogen zpUsobujici t&Zky akutni
respiracni syndrom (SARS) a byl poprvé identifikovan jako pfi¢ina epidemie respiracniho onemocnéni
ve Wu-chanu v Ciné. Svétovd zdravotnickd organizace (WHO) oficidlné pojmenovala nemoc
zplUsobenou koronavirem COVID-19. Pokud jde o samotny virus, Mezinarodni vybor pro taxonomii virli
oficialné pfejmenoval dfive predbézné pojmenovany 2019-nCoV na Tézky akutni respiracni syndrom
koronaviru-2 (SARS-CoV-2) (Lai et al., 2020; WHO, 2020).

Lidé mohou zaZivat rlizné pfiznaky COVID-19. Pfiznaky obvykle zadinaji 5-6 dni po expozici a
trvaji 1-14 dni. Horecka, zimnice a bolest v krku jsou nejcastéjSimi pfiznaky. Méné casté priznaky
mohou zahrnovat bolesti svall, Gnavu, rymu/ucpany nos/kychani, bolest hlavy, bolest o¢&i, zavratég,
kasel, bolest na hrudi, dusnost atd. Zavazné pripady infekce mohou vést ke smrti, selhani dychani,
sepsi, tromboembolii (krevnim srazenindm) a selhdni vice organd, véetné& poskozeni srdce, jater nebo
ledvin (WHO, 2023a).

Podle Gdaji WHO bylo k 20. srpnu 2023 celosvétové hlageno vice neZ 769 miliond potvrzenych
ptipadl a 6,9 milionu Umrti. TFi regiony WHO hlasily narlst pripadd, zatimco dva regiony zaznamenaly
pokles. Ctyfi regiony WHO hlasily pokles umrti, zatimco vychodni stfedomorsky region zaznamenal
nardst umrti (WHO, 2023b).

COVID-19 se Sifi, kdyz nakazena osoba vdechne kapénky a velmi malé ¢astice obsahujici virus.
Jini lidé mohou tyto kapky a Castice vdechnout, nebo jim mohou spadnout do oci, nosu ¢i Ust. V
nékterych pripadech mohou tyto kapénky kontaminovat povrchy, kterych se dotknou. Kdokoli
nakazeny COVID-19 mUze virus $ifit, i kdyZz nema 2adné pFiznaky. Zvitata maji nizké riziko &ifeni viru,
ktery zpUsobuje COVID-19, na lidi. Virus se miZe pfi blizkém kontaktu pFenaset z &lovéka na zvitata
(CDC, 2023).

Dalsi respiracni infekce

Infekce dychacich cest (RTI) jsou infek¢éni onemocnéni, ktera postihuji dychaci cesty. RTI jsou
klasifikovany jako infekce hornich cest dychacich (URI nebo URTI) a infekce dolnich cest dychacich
(LRI nebo LRTI). Infekce dolnich cest dychacich, jako je zapal plic, byvaji mnohem zavaznéjsi nez
infekce hornich cest dychacich, napriklad bézné nachlazeni (Thapa et al., 2017). Z klinického hlediska;
Pfiznaky jako nosni obstrukce, vytok z nosu, bolest v krku, kasel a podrazdéni krku patfi k infekcim
hornich cest dychacich, zatimco pfiznaky jako bronchitida a zapal plic jsou soucasti infekci dolnich cest
(Nelson et al., 2022).

Detekce patogend ve vzorcich dychacich cest pomoci Real-Time PCR umoZfiuje v&asnou a

presnou diagnostiku RTI (Sundell et al., 2019).
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RTI Ize &ifit ¢&tyfmi  hlavnimi  zplsoby prenosu: piimym kontaktem, nepfmym
kontaktem/fomitem, kapkami a aerosolem (Leung, 2021). Respiraéni infekce zahrnuji rdznorodou
skupinu patogend a zejména virové respiracni infekce jsou nakaZzlivéjsi (Harvard Health Publishing,
bez specifikace). Virové priCiny respiracnich infekci zahrnuji parainfluenzu 1, parainfluenzu 2,
parainfluenzu 3, parainfluenzu 4, enterovirus, lidsky metapneumovirus A/B, chfipku A, RSV A/B,
BOCAVIRUS, RHINOVIRUS, KORONAVIRUS 229E, koronavirus OC43, koronavirus NL63, koronavirus
HKU1, pandemicky H1N1, parechovirus, adenovirus. Bakterialni pFiciny respiracnich infekci zahrnuji
Haemophilus influenza typu B, Mycoplasma pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Bordetella
pertussis, Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus, Chlamydia
pneumoniae, Legionella longbeachae, Salmonella enterica. Houbovymi plvodci respiracnich infekci
zahrnuji oportunistické houbové patogeny, jako je Pneumocystis jirovecii (Thapa et al., 2017; Nelson
et al., 2022; Sundell et al., 2019).

8. METODA

Bosforova sada SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit vl je zalozena na metodé Real-
Time PCR. Polymerazova retézova reakce je technika pouzivanad k amplifikaci oblasti DNA. Reakce
probihd opakovanymi cykly zahfivani a ochlazovani. Hlavnimi slozkami PCR jsou primery, dNTP, Taq
DNA polymeraza (s vlastnosti hot-start), pufrovaci roztoky a Sablony. Stru¢né receno, primery jsou
mala synteticka DNA, ktera ziha do specifickych oblasti Sablony a zahaji syntézu, dNTP jsou stavebnimi
kameny amplifikovanych produktd a Tag DNA polymeraza amplifikuje DNA $ablonu. Nakonec pufrové
roztoky zajistuji potfebnou Upravu pH pro reakci a $ablona, jak je uvedeno, je cilovou oblasti pro
syntézu. Kromé téchto slozek je v RT-PCR do reakce pfidana reverzni transkriptdza a ziskava se

syntéza cDNA z RNA Sablony.

V technice Real-Time PCR, na rozdil od konvencni PCR, Ize béhem reakce sledovat PCR produkty.
Real-Time PCR tedy eliminuje potfebu dalSich analytickych metod, jako je gelova elektroforéza, ¢imz
se minimalizuje riziko kontaminace. Dvojité znacené sondy pouzité v reakci, kromé konvencnich PCR

¢inidel, umoznuji detekci amplifikovaného cile s vyssi citlivosti.

Test vyuzivd 5' exonukledzovou aktivitu Tag DNA polymerazy k Stépeni dvojité znacené
fluorescencni hydrolytické sondy béhem extenzni faze PCR. Sonda je na 5' konci oznacena
fluorescenéni 'reportérovou' molekulou a na 3' konci dal&i fluorescenéni molekulou, kterad plsobi jako
'pohasinac' pro 'reportéra'. Kdyz jsou oba fluorofory pobliz a reportér je vzruSen svétlem, nelze
detekovat zadnou reportérskou fluorescenci. Béhem faze prodluzovani PCR se Tag DNA polymeraza
setka a rozstépi sondu navazanou na Sablonu. Jakmile je reportér osvobozen od potlacujiciho Ucinku
kalidla, 1ze detekovat fluorescen¢ni signal. Fluorescence generovana reportérem roste, jak se PCR

produkt akumuluje; bod, ve kterém signal
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stoupa nad Uroven pozadi a stava se rozpoznatelnym, coz se nazyva prahovy cyklus (CT). Existuje

linedrni vztah mezi logaritmem pocatecniho mnozstvi DNA/RNA a jejim prahovym cyklem.

Bospore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit vl vyuzivd multiplex qPCR a systém
zahrnuje interni kontrolu pro kontrolu extrakéniho postupu, inhibice PCR a aplikacnich otazek. Reakce
probiha ve trech PCR zkumavkach obsahujicich PCR Master Mix 1, PCR Master Mix 2 a PCR Master Mix
3.

V PCR Master Mix 1 je amplifikace genomu SARS-CoV-2 screenovana pomoci filtru FAM,
amplifikace genomu RSV A/B pomoci filtru HEX a amplifikace genomu Influenzy A/B pomoci filtru Cy5.

V PCR Master Mix 2 je amplifikace genomu enteroviru screenovana pomoci FAM filtru, amplifikace

lidského metapneumoviru A/B pomoci HEX filtru a amplifikace genomu adenoviru pomoci filtru Cy5.

V PCR Master Mix 3 je amplifikace genomu 1/2/3/4 u lidskych parainfluenzovych virQ
screenovana pomoci filtru FAM, amplifikace genomu rhinoviru pomoci filtru HEX, amplifikace genomu

L. pneumophila pomoci filtru Texas RED a amplifikace genomu M. pneumoniae pomoci filtru Cy5.

Fluorescencni signal produkovany internim zesilenim je detekovan pomoci filtru Texas RED jak
v PCR Master Mix 1, tak v PCR Master Mix 2.

9. POSTUP
9.1. Extrakce DNA/RNA

Doporucujeme systém pro extrakci Unio B24, nebo systém pro extrakci Unio B48, nebo systém
pro extrakci a PCR instalaci Unio A24S a sadu na extrakci virové DNA/RNA 600 pl, systém pro extrakci
a PCR setup systém Unio 96 a univerzalni sadu na extrakci nukleovych kyselin Unio 96, systém
extrakce Unio M32 a sadu na extrakci virové DNA/RNA Unio M32, Magrev 24 Manualni magneticky
kulickovy extrakcni stojan pro nukleové kyseliny a Magrev Versatile sada pro extrakci nukleovych
kyselin nebo Magrev virova DNA/RNA extrak¢ni sada, spin sada pro extrakci bosforového viru DNA,
spinova sada pro extrakci bosforové virové RNA, spinova sada pro extrakci virové DNA/RNA z bosforu
nebo univerzalni sada pro extrakci nukleovych kyselin bosforu nebo Magnesia 16 pfistroj pro extrakci
nukleovych kyselin a sada pro extrakci virové DNA/RNA z Magnesie EP (Anatolia Geneworks) nebo
jiné vysoce kvalitni sady pro extrakci nukleovych kyselin a systémy se pouzivaji s Bosphore SARS-
CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1. Extrakce DNA/RNA by méla byt provedena podle pokyn(

vyrobce.
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9.2, Kontrola negativni extrakce (kontrola lidskych vzorki)

Doporucujeme, aby extrakéni kontrola (neposkytnutd) obsahujici kontrolu lidského vzorku
(HSC), ktera byla dfive charakterizovana jako negativni na SARS-CoV-2, RSV A/B, influenza A/B,
enterovirus, lidsky metapneumovirus A/B, adenovirus, lidské parainfluenzové viry 1/2/3/4, rhinovirus,
L. pneumophila a M. pneumoniae Mély by byt extrahovany a testovany u kazdé sady vzork{ pacientd.
Slouzi jako negativni kontrola extrakce pro monitorovani pripadné kontaminace béhem procesu
extrakce a jako kontrola pro ovéreni extrakcnich cCinidel a Uspésné extrakce DNA/RNA, pricemz

amplifikace se ocekava pouze u Texas RED filtru (RNaza P) PCR Master Mix 1 a PCR Master Mix 2.
9.3. Soucasti soupravy
9.3.1. Negativni kontrola

Negativni kontrola je nezbytnou soucasti panelové sady Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory
Pathogens Panel Kit v1 pro Real-Time PCR. Sklada se z destilované vody (dH»0) a slouzi jako referencni
vzorek pro zajisténi pfesnych vysledkd detekci jakékoli kontaminace nebo chyb, které by mohly vést
k fale§né pozitivnim vysledklim. Zahrnuti negativni kontroly a jeji peélivé sledovani vdm umozni s

jistotou interpretovat sva data.
9.3.2. PCR Master Mix 1

PCR Master Mix 1 obsahuje vysoce specifickou a pfesnou Tag DNA polymerazu (s vlastnosti hot-
start), PCR pufry a smés dNTP. PCR Master Mix 1 také obsahuje predni a zpétné primery a dvojznacné
sondy specifické pro SARS-CoV-2, RSV A/B, INFLUENZA A/B a vnitfni kontrolu.

9.3.3. PCR Master Mix 2

PCR Master Mix 2 obsahuje vysoce specifickou a pfesnou Tag DNA polymerazu (s vlastnosti hot-
start), PCR pufry a smés dNTP. PCR Master Mix 2 také obsahuje pfedni a zpétné primery a dvojznacné

sondy specifické pro enterovirus, lidsky metapneumovirus A/B, adenovir a vnitfni kontrolu.
9.3.4. PCR Master Mix 3

PCR Master Mix 3 obsahuje vysoce specifickou a pfesnou Tag DNA polymerazu (s vlastnosti hot-
start), PCR pufry a smés dNTP. PCR Master Mix 3 také obsahuje predni a zpétné primery a dvojité
znacené sondy specifické pro lidské parainfluenzové viry 1/2/3/4, Rhinovirus, L. pneumophila a M.

pneumoniae.
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9.3.5. RT Mix

RT Mix obsahuje vysoce kvalitni a vykonnou smés reverzni transkriptazy a RNazového
inhibitoru.

9.3.6. VnitFni kontrola

Interni kontrola (IC), oznacovana jako interni kontrola vzorku, je zalozena na detekci lidské
endogenni sekvence nukleovych kyselin (RNaza P) pfitomné v lidskych klinickych vzorcich pomoci
zapalek a sondy obsazené v sadé&. Slouzi jako kontrola odbéru vzorkd, extrakce DNA/RNA, inhibice

PCR a chyb aplikace.

Absence interni kontroly zalozené na detekci lidské endogenni sekvence nukleovych kyselin
(RNaza P) nalezené v amplifikaci lidského genomu pro PCR Master Mix 1 a PCR Master Mix 2 ve
texaskych RED filtrech v negativnich vzorcich miZe naznalovat problém s extrakci, inhibici PCR,
odbé&rem vzork( nebo chybami aplikace. V takovém piipadé by se méla zopakovat extrakce, odbé&r

vzork( a PCR. Zesilen{ vnitini kontroly by mélo byt hodnoceno podle tabulky v oddilu 10.

Poznamkal! Je tfeba poznamenat, Ze zvy$eni vnitfni kontroly se olekava u texaskych filtrG RED
PCR Master Mix 1 a PCR Master Mix 2. Neocekava se zvysSeni interni kontroly u externé pfidanych

negativnich kontrol v Real-Time.
9.3.7. Pozitivni kontrola

Sada obsahuje 3 pozitivni kontroly obsahujici syntetickou DNA. Musi byt zahrnut do PCR reakce

pro testovani ucinnosti reakce.
Pozitivni kontrola 1: syntetické DNA SARS-CoV-2, RSV A/B, INFLUENZA A/B a RNaza P*

Pozitivni kontrola 2: synteticky enterovirus, lidsky metapneumovirus A/B, adenovir a DNA RNazy
P*

Pozitivni kontrola 3: Syntetické lidské parainfluenzové viry 1/2/3/4, Rhinovirus, M. pneumoniae

a L. pneumophila DNA

*Sada obsahuje endogenni vnitini kontrolu. Kontrolovdna pomoci specifickych primer a sond na RNazu P pfitomnou v
PCR Master Mix, RNaza P byla také nalezena v pozitivni kontrole. Ocekava se zvyseni RNazy P v ramci pozitivni kontroly, v

souladu s prahem kritérii prijeti (<28).

Prahova hodnota CT pozitivni kontroly je uvedena v tabulce kritérii prijeti (oddil 10). Prahova
hodnota Crpozitivni kontroly vétsi nez horni hranice rozsahu v tabulce mze naznacovat ztratu vytézku

v reakci.
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9.4. Pfiprava PCR

Pozitivni a negativni kontroly by mély byt pfidany k PCR reakci spolu se vzorky. Ujistéte se, ze
vSechny slozky sady jsou pred pouzitim rozpusténé, a pro pfipravu smési PCR reakce se podivejte na
tabulku nize. Uvedené objemy jsou uréeny pouze pro jednu reakci, vynasobte tyto objemy poctem
vzorkl, abyste ziskali objemy poZadované pro hlavni smés. Pti ptipravé smési pro vice nez 5 vzorkd

by mélo byt k celkovému poétu vzork( ptidano 10 %.
Komponenty Objem

PCR Master Mix 1/2/3 25,6 pL

RT Mix 0,4 pL
Vzore.k I,DNA/B.NA, 14 L
(Negativni / Pozitivni kontrola)

Celkovy objem 40 yL

Pipeté aplikujte 26 pL PCR Master Mixes a smés RT Mix do PCR zkumavky nebo stripy
a pridejte 14 yL Sablony (vzorek/pozitivni nebo negativni kontrola). Zavrete vicko zkumavky. Ujistéte

se, ze smés v kazdé zkumavce je na dné zkumavky. Pokud je to nutné, centrifugujte.
9.5. Programovani pristroje Real-Time PCR

Termalni protokol pro SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit vl zahrnuje reverzni
transkripci, pocatec¢ni denaturaci pro aktivaci Tag DNA polymerazy (s vlastnosti hot-start),
dvoukrokovy amplifikacni cyklus a terminalni zadrzeni. Data Real-Time jsou sbirana ve druhém kroku

amplifikacniho cyklu. Nize je uveden tepelny protokol, ktery se ma pouzit pro reakci.

Kroky Teplota Cas
Reverzni transkripce 50 °C 17:00 min
Pocatecni denaturace 95 °C 06:00 min
Denaturace 97 °C 00:30 min 40 cykld
A?sleéar”gags* 62 °C 00:40 min
Drzeni 32 °C 02:00 min

**Dobu annealingu lze zkratit na 00:30 min (pfi 62 °C) se stejnou ucinnosti, pokud je to potfeba.
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Pfed zahajenim prace s Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit vl je nutné

dokoncit a zkontrolovat nasledujici kroky:

e Vyberte vsechny filtry, které budete pouzivat (FAM, HEX, Texas RED a Cy5),
o Identifikovat neznamé vzorky, pozitivni i negativni kontroly,
e Vyberte spravny tepelny protokol,

e Zaclnéte experiment.
10. ANALYZA

Na konci termalniho protokolu software Real-Time PCR Instrument automaticky vypocita
zakladni cykly a prah. Analyzu vysledkl by méli provadét vyskoleni pracovnici, ktefi absolvovali
potfebné $koleni pro analyzu dat Real-Time PCR. Doporuéujeme, aby vysledky testl vyhodnocoval

odborny |ékaf, pfi¢emz se zohledni klinické nalezy pacienta a vysledky dalgich testd.

Veskera analyza probiha automaticky pfi rutinnim pouzivani. Pokud vsak vyskoleni pracovnici,
ktefi absolvovali poZzadované sSkoleni od vyrobce, povazuji za nezbytné, pokud systém umoznuje co
nejvice snizit prah k detekci nizkych zesileni, je tfeba vénovat pozornost tomu, aby prahova cara

zUstala nad pozadim.

Negativni kontrola je nezbytnd pro pfesnou analyzu vysledkd. Zkontrolujte prosim negativni
kontrolu a ujistéte se, ze neukazuje zadné zesileni. Pokud ma negativni kontrola signal, prosim,
vysledky neuvadéjte. Experiment opakujte po prijeti potfebnych opatfeni proti kontaminaci. Pokud se

stejny vysledek objevi znovu, kontaktujte prosim vyrobce.

Interni kontrola a pozitivni kontrola Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1
jsou nezbytné pro presnou analyzu vysledkl. Kritéria pro pfijeti prahu cyklu pro vnitini kontrolu a

kladné kontroly jsou uvedena nize:

Komponenta / Parametr Prahova hodnota (CT)
Pozitivni kontrola 1/2/3 <28
Vnitfni kontrola <35

Ve kvalitativnich testovacich vysledcich; vzorky, které prekracuji prah ve filtrech FAM, HEX a
Cy5 pro PCR Master Mix 1 a PCR Master Mix 2, FAM, HEX, Texas RED a Cy5 filtry pro PCR Master Mix
3; je hodnocena jako "pozitivni", vzorky, které nepiekrodi prah, jsou oznaceny jako "Zadné CT" nebo

"Negativni". Tyto vzorky jsou povazovany za obsahujici negativni nebo bakterialni/virovou zatéz pod
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detekcni limit testu. U PCR Master Mix 1 a PCR Master Mix 2 by méla byt také zkontrolovana interni
kontrolni data v texaskych RED filtrech t&chto "nezjist&nych" vzorkl, aby se ptedeslo fale§né

negativnim vysledkim.

Zpozdé&né zesileni vnitini kontroly miZe naznacovat problém pii odbéru vzork(, extrakci
nukleovych kyselin / inhibici PCR nebo selhani aplikace. V takovém pfipadé by se extrakce méla
opakovat. Vezméte prosim v Uvahu, Ze u vzorkl s vysokou koncentraci bakterii/vird Ize vniténi kontrolu

potlacit, tedy zpozdénou nebo nebude detekovana zadna zména signalu vnitini kontroly.

Upozorfiujeme, Ze tento produkt poskytuje pouze testovani patogenl uvedenych nize. Pfi
poskytovani vysledk( pacientdm je tfeba zohlednit experimentalni vysledky ze sondy, rovnéz s
ohledem na klinické nalezy pacienta a pokyny pfisludnych zdravotnickych orgdnd. Tabulka niZe

ukazuje mozné vysledky a jejich interpretaci:

ey Interni Chfipka
SAT? A(;:)V 2 R(SIY E‘)\(/)B kontrola A/B Vysledek
(Texas RED) (Cy5)

+ - +/- - Vzorek je pozitivni na SARS-CoV-2

- + +/- - Vzorek je RSV A/B pozitivni
- - - +/- + Vzorek je pozitivni na chiipku A/B
X
= . I
' - - + - Vzorek je negativni
[}
whd
7}
g + + +/- _ Vzorek je pozitivR}'Bna SARS-CoV-2 a RSV
(44
O
o i N +/- + Vzorek je pozitivrx’/réa RSV A/B a chfipku

) : Vzorek je pozitivhi na SARS-CoV-2 a
+ + + chfipku A/B
_ Vzorek je pozitivni na SARS-CoV-2, RSV
* * + + A/B a chipku A/B
- - - - Test by se mél opakovat!
. Lidsky o
Enterovirus Interni .

N KKk n;‘e’itfuznl.e\;l? kontrola Ad?EO\sn)rus Vysledek
X (FAM) (Texas RED) Y
S (HEX)
clh) + - +/- - Vzorek je pozitivni na enterovirus
&
s . 4 +/- _ Vzorek je pozitivni na lidsky
o metapneumovirus A/B
o
o - - +/- + Vzorek je pozitivni na adenovirus
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Vzorek je negativni

+/-

Vzorek je pozitivni na enterovirus a lidsky
metapneumovirus A/B

+/-

Vzorek je pozitivni na lidsky
metapneumovirus A/B a
adenovirus

Vzorek je pozitivni na enterovirus a
adenovirus

Vzorek je pozitivni na enterovirus,
lidsky metapneumovirus A/B a
adenovirus

Test by se mél opakovat!

PCR Master Mix 3

Virus lidské
parainfluenzy
1/2/3/4
(FAM)

Rhinovirus
X kK

(HEX)

L.
pneumophila
(Texas RED)

M.
pneumoniae
(Cy5)

Vysledek

+

Vzorek je pozitivni na lidsky parainfluenzni
virus 1/2/3/4

Vzorek je pozitivni na nosorozec

Vzorek je L . pneumophila pozitivni

Vzorek je pozitivni na M. pneumoniae

Vzorek je lidsky parainfluenzni virus
1/2/3/4 a nosovirus pozitivni

Vzorek je lidsky parainfluenzovy virus
1/2/3/4 a L. pneumophila pozitivni

Vzorek je virus lidské parainfluenzy 1/2/3/4
a M. pneumoniae pozitivni

Vzorek je lidsky parainfluenzovy virus 1/2/3/4,
Rhinovirus a L. pneumophila pozitivni

Vzorek je pozitivni na lidsky parainfluenzovy
virus 1/2/3/4, rhinovirus a M. pneumoniae

Vzorek zahrnuje lidské parainfluenzové viry
1/2/3/4, L. pneumophila a
M. pneumoniae pozitivni

Vzorek je Rhinovirus a
L. pneumophila pozitivni

Vzorek je Rhinovirus a
M. pneumoniae pozitivni

Vzorek je rhinovirus, L. pneumophila
a M. pneumoniae pozitivni

Vzorek je L. pneumophila a
M. pneumoniae pozitivni

Vzorek zahrnuje lidské parainfluenzové viry
1/2/3/4, Rhinovirus, L. pneumophila a
M. pneumoniae pozitivni

Vzorek je negativni
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Typy Rhinoviru a Enteroviru jsou si velmi podobné, protoze Rhinovirus je ¢lenem podéeledi Enterovirl. Vzorky pozitivni
na enterovirus mohou v testu na nosovirus poskytnout signaly. Vzorky pozitivni v obou testech by mély byt povazovany pouze
za pozitivni na enterovirus. Nicméné vzorky pozitivni na rhinovirus (<25 CT), amplifikace enteroviru pfi CT 235, mohou nastat

a nemély by byt interpretovany jako pozitivni vysledky enteroviru.

Light Cycler 480 Instrument II - Roche: Pro Roche Light Cycler 480 prosim pouzijte bilou
desticku. Moznost 'Abs Quant/Fit Points' by méla byt zvolena jako typ analyzy pro vhodny vybér

prahové Urovné. Analyza by méla byt provedena pomoci moznosti 'Cyklicky rozsah'.

CFX96 Real-Time PCR Detection System - Bio-Rad: Doporucuje se pouzit bilou desticku pro

analyzu.

Q gPCR Cycler - Quantabio: Doporucuje se pouzivat moznosti zesileni jako zelena (FAM): 10,
Zluta (HEX): 10, oranzova (Texas RED): 10 a ¢ervena (Cy5): 10. Béhem nastaveni PCR by méla byt

zvolena moznost 'Standard TAQ'.

Rotor-Gene Q — QIAGEN: Doporucuje se pouzivat moznosti 'Gain' jako zelena (FAM): 10, zluta
(HEX): 10, oranzova (Texas RED): 10 a cervena (Cy5): 10.

Quant Studio 5 - ThermoFisher: Doporuduje se pouZivat 'pasivni odkazovani' jako 'Zadné'

pro analyzu.

Ve vzéacnych pfipadech inhibice PCR zplsobené léky nebo jinymi inhibitory PCR ve vzorku
doporuc¢ujeme test inhibovanych vzorkd zmrazit a rozmrazit vzorky DNA/RNA a pouzit je v PCR po

jejich naredéni v poméru 1:2 s dH:0.
11. SPECIFIKACE
11.1. Citlivost

Analyticka citlivost mZe byt vyjadifena jako limit detekce: tj. nejmensi mnozstvi cilového
markeru, které |ze presné detekovat. Detekéni limit jednotlivych analytickych postupl je nejnizsi
mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku, které Ize detekovat, ale nemusi byt nutné kvantifikovano jako
presna hodnota. Analyticka citlivost nebo detekcni limit pro NAT testy je vyjadiena hodnotou kladného

odrezu 95 %.

Analytické detekéni limity pro panel Panel Kit v1 pro bosforové SARS-CoV-2/respiracni patogeny
byly stanoveny pomoci predkvantifikovanych tedéni vzork( referenénimi materidly a znovu
analyzovany metodou probit. Stejné Grovné citlivosti byly dosazeny pfi zihani trvajicim 30 sekund v

termalnim protokolu (viz sekce 9.7).

Pro urceni hladin LOD na zakladé vzorku byla provedena extrakce virové DNA/RNA pomoci
Magrev Viral DNA/RNA Extraction Kit s pocatec¢ni objemovou kapacitou 500 pL a elucii 60 uL volbou.
B&hy byly provddény v Montania 4896 Real-Time PCR pfistroji. Rizné vzorky na Grovnich LOD byly

Kéd: MB431vef
Datum: 05. prosince 2025 14 /18



ziskany ziredénim vysoce pozitivnich pFirodnich vzorkl nebo jejich pfidanim do rlznych matric vzorkd.

Urovné LOD podle typu vzorku jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Citlivost
(predkvantifikova Citlivost Citlivost Citlivost
Parametr na referenéni Sii (nasofaryngealni (orofaryngealni
DNA/RNA (Sliny) stéry) stéry)
materialy)

SARS-CoV-2 0,6 kopii/uL 1,2 kopii/pL 0,84 kopii/uL 0,6 kopii/uL
RSV A 3 kopie/uL 6 kopii/pL 4,2 kopie/pL 3 kopie/uL
RSV B 7 kopii/pL 14 kopii/pL 9,8 kopii/uL 7 kopii/uL

Influenza A 3 kopie/uL 6 kopii/pL 4,2 kopie/pL 3 kopie/uL

Influenza B 4 kopie/uL 8 kopii/pL 5,6 kopii/pL 4 kopie/uL

Enterovirus 2 kopie/uL 4,4 kopie/uL 2,8 kopii/uL 2 kopie/uL
Lidsky

metapneumovirus 6 kopii/pL 13,2 kopii/uL 8,4 kopii/uL 6 kopii/pL
A/B

Adenovirus 3,5 kopie/pL 7,7 kopii/uL 4,9 kopii/uL 3,5 kopie/uL

Virus lidské

parachfipky 1 10 kopii/pL 22 kopii/uL 14 kopii/pL 10 kopii/pL
Lidsky

parainfluenzo 1 kopie/pL 2,2 kopie/pL 1,4 kopie/pL 1 kopie/pL

vy virus 2
Virus lidské
parainfluenzy 5 kopii/pL 11 kopii/pL 7 kopii/pL 5 kopii/uL
3
Virus lidské
parainfluenzy 25 kopii/puL 55 kopii/pL 35 kopii/pL 25 kopii/pL
4
Rhinovirus 13 kopii/uL 28,6 kopii/pL 18,2 kopii/uL 13 kopii/pL

M. pneumoniae

0,15 kopii/pL

0,33 kopii/uL

0,21 kopii/pL

0,15 kopii/pL

L. pneumophila 2 kopie/uL 4,4 kopie/uL 2,8 kopii/uL 2 kopie/uL
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11.2,

KFizova reaktivita

Aby se eliminovala mozna kfizova reaktivita, byly pouzity jak dlkazy z ndvrhu testu, tak

. r ’ . . o v v v . .s r s ’
experimentalni studie. Sekvence primeru a sond byly ovéreny na moznou homologii k jinym znamym

sekvencim patogent pomoci analyzy porovnani sekvenci pomoci zarovnani databaze. Aby se

eliminovalo riziko kfizové reaktivity; Bocavirus, Parechovirus, Coronavirus 229E, Coronavirus OC43,

Coronavirus NL63, Haemophilus influenza, Bordetella pertussis, Staphylococcus aureus, Streptococcus

pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Klebsiella pneumoniae a Pneumocystis jiroveci VVzorky s znamou

vysokou pozitivitou byly testovany a byly negativni. Experimentdlni vysledky ukazaly, ze sada

konkrétné a pouze Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit vl detekuje patogeny,

které hodla detekovat, ale ne ostatni.

12,

10.
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13. SYMBOLY

é Pozor, konzultujte prilozené

g Datum expirace dokumenty.

Cislo $arze M Vyrobce
Katalogové cislo In vitro diagnostické zarizeni

14. INFORMACE K OBJEDNANI

Katalogové ABSCR3 (100 rxn/box)
dislo: ABSCR2 (50 rxn/box)

ABSCR1 (25 rxn/box)
15. KONTAKTNI INFORMACE

Anatolia Tani ve Biyoteknoloji Uriinleri
Arastirma Gelistirme Sanayi ve Ticaret A.S

Adresa: Hasanpasa Mah. Beydadi Sok. C.:1-9H 34920
Sultanbeyli/ISTANBUL-TUrkiye
Aydinli Sb Mah. Matras Cad. ¢.:18/202 34956
Tuzla/Istanbul-Tlrkiye

Telefon: +90 216 330 04 55 Fax: +90 216 330 00 42
E-mail: info@anatoliageneworks.com
www.anatoliageneworks.com

Anatolia Geneworks®, Bosphore®, Magnesia®, Magrev®, Montania®, Quantiphore® a

Unio® jsou registrované ochranné znamky Anatolia Tani ve Biyoteknoloji A.S.
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