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1. POPIS PRODUKTU A POUŽITÍ  

 

Bosphore Atypical CAP Panel Kit je in vitro diagnostická souprava pro polymerázovou řetězovou 

reakci v reálném čase určená pro kvalitativní detekci Chlamydophila pneumoniae také známé jako 

Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae), Legionella pneumophila/longbeachae (L. 

pneumophila/longbeachae) a Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae)) bakteriální DNA 

extrahovaná z respiračních výtěrů, sputa a bronchoalveolární laváže (BAL) od jedinců, u nichž je 

podezření, že jsou těmito bakteriemi infikovány zdravotnickými orgány. 

Tato souprava v multiplexním formátu má za cíl diagnostikovat onemocnění kvalitativní detekcí 

přítomnosti  bakteriální DNA C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a M. pneumoniae. Zařízení 

je vhodné pro použití u běžné populace, včetně dospělých, starších osob, těhotných osob, dětí a 

novorozenců s podezřením na  infekce C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a M. pneumoniae. 

Pozitivní výsledky ukazují na přítomnost  bakteriální DNA C. pneumoniae, L. pneumophila / 

longbeachae a M. pneumoniae. V případě pozitivního výsledku není vyloučeno riziko infekce jinými 

bakteriemi nebo viry. Negativní výsledky neodvrátí C. pneumoniae, L. pneumophila / longbeachae a 

M. pneumoniae a neměla by být používána jako konečný základ pro rozhodnutí o léčbě pacienta. 

Pozitivní a negativní výsledky musí být kombinovány s klinickými pozorováními, anamnézou pacienta 

a epidemiologickými informacemi. 

Sada atypického panelu CAP Bosphore je určena pro použití kvalifikovaným a vyškoleným 

klinickým laboratorním personálem, který absolvoval požadované školení v oblasti analýzy dat Real-

time PCR a provádění diagnostických postupů in vitro. 

Tato souprava detekuje tyto patogeny, jmenovitě C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a 

M. pneumoniae, v jedné zkumavce s použitím jedné zkumavky. Konzervované oblasti genu MOMP pro 

C. pneumoniae, genu MIP pro L. pneumophila/longbeachae a adhesinu (gen P1) pro M. pneumoniae 

se používají jako cílová místa pro specifickou diskriminaci patogenů. Fluorescenční detekce se 

dosahuje pomocí filtrů FAM, HEX, Texas RED a Cy5. 

Součástí sady je interní kontrola pro kontrolu extrakce DNA, inhibice PCR a chyb v aplikaci. 

Vnitřní ovládací prvek je syntetická molekula DNA. Zařízení je určeno k tomu, aby bylo kompatibilní a 

pro použití s následujícími systémy Real-Time PCR a systémy pro extrakci DNA. 

• Přístroj Montania 4896 Real-Time PCR – Anatolia Geneworks, CFX96 Real-Time PCR Detection 

System – Bio-Rad, QuantStudio 5 Real-Time PCR System – ThermoFisher, LightCycler 480 Instrument 

II – Roche, Q qPCR Cycler – Quantabio, Rotor-Gene Q – QIAGEN 
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• Unio Bakteriální DNA extrakční sada - Unio B24/B48 Extrakční systémy (Anatolia Geneworks), 

Unio 96 Univerzální sada pro extrakci nukleových kyselin - Unio 96 Extrakce & PCR nastavovací systém 

(Anatolia Geneworks) 

 

FAM 

(Gen) 

HEX 

(Gen) 

Texas RED 

(Gen) 

Cy5 

(Gen) 

Chlamydia 

pneumoniae 

(MOMP) 

    Interní      

    kontrola 

Legionella 

pneumophila/longbeachae 

(MIP) 

Mycoplasma 

pneumoniae 

(adhesin (gen P1)) 

Tabulka 1: Kanály, kterými jsou patogeny kontrolovány, a související geny. 

2. OBSAH 

 

Bosphore Atypical CAP Panel Kit se skládá z následujících dH2O, Real-Time PCR Master Mix, 

pozitivní kontroly a interní kontroly. 

Komponenta Činidlo 100 reakcí 50 reakcí 25 reakcí 

1 dH2O (1 000 μl) (1 000 μl) (1 000 μl) 

2 Master Mix PCR (825 μl x 2) (825 μl) (413 μl) 

3 Interní kontrola (600 μL) (600 μl) (600 μl) 

4 Pozitivní kontrola (200 μl x 2) (200 μl) (200 μl) 

Tabulka 2: Obsah sady atypického panelu CAP Bosphore. 
 

 

Před prvním použitím pečlivě zkontrolujte produkt a jeho součásti, abyste se ujistili, že 

jsou kompletní z hlediska množství, typu a obsahu. Nepoužívejte vadný nebo neúplný 

produkt, protože by to mohlo ohrozit výkon soupravy. 

3. SKLADOVÁNÍ 

 

PCR reagencie pro Bosphore Atypical CAP Panel Kit by měly být skladovány při -20 °C. 

Je třeba se vyvarovat opakovaného rozmrazování a zmrazování (>3x), protože to může snížit citlivost. 

Pokud mají být složky použity v malých množstvích, měly by být zmrazeny v poměrných množstvích. 

Při přípravě PCR by složky neměly být vystaveny pokojové teplotě a složky hlavního mixu PCR 

by neměly být vystaveny světlu nebo vzduchu více, než je nutné. Lahvičky musí být uzavřeny s 

výjimkou pipetování. Doporučujeme připravit PCR na chladícím bloku a PCR master mix uchovávat v 

uzavřené nádobě. 

Pokud jsou komponenty skladovány podle doporučených podmínek, zůstanou stabilní až do data 

expirace uvedeného na etiketách. 



Kód: MB279v9f  

Datum: 14. dubna 2025 6 / 62 

 

 

4. POTŘEBNÉ MATERIÁLY A ZAŘÍZENÍ  

 

• Přístroj Montania 4896 Real-Time PCR – Anatolia Geneworks, CFX96 Real-Time PCR Detection 

System – Bio-Rad, QuantStudio 5 Real-Time PCR System – ThermoFisher, LightCycler 480 

Instrument II – Roche, Q qPCR Cycler – Quantabio, Rotor-Gene Q – QIAGEN 

• 0,1 ml nebo 0,2 ml tenkostěnné PCR zkumavky, PCR destičky nebo stripy 

• Unio Bakteriální DNA extrakční sada - Unio B24 extrakční systém nebo Unio B48 extrakční 

systém (Anatolia Geneworks), Unio 96 Nukleová kyselina extrakce Univerzální sada - Unio 

96 Extrakce & PCR nastavení systému (Anatolia Geneworks) 

• Mraznička (-20 °C) 

• Stolní centrifuga s rotorem pro mikrocentrifugační zkumavky o objemu 1,5 ml nebo 2 ml 

• Kalibrované nastavitelné mikropipety 

• Bezpyrogenní mikropipetovací špičky s filtry DNase, RNase, pyrogenní 

• Mikrocentrifugační zkumavky DNáza, RNáza, bez pyrogenů o objemu 1,5 ml nebo 2 ml 

• Jednorázové laboratorní rukavice, pláště a čepice 

 

5. DŮLEŽITÉ POZNÁMKY A BEZPEČNOSTNÍ POKYNY  

 

Datum dodání a vypršení platnosti: 

 

• Výrobek by měl být dodáván na suchém ledu. Po příjezdu si ověřte jeho přítomnost. 

• Po příjezdu zkontrolujte data expirace na krabici a štítcích tuby. Nepoužívejte produkty 

nebo komponenty, jejichž platnost vypršela. 

Manipulace a prevence kontaminace: 

 

• Se součástmi produktu a vzorky zacházejte správně, abyste zabránili kontaminaci a udrželi 

optimální výkon. 

• Provádějte extrakci nukleových kyselin, nastavení PCR a analýzu PCR v různých oddílech. 

Vzorky skladujte odděleně, aby nedošlo ke kontaktu se součástmi soupravy. 

• Vyvarujte se výměny lahviček nebo uzávěrů lahví. 

• Skladujte vzorky a kontaminované materiály odděleně od součástí soupravy. 

• Po amplifikaci neotvírejte PCR destičky a/nebo zkumavky. 

• Pro nastavení PCR a extrakci nukleových kyselin použijte samostatné/přiřazené sady 

mikropipet. 
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• Noste laboratorní pláště, čepice, masky a čisté páry rukavic specifické/určené pro operace 

nastavení PCR, extrakce nukleových kyselin a analýzy PCR. 

 

Použití komponenty: 

 

• Nekombinujte komponenty z různých šarží sad, protože by to mohlo ohrozit výkon 

produktu. 

• Používejte pouze specifikované typy vzorků dodané s touto sadou. Použití jiných typů 

vzorků může ohrozit výkon produktu. 

• Zajistěte správnou centrifugaci složek produktu po rozmrazení, aby nedošlo ke kontaminaci 

zbytky reagencií ve víčkách, která by mohla ohrozit výkon produktu. 

Nastavení a analýza PCR: 

 

• Přítomnost inhibitorů PCR může vést k falešně negativním nebo neplatným výsledkům. 

• Postupujte podle zadaných svazků pro nastavení komponent uvedených v návodu k použití. 

Použití různých svazků ovlivňuje výkon produktu. 

 

 

 

Buďte opatrní, abyste se vyhnuli záměně vzorků nebo ID vzorků během nastavování PCR 

nebo přenosu do přístroje PCR, protože nesprávné přiřazení samples může vést k falešně 

pozitivním nebo falešně negativním výsledkům. 

• Dodržujte stanovené podmínky cyklování uvedené v návodu k použití. Použití jiných 

podmínek jízdy na kole může ohrozit výkon produktu. 

• Používejte pouze nastavení ovládacích prvků specifikovaná v návodu k použití pro analýzu 

dat. Použití různých nastavení ovládacích prvků může vést k nesprávným výsledkům. 

Vybavení a rozmrazování: 

 

• Používejte kalibrované nebo ověřené mikropipety, bezpázové a bezpyrogenní 

mikropipetovací špičky s filtry a mikrocentrifugačními zkumavkami bez RNáz, RNáz a 

pyrogenů. 

• Před zahájením zkušebního postupu důkladně rozmrazte všechny součásti. Po rozmrazení 

krátce odstřeďte (odstřeďujte 3-5 sekund) a před použitím dobře promíchejte, abyste 

zajistili homogenitu. 

• Komponenty soupravy nechte na ledu nebo chladicím bloku, dokud není reakce připravena, 

a rychle je vraťte na -20 °C. 

Bezpečnostní opatření a likvidace odpadu: 

 

• Prohlédněte si informace o patogenech, abyste si byli vědomi zdravotních rizik. 

• Přezkoumejte postupy čištění/dezinfekce vhodné pro příslušné patogeny. 
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S biologickými vzorky zacházejte s maximální opatrností v mikrobiologické bezpečnostní 

skříni příslušné třídy. Vyhněte se fyzickému kontaktu s patogeny nošením laboratorních 

plášťů, brýlí, čepic, masek a rukavic. Nejezte ani nepijte na pracovišti a zabraňte 

neoprávněným osobám v přístupu do pracovního prostoru. 

• Zlikvidujte všechny patogenní odpady vzniklé během kroku extrakce nukleových kyselin, 

včetně respiračních výtěrů, sputa a BAL samples a materiály, které s nimi přicházejí do styku, 

do zdravotnického odpadu v souladu s místními předpisy pro bezpečnou likvidaci. 

• Obalové materiály soupravy a plastové jednorázové výrobky mohou mít vliv na životní 

prostředí. Dodržujte vhodné protokoly recyklace nebo likvidace, abyste minimalizovali dopad 

na životní prostředí. Laboratoře musí splňovat místní předpisy pro bezpečnou likvidaci 

obalových materiálů a jednorázových plastů. 

5.1. Zbytková rizika 

 

I když tato souprava Real-time PCR byla navržena tak, aby usnadňovala přesnou detekci 

C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a M. pneumoniae, je důležité si uvědomit určitá zbytková 

rizika spojená s jejich používáním. V souladu s předpisy byla poskytnuta následující omezení, 

kontraindikace, bezpečnostní opatření nebo varování, aby byla zajištěna bezpečnost uživatelů a 

spolehlivé výsledky: 

5.1.1. Omezení vzorku a detekce 

 

Tato souprava je speciálně určena pro použití s následujícími typy vzorků: respirační výtěry, 

sputum a BAL. Při použití s jinými typy vzorků nemusí poskytovat přesné výsledky. 

Souprava je určena pro detekci bakterií C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a 

Pouze M. pneumoniae . Není vhodný pro detekci jiných patogenů nebo mikroorganismů. 

 

5.1.2. Kontraindikace 

 

Neexistují žádné specifické kontraindikace spojené s použitím této sady PCR. Lze jej použít ve 

všech věkových skupinách za předpokladu, že jsou odebrány vhodné vzorky. 

5.1.3. Opatření 

 

Podrobná opatření, která je třeba přijmout při používání sady, naleznete v celém 

"POŽADOVANÝCH MATERIÁLECH A ZAŘÍZENÍCH" a v této části uživatelské příručky. Tato opatření 

pokrývají aspekty, jako je odběr vzorků, manipulace s činidly a bezpečnostní opatření k zajištění 

přesných a spolehlivých výsledků. 

 

 

 

Je důležité si uvědomit, že pokud je souprava používána během doby použitelnosti, za vhodných 

skladovacích podmínek, ve vhodném laboratorním prostředí a kompetentním technickým personálem, 
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nejsou k dispozici žádné očekávané problémy. Je však důležité dodržovat bezpečnostní opatření a 

pokyny uvedené v uživatelské příručce, aby se minimalizovala případná rizika spojená s používáním 

sady. 

 

Pečlivě si prosím přečtěte a pochopte všechny poskytnuté informace, včetně omezení, 

bezpečnostních opatření a pokynů uvedených v uživatelské příručce, abyste zajistili bezpečné a 

efektivní používání této sady Real-Time PCR. 
 

 

Tyto informace slouží jako doplněk k uživatelské příručce a měly by být považovány za 

nezbytnou součást návodu k použití. 

 

 

Dokument Souhrn bezpečnosti a výkonu (SSP) naleznete na adrese: 

https://www.anatoliageneworks.com/SSP/SSP_Bosphore_Atypical_CAP_Panel_Kit_v01.pd 

f 

6. OMEZENÍ POUŽITÍ PRODUKTU 

 

• Všechny složky mohou být použity výhradně pro diagnostiku in vitro . 

• Tento produkt by měl být používán touto uživatelskou příručkou. 

• Tento produkt by měl být používán personálem speciálně vyškoleným k provádění 

laboratorních technik molekulární genetiky. 

 

7. NÁKAZA 

 

7.1. Struktury a strukturní složky Chlamydia pneumoniae, Legionella 

pneumophila/longbeachae a Mycoplasma pneumoniae 

Chlamydia pneumoniae 

Chlamydia pneumoniae také známá jako Chlamydophila pneumoniae (C. pneumoniae) je 

intracelulární obligátní bakterie, která způsobuje infekce dýchacích cest u lidí. Patří do stejné čeledi 

jako C. pneumoniae a Chlamydia psittaci, což je Chlamydiaceae. Komunitní pneumonie (CAP), 

bronchitida a sinusitida patří mezi respirační onemocnění způsobená 

C. pneumoniae. Jedná se o gramnegativní, tyčinkovitý, často se vyskytující intracelulární bakteriální 

patogen (Cheong et al., 2019). C. pneumoniae má genom, který má velikost jen asi 1,2 milionu párů 

bází. Obsahuje genetické instrukce pro mnoho různých proteinů nezbytných pro buněčné funkce, jako 

je metabolismus, replikace a kontakt s hostitelem. Bakterie je závislá na hostitelských buňkách z 

hlediska různých živin, včetně ATP, protože postrádá četné metabolické dráhy (Hammerschlag et al., 

2015; Kalman et al., 1999). 

Komplex vnější membrány chlamydií se skládá z lipopolysacharidu (LPS), proteinů bohatých na 

cystein MOMP (40 kDa), OMP2 (60 kDa) a OMP3 (9 kDa) a rodiny dalších polymorfních proteinů vnější 

membrány (pmp). 

https://www.anatoliageneworks.com/SSP/SSP_Bosphore_Atypical_CAP_Panel_Kit_v01.pdf
https://www.anatoliageneworks.com/SSP/SSP_Bosphore_Atypical_CAP_Panel_Kit_v01.pdf
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MOMP je povrchový porin o síle 40 kDa, který tvoří přibližně 60 % vnějšího membránového 

komplexu Chlamydia EB. Množství tohoto proteinu ve  vnější membráně chlamydií naznačuje, že může 

hrát významnou roli v  interakcích chlamydií s hostitelskými buňkami (Bermudez-Fajardo et al., 2011). 

 

Obrázek 1: Životní cyklus chlamydií v epiteliálních buňkách (Hammerschlag et al., 

2015). (AB, aberantní tělo; EB, elementární těleso; N, jádro; RB, síťované tělo) 

Charakteristický dvoufázový životní cyklus, který zahrnuje dvě odlišné formy – elementární tělo 

(EB) a síťované tělo (RB) – definuje strukturu C. pneumoniae. Infekční forma bakterie, známá jako 

EB, se šíří z jednoho hostitele na druhého. Má průměr 200–400 nm a je drobný a zaoblený. Proteiny 

a LPS tvoří vnější membránu EB, která chrání bakterii před lidským imunitním systémem. 

EB se změní na RB, což je replikativní forma, jakmile vstoupí do hostitelské buňky. RB má průměr 

zhruba 800 nm a je delší a větší než EB. Je umístěn v inkluzi, vakuole vázané na membránu. RB se 

replikuje binárním štěpením uvnitř inkluze a produkuje četné potomky. RB produkuje proteiny a 

nukleové kyseliny nezbytné pro jeho replikaci a je metabolicky aktivní. 

RB založené na inkluzi pokračují v replikaci, dokud není dosaženo předem stanovené prahové 

hodnoty, kdy se znovu diferencují na infekční EB. Extruze nebo buněčná lýza může uvolnit čerstvě 

vytvořené EB z hostitelské buňky, kde se pak mohou rozšířit do okolních buněk nebo infikovat nové 

hostitele (Hammerschlag et al., 2015). 

Legionella longbeachae a Legionella pneumophila 

 

Bakterie Legionella pneumophila (L. pneumophila) a Legionella longbeachae (L. longbeachae) 

patří do rodu Legionella. Je známo, že onemocnění lidského dýchacího traktu včetně legionářské 

nemoci a pontiacké horečky jsou způsobena těmito bakteriemi. 
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Mezi gramnegativní bakterie patří L. longbeachae a L. pneumophila. Jsou pleomorfní, což 

znamená, že mohou mít různé tvary, jako jsou bacily, které jsou tyčinkovité, a kokobacily, které jsou 

krátké a oválného tvaru. Tyto bakterie jsou obvykle mezi 0,2 a 0,5 μm široké a 2 až 5 μm dlouhé. L. 

longbeachae a L. pneumophila jsou bakterie bez bičíku, což znamená, že se nemohou pohybovat 

pomocí bičíků (Faulkner & Garduño, 2002; Edelstein, 2009). 

Oba druhy jsou schopny vytvořit pouzdro, které je vnější ochrannou vrstvou buněčné stěny. 

Kapsle napomáhá schopnosti bakterií vyhnout se imunologickým reakcím hostitele. Oba 

L. pneumophila a L. longbeachae mají ve svých buněčných stěnách LPS, což jsou silné stimulátory 

imunitního systému v hostiteli. Virulence těchto bakterií je ovlivněna vrstvou LPS. 

L. pneumophila a L. longbeachae mají vnější membránu, která slouží jako bariéra a zahrnuje různé 

proteiny a receptory, stejně jako jiné gramnegativní bakterie (Yang et al., 2022). 

Schopnost L. pneumophila množit se v hostitelských buňkách je jednou z jejích základních 

charakteristik. Vakuola obsahující legionellu (LCV), specifický kompartment vázaný na membránu, se 

vytváří, když bakterie infikují lidské plicní epiteliální buňky a makrofágy. Bakterie se mohou v této 

vakuole množit a vyhýbat se imunologickým reakcím hostitele (Finsel & Hilbi, 2015). Životní cyklus a 

morfologie 

L. pneumophila jsou uvedeny na obrázku 2. 
 

Obrázek 2: Schematický přehled morfologických stavů L. pneumophila (Oliva et al., 2018). 

 

Na rozdíl od L. longbeachae, která je obvykle spojena s infekcemi přenášenými z půdy nebo 

zalévání půdy na rozdíl od vodních zdrojů – které jsou hlavním rezervoárem L. pneumophila – je 

důležité si uvědomit, že L. pneumophila je druhem nejčastěji spojovaným s infekcemi u lidí (Chambers 

et al., 2021). 

Mycoplasma pneumoniae 

 

Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae) je malá patogenní bakterie, která patří do třídy 

Mollicutes. Často způsobuje infekce dýchacího systému člověka, včetně zápalu plic. 
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Jeden z nejmenších identifikovaných sebereplikujících se organismů, M. pneumoniae, se obvykle 

pohybuje ve velikosti od 0,1 do 0,2 μm. Jeho charakteristická forma je definována pleomorfní 

strukturou, která mu umožňuje nabývat několika tvarů, jako je vláknitý, hruškovitý a kokoidní. 

Plazmatická membrána chrání bakterie před vnějšími vlivy a reguluje pohyb chemikálií dovnitř 

a ven z buňky. Protože M. pneumoniae nemá buněčnou stěnu, což je charakteristický rys bakterií, je 

rezistentní vůči několika lékům, které inhibují syntézu buněčných stěn (Waites & Talkington, 2004). 

M. pneumoniae se může připojit k respiračnímu epitelu a kolonizovat ho, protože má na svém 

buněčném povrchu určité adhezní proteiny. Tyto adheziny, včetně P1, P30 a P116, umožňují bakterii 

připojit se k určitým receptorům na hostitelských buňkách, což jí umožňuje zahájit infekci. Pravá 

kapsle, což je polysacharidový povlak nacházející se v mnoha bakteriích, u M. pneumoniae chybí. 

"Struktura podobná cytoskeletu" nebo "připojovací organela M. pneumoniae" (P1 adhesin), síť proteinů 

spojených s povrchem, by přesto mohla mít vzhled kapsle (Jiang et al., 2021). 

Buněčná organela umístěná na jednom konci buňky je známá jako polární úpon. Je 

charakterizován membránovým výčnělkem skládajícím se z několika povrchových struktur podobných 

napu a vnitřního jádra, jak je znázorněno na obrázku 3. Proces adheze je usnadněn složitou a 

mnohostrannou interakcí mezi cytoskeletálním systémem, který připomíná síť, a adhezivním 

proteinem přítomným na povrchu. 

Povrchová struktura připomínající zdřímnutí se skládá především z adhezinu P1, P30, P40 a P90. 

Vnitřní struktura jádra se skládá ze tří odlišných součástí: koncového tlačítka, spárovaných desek a 

komplexu mísy (kola) umístěného na předním konci. Tato struktura hraje klíčovou roli ve vývoji 

attachmentové organely. Primární proteiny zahrnují mimo jiné proteiny s vysokou molekulovou 

hmotností (HMW1, HMW2, HMW3), proteiny P65, P200, CpsG, MPN387, Lon proteáza, P41 a P24 (Hu 

et al., 2022). 

M. pneumoniae má kompaktní genom složený pouze z jedné kruhové molekuly DNA. Jeho 

kompletní sekvenování odhalilo malý genom s asi 816 394 páry bází. Genom bakterie obsahuje 

genetické instrukce pro mnoho metabolických enzymů, transportérů, adhesinů a složek virulence 

(Himmelreich et al., 1996). 

Zvláštní forma pohybu, kterou M. pneumoniae má, je známá jako "plachtění". 

M. pneumoniae nemá bičíky, na rozdíl od bakterií, které je mají. Místo toho používá komplikovanou 

metodu k výrobě síly potřebné pro klouzání po površích, což vyžaduje koordinované působení 

cytoskeletálních proteinů (Balish, 2014). 
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Obrázek 3: Proteiny, které tvoří vnitřní strukturu a povrchový adhezní komplex připojovací 

organely (Hu et al., 2022). 

7.2. Globální prevalence, míra výskytu a populace s vysokým rizikem 

C. pneumoniae, L. longbeachae /pneumophila a M. pneumoniae 

 

C. pneumoniae, M. pneumoniae a L. pneumophila jsou bakterie, které způsobují infekce 

dýchacích cest včetně komunitního zápalu plic. C. pneumoniae je častou příčinou infekcí dýchacích 

cest u dospělých i dětí. Odhaduje se, že  infekce C. pneumoniae je zodpovědná za asi 20 % infekcí 

dolních cest dýchacích.  Kromě zápalu plic, 

C. pneumoniae je také identifikována jako etiologický původce faryngitidy, tracheitidy, sinusitidy, 

zánětu středního ucha, bronchitidy a bronchiolitidy. Nedávná zjištění také naznačují, že organismus 

může vyvolat několik chronických onemocnění včetně astmatu a aterosklerózy (Choroszy-Król et al., 

2014). 

Zápal plic způsobený C. pneumoniae je celosvětově se vyskytující zdravotní problém. Ve 

Spojených státech je každoročně hlášeno 300 000 případů. Studie naznačují, že prevalence je 

mnohem vyšší v rozvojových zemích. Kvůli nedostatečnému hlášení a dohledu však nejsou známa 

přesná čísla. Imunokompromitovaní pacienti jsou považováni za pacienty s vyšším rizikem z hlediska 

morbidity a mortality (Kuo et al., 1995; Mussa et al., 2006). 

C. pneumoniae může kolonizovat nos, hrdlo, průdušnici a plíce pacienta. Bakterie se přenášejí 

kontaktem s rukama, vdechováním a povrchy prostředí, které vznikají při kýchání infikované osoby, 

nemocném kašli v těsném kontaktu se zdravým jedincem. Bakterie vyžadují dlouhou inkubační dobu, 

aby infikovaly ostatní. Přenos nemoci je častější v přeplněných veřejných prostorách, jako jsou 

nemocnice, školy, věznice, ubytovny atd. (Conklin et al., 2013; Fajardo et al., 2015). 
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L. pneumophila je původcem legionelózy, která se označuje jako legionářská nemoc a pontiacká 

horečka. Legionářská nemoc je bronchopneumonie s četností záchvatů 2–7 % a inkubační dobou 

trvající 2–10 dní. Naproti tomu Pontiacká horečka je akutní onemocnění s mírou záchvatů 95– 100 % 

a inkubační dobou dlouhou 36 hodin. 1–3 % komunitních pneumonií, 13 % nemocničních pneumonií 

a 26 % atypických pneumonií jsou způsobeny L. pneumophila. Věk, kouření a chronická onemocnění 

založená na imunosupresi jsou rizikovými faktory legionelózy (Světová zdravotnická organizace: WHO, 

2022). 75–80 %  případů souvisejících s L. pneumophila je starších 50 let a 60–70 % případů jsou 

muži. Ačkoli přesná míra výskytu není známa, v Evropě, Austrálii a USA je zjištěno 10–15 případů na 

milion obyvatel za rok (Chambers et al., 2021). 

Nejběžnějším způsobem přenosu L. pneumophila je vdechování aerosolů. 

Aerosoly kontaminované L. pneumophila mohou být chladicí systémy, zařízení pro respirační terapii, 

průmyslové chladicí kapaliny, vířivé lázně a domácí vodní systémy. Vystavení kontaminované vodě 

nebo ledu by mohlo představovat riziko přenosu, zejména pro nemocniční pacienty a děti během 

porodů do vody. Nedochází však k žádnému přímému přenosu z člověka na člověka (Chambers et al., 

2021). 

M. pneumoniae , která je hlavním původcem lidské primární atypické pneumonie, patří do třídy 

Mollicutes. Infekce M. pneumoniae s inkubační dobou 2-3 týdny se vyskytují po celém světě bez vztahu 

k ročnímu období nebo geografii a mohou způsobit epidemie každých 4-8 let (Abdulhadi, 2023). K 

přenosu může dojít prostřednictvím aerosolů v těsném kontaktu. Ohniska se obvykle vyskytují v 

populacích v úzkém kontaktu, jako jsou školy, vojenské základny atd. Je známo, že způsobuje různé 

příznaky, jako jsou primární atypické pneumonie, tracheobronchitida v 70-80 % případů a také 

onemocnění horních cest dýchacích (Atkinson et al., 2008). 

L. longbeachae, člen čeledi Legionellaceae, je bakterie, která se vyskytuje především v 

květináčích a kompostech. Je pojmenován podle toho, že byl poprvé izolován od pacienta se zápalem 

plic v Long Beach v Kalifornii.  Infekce L. longbeachae u lidí jsou nejčastější v Austrálii (Alli et al., 

2003; Grove et al., 2002; Korman et al., 1998). Případy zdokumentované z několika různých zemí, 

jako jsou USA, Velká Británie, Japonsko a Řecko, však naznačují, že L. longbeachae je celosvětově 

rozšířený patogen. Infekce může být velmi závažná a vést ke smrti, pokud se neléčí (Mercante & 

Winchell, 2015; Chambers et al., 2021; Velonakis et al., 2010; Okazaki et al., 1998). Přestože cesta 

přenosu nemoci není dosud prokázána, předpokládá se, že organismus se přenáší převážně 

vdechováním prachu z kontaminované půdy. Kromě expozice aerosolu je po přímém kontaktu s 

kontaminovanou směsí nebo kompostem možná také cesta přenosu z ruky do úst (O'Connor et al., 

2006). Přenos z člověka na člověka nebo ze zvířete na člověka není zdokumentován. Horečka, zimnice, 

bolest hlavy, dušnost, bolest na hrudi, kašel a bolesti svalů patří mezi příznaky infekce legionellou. 

Riziko onemocnění se zvyšuje s věkem, kouřením a imunosupresí. 

7.3. Současná praxe 
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Atypická komunitní pneumonie označuje typ zápalu plic způsobený patogeny odlišnými od 

typické  bakterie Streptococcus pneumoniae. Termín "atypické" se používá proto, že tyto infekce se 

obvykle projevují mírnějšími respiračními příznaky a nereagují dobře na běžná antibiotika, která 

nejsou účinná proti typickým bakteriím zápalu plic. Čtyři běžné příčiny atypické CAP jsou C. 

pneumoniae, L. pneumophila, L. longbeachae a M. pneumoniae (Niederman, 2006). 

Vzhledem k tomu, že se legionely nemohou vyvinout na standardních kultivačních médiích, 

diagnóza se tradičně opírá o pozitivní sérologii nebo antigenní test v moči. Každé z těchto hodnocení 

má podstatná omezení. 20 % nebo více pacientů s kultivačně prokázanou infekcí legionellou 

sérokonvertuje a sérokonverze může trvat měsíce, což vyžaduje testování po dobu nejméně dvou 

měsíců, ne-li déle. Testování antigenu v moči je vysoce specifické, ale spolehlivě detekuje pouze L. 

pneumophila séroskupinu 1 a séroskupinu 6; v mnoha regionech však jiné druhy (zejména L. 

longbeachae a L. micdadei) jsou rozšířenější. Testování antigenu na legionellu  v moči se doporučuje 

u všech pacientů přijatých na JIP s těžkou CAP pro diagnostické účely a pro účely veřejného zdraví. 

Přímá detekce antigenu nebo detekce nukleových kyselin v respiračních sekretech byla primární 

metodou pro diagnostiku infekce legionellou. 

Přímá fluorescenční detekce antigenu byla vyvinuta před příchodem PCR, ale od té doby byla z 

velké části nahrazena PCR, která je citlivější, méně závislá na technikovi a snadněji se automatizuje. 

Testy PCR na legionellu jsou kombinací "domácích" testů a komerčně dostupných produktů s hlášenou 

citlivostí a specificitou (přičemž všechny ostatní testy jsou zlatým standardem). Vzhledem k tomu, že 

testy PCR na legionellu mohou obvykle detekovat všechny druhy, není překvapivé, že jsou citlivější 

než testování antigenu v moči. Existuje rozumný argument pro provádění antigenního testování v moči 

i PCR na respiračních sekretech kvůli zvýšené diagnostické výtěžnosti. Je důležité poznamenat, že 

aspiráty z nosohltanu a výtěry z krku mají významně snížený výtěžek pro detekci legionelly pomocí 

PCR, ale mohou být užitečné pro pacienty, kteří nemohou produkovat spontánní nebo indukované 

vzorky sputa (Murdoch, 2003). 

Dříve byly mykoplazmatické infekce diagnostikovány primárně prostřednictvím sérologie, 

nicméně, stejně jako u sérologických testů pro mnoho patogenů, má to významná omezení v raných 

stádiích onemocnění, kdy jsou falešné negativní výsledky běžné. Obrovské rozdíly v odhadovaném 

podílu případů CAP připadajících na M. pneumoniae, které se pohybují od méně než 1 % do více než 

50 %, jsou pravděpodobně způsobeny obtížemi při stanovení diagnózy a také výraznými sezónními 

rozdíly v jejich výskytu. PCR obchází některá omezení sérologie pro diagnostiku infekce mykoplazmaty 

a složitosti vývoje testů a relativních výkonnostních charakteristik byly důkladně přezkoumány jinde. 

 

 

 

Výkonnostní charakteristiky testů PCR pro M. pneumoniae se zdají být přinejmenším srovnatelné 

s testy pro infekce legionellou a možná dokonce lepší. Stejně jako je tomu v případě jiných je míra 

detekce M. pneumoniae v nasokraryngeálních aspirátech pomocí PCR nižší než ve vzorcích sputa. V 
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poslední době je zájem o testy detekce antigenu pro diagnostiku 

M. pneumoniae , protože mají potenciál pro testování v místě péče, ale dosud nevstoupily do hlavního 

proudu klinické praxe (Waterer, 2017). 

Chlamydie a Chlamydophila byly překlasifikovány do jednoho rodu. C. psittaci a 

C. pneumoniae jsou dobře známy jako příčina CAP, i když jsou téměř vždy identifikovány jako mnohem 

méně rozšířené než  infekce mykoplazmaty a legionellou. Jiné patogeny podobné Chlamydophile (jako 

Parachlamydia acanthamoebae a Simkania negevensis) byly také navrženy jako potenciální příčiny 50 

nebo více procent případů CAP, ve kterých není identifikován žádný patogen. Specifičnost pozitivní 

sérologie pro C. pneumoniae byla také zpochybněna, protože studie využívající diagnostiku založenou 

na PCR obvykle zjistily mnohem nižší míru infekce než dřívější studie založené na sérologii a bylo 

použito velké množství testů s různými výkonnostními charakteristikami. Stejně jako u Mycoplasmy  

je sérologie chlamydií často negativní v časném stadiu onemocnění, což činí z PCR vynikající 

diagnostický test. Chlamydie, na rozdíl od legionelly a mykoplazmat, nelze detekovat pomocí testů 

PCR založených na 16S. Vzhledem k obtížnosti a nízkému výtěžku  kultury Chlamydophila se provádí 

jen zřídka; proto jsou vyvinuté PCR testy obvykle srovnávány se sérologickými testy s jejich známými 

omezeními, jak bylo diskutováno. Proto skutečná citlivost PCR pro  druhy Chlamydia není známa. 

Hlášená specificita většiny testů je však výrazně vyšší než 95 %; v důsledku toho by se mělo jednat 

o pozitivním výsledku ve vhodném klinickém prostředí (Sharma et al., 2017; Gautam, 2023). 
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7.4. Typ vzorku pacienta 

 

Výtěr, sputum a bronchoalveolární laváž (BAL) jsou tři typy vzorků, které se nejčastěji využívají 

v procesu diagnostiky atypické komunitní pneumonie (Garin et al., 2022; Waterer, 2017). Srovnání 

těchto typů vzorků je shrnuto v tabulce 3 níže: 

Typ vzorku Výhody Omezení 

 

 

 

 

Výtěr: Výtěr Vzorky se odebírají z 

nosohltanu nebo orofaryngu pomocí 

sterilního tamponu a transportují se 

virovým transportním médiem. 

 

 
• Neinvazivní a 

pacienty dobře 
snášené. 

• Snadno dostupné a 

nákladově efektivní. 

• Vhodné pro 

hromadný 

screening během 

epidemií. 

• Atypické patogeny, jako 

jsou Mycoplasma 

pneumoniae, Chlamydia 

pneumoniae a 

Legionella pneumophila, 

se často vyskytují v 

nízkých koncentracích v 

dýchacích cestách. To 

ztěžuje získání 

dostatečného množství 

patogenu ve vzorcích 

výtěrů. 

 

 

 

Sputum: Vzorky sputa se získávají 

vykašláváním, vyvoláním kašle nebo 

technikami řízenými bronchoskopií. 

Vzorky jsou vyšetřeny na přítomnost 

respiračních patogenů. 

 

• Poskytuje přímý 

vzorek z dolních cest 

dýchacích, kde mohou 

být atypické patogeny 

koncentrovanější. 

• Může být užitečný pro 

identifikaci dalších 
respiračních stavů. 

• Potíže se získáváním 

kvalitních vzorků, 

zejména u pacientů se 

suchým kašlem nebo 

potížemi s 

vykašláváním. 

• Kontaminace ústní 

flórou může vést k 

falešně pozitivním 

výsledkům. 

• Nemusí být vhodný 

pro pacienty se 

závažným 

onemocněním nebo 

pro ty, kteří nejsou 

schopni produkovat 

sputum. 

 

 

Bronchoalveolární laváž (BAL): 

Bronchoalveolární laváž zahrnuje 

zavedení bronchoskopu do dolních 

cest dýchacích a instilaci sterilního 

fyziologického roztoku k odběru 

vzorků z alveolárních prostor. 

 

• Vysoce specifický a 

citlivý, protože přímo 

odebírá vzorky z 

místa infekce. 

• Vhodné pro kriticky 

nemocné pacienty a 

pacienty s těžkým 

zápalem plic. 

• Invazivní zákrok 

vyžadující 

specializované 

vybavení a 

kvalifikovaný 

personál. 

• Riziko komplikací, 

jako je krvácení nebo 

infekce. 

• Nemusí být vhodný 

pro běžné použití kvůli 

své invazivitě. 

Tabulka 3: Srovnání vzorků výtěrů, sputa a BAL. 
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7.5. Přehled alternativních zařízení pro měření cílového analytu 

 

Vzhledem k podobnosti mnoha projevů legionelly s normální i atypickou pneumonií mají klinické 

příznaky a radiologické důkazy omezený diagnostický význam. Podle Centra pro kontrolu a prevenci 

nemocí lze potvrzení infekce legionellou zjistit různými metodami, včetně kultivace  bakterie Legionella 

ze vzorků sputa nebo bronchoalveolární laváže, pozitivního antigenního testu v moči, PCR nebo 

detekce čtyřnásobného zvýšení  specifických protilátek proti legionelle (Legionářská nemoc 

Diagnostika, léčba a prevence 

| CDC, 2021; Phin et al., 2014). Informace týkající se těchto testů jsou stručně uvedeny v tabulce 4. 

Účinnost diagnostických testů založených na PCR vykazuje vysokou úroveň specificity a citlivosti, jak 

je uvedeno v tabulce. 

Je však důležité si uvědomit, že tyto testy dosud nezískaly schválení od Úřadu pro kontrolu 

potravin a léčiv (FDA). Další techniky, jako je přímé imunobarvení, se používají za účelem identifikace 

přítomnosti bakterií. Tyto metody však někdy vyžadují rušivé postupy za účelem získání vzorků tkáně 

pro diagnostické testování (Sharma et al., 2017). 

 

Test 
Citlivost 

(%) 
Výhody Omezení 

Kultura 20–80 Detekuje všechny druhy legionelly  
Vyžaduje technické 

znalosti, delší dobu 

trvání >5 d 

 

Močový 

antigen 

 

70–100 

 

Rychlé výsledky ve stejný den, 

nejsou ovlivněny léčbou 

antibiotiky 

Dostupné sady jsou 

omezeny převážně na L. 

pneumophila; ostatní 

druhy mohou zůstat 

nepozorovány 

Polymerázová 

řetězová reakce 

(PCR) 

 

95–99 
Rychlé, potvrzující laboratorní 

důkazy, které lze odhalit 

Mohou být pozorovány 

odchylky specifické pro 

použitou soupravu PCR 

Sérologie 80–90 
Malý účinek antibiotické léčby Jsou vyžadovány 

spárované vzorky 

Přímý 

fluorescenční 

test 

 

25–75 

 

Provádí se na patologické tkáni 

 

Technicky obtížné 

Tabulka 4: Testování druhů legionel pro diagnostické účely (CDC, 2021). 

Běžné metody používané k detekci chlamydiové infekce zahrnují sérologické vyšetření, stejně 

jako kultivační nebo PCR analýzu vzorků dýchacího traktu. V minulosti byla diagnostika chlamydiové 

infekce založena především na sérologických testech, které spočívaly v posouzení hladin IgG nebo IgA 

protilátek v akutních a rekonvalescentních vzorcích séra a určení, zda došlo ke čtyřnásobnému zvýšení 

těchto hladin. 
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Sérologické techniky mohou být obecně považovány za zatěžující vzhledem k požadavku, aby 

pacienti znovu navštívili zdravotnické zařízení přibližně 4 až 6 týdnů po jejich počáteční prezentaci za 

účelem retrospektivního ověření diagnózy. 

Retrospektivní povaha diagnostiky stavu navíc znamená, že sérologické výsledky nemají žádný 

vliv na rozhodnutí týkající se léčby. Alternativní sérologická kritéria, která umožňují diagnózu při 

počáteční prezentaci, závisí na době odběru vzorku, protože zvýšení titrů nemusí být zaznamenáno 

brzy v průběhu akutního onemocnění nebo reinfekce. Mezi tato kritéria patří titr protilátek IgM v séru 

1:16 nebo vyšší (She et al., 2010; Puolakkainen, 2013). Výhradní spoléhání se na počáteční 

sérologické vzorky pro diagnostické účely, bez zahrnutí retrospektivního potvrzení pomocí vzorků 

rekonvalescentního séra, představuje potenciální nebezpečí přehlédnutí významného podílu infekcí, 

které se odhadují mezi 25 % a 33 %. 

Kromě toho může být využití prvního sérologického testování omezeno prodlouženou dobou 

potřebnou pro získání výsledků, která může trvat několik dní. Toto zpoždění při získávání výsledků 

testů dále omezuje jejich použitelnost při včasném rozhodování o počáteční péči. 

Specifičnost sérologických přístupů je omezena možností zkřížené reaktivity mezi antigeny C. 

pneumoniae a antigeny jiných  druhů Chlamydia. Mikroimunofluorescence je obecně považována za 

zlatý standard sérologické diagnostiky (Burillo & Bouza, 2010). Metoda ELISA je alternativní možností, 

která by mohla být potenciálně méně složitá z hlediska technických požadavků a nabídnout 

objektivnější interpretaci ve srovnání s  mikroimunofluorescencí. Diagnostická užitečnost fixace 

komplementu se nenavrhuje kvůli její slabé citlivosti a specificitě (Verkooyen et al., 1998; 

Puolakkainen, 2013). 

Zápal plic byl dlouho považován za klinickou diagnózu, jak doporučuje IDSA, kdy by pacient měl 

mít sugestivní příznaky a související zobrazovací nálezy korelující se zápalem plic (Mandell et al., 

2007). Další související diagnostické techniky zůstaly sporné, protože často poskytují výsledky s 

nízkou výtěžností. Stanovení trendů antibiotické rezistence a epidemiologie onemocnění vyžaduje 

potvrzení diagnostických testů. M. pneumoniae byla historicky diagnostikována pomocí kultur a 

sérologie, přičemž izolace prostřednictvím kultivace byla zlatým standardem. V důsledku  náročné 

povahy M. pneumoniae  se na tomto organismu již neprovádí rutinní kultivační testování kvůli jeho 

pomalému růstu, proměnlivým výsledkům kultivace a špatné klinické relevanci (Reinton et al., 2013; 

Diaz & Winchell, 2016). 

Alternativní techniky diagnostiky M. pneumoniae zahrnují testy fixace komplementu, vyšetřování 

aglutinace mikročástic a sérologické studie využívající ELISA k měření exprese protilátek proti 

bakteriím. V sérologických testech bylo požadováno, aby párová séra vykazovala významný 4násobný 

vzestup IgG nebo následnou sérokonverzi IgG v sérech získaných o 3–4 týdny později, aby bylo možné 

stanovit přesvědčivou diagnózu. 
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Sérologické testy mají také nízkou užitečnost při identifikaci akutních  infekcí M. pneumoniae v 

klinické praxi a častěji se používají jako retrospektivní potvrzení pro epidemiologický výzkum kvůli 

zpoždění v tvorbě protilátek během první infekce a času potřebnému k umožnění sérokonverze. 

Diagnostika  infekcí M. pneumoniae se posouvá směrem k rychlejším molekulárním přístupům, jako 

jsou techniky amplifikace nukleových kyselin, kvůli četným nevýhodám kultivace a sérologie (Loens & 

Ieven, 2016; Loens et al., 2003; Youn & Lee, 2012). 

Kromě PCR byly vyvinuty další alternativní amplifikační techniky, včetně amplifikace založené na 

sekvenci nukleových kyselin (NASBA), amplifikace zprostředkované transkripcí, ligázové řetězové 

reakce, amplifikace replikázy Qβ a amplifikace posunutí řetězců. Výše uvedené přístupy představují 

potenciální alternativy k PCR pro detekci 

M. pneumoniae ve vzorcích z respiračních cest. 

 

Existuje však omezený soubor výzkumů o aplikaci těchto technik v tomto specifickém kontextu, 

s výjimkou amplifikace založené na sekvenci nukleových kyselin. Psaní na stroji 

M. pneumoniae byla provedena pomocí testu NASBA, který se specificky zaměřuje na oblast 16S rRNA, 

následovaný gelovým testem vázaným na enzym (ELGA). Následně byla NASBA ve spojení s Enzyme-

Linked Genetic Assay (ELGA) a metodou elektrochemiluminiscence použita k identifikaci přítomnosti  

RNA M. pneumoniae v extraktech nukleových kyselin odvozených ze vzorků respiračních onemocnění. 

Replikázový test Qβ byl použit pro detekci syntetických transkriptů rRNA M. pneumoniae 16S a zdá 

se, že vykazuje nižší citlivost ve srovnání s PCR (Loens et al., 2003b). 

Test LAMP (Loop-Mediated Isotermalification Project) prokazuje stabilitu, rychlost, nákladovou 

efektivitu a účinnost. Metoda umožňuje amplifikaci DNA nebo RNA při konzistentní teplotě, bez 

nutnosti rozsáhlého cyklování. Tento přístup optimalizuje procesy extrakce DNA nebo RNA a tepelného 

cyklu v PCR. Sledované fragmenty DNA nebo RNA mohou podstoupit významnou amplifikaci 109 až 

1010krát po dobu 1 hodiny, přičemž jsou vystaveny izotermickým podmínkám v teplotním rozmezí 60-

65 °C.  Mezi hlavní výhody techniky LAMP patří její rychlost, nákladová efektivita a absence složitých 

post-amplifikačních protokolů (Mercante & Winchell, 2015). 

K dnešnímu dni byl test LAMP široce používán pro detekci environmentálních materiálů, které 

vykazují pozoruhodnou úroveň specificity nad 90 %. Několik zdokumentovaných případů poskytlo 

důkazy o použití LAMP pro identifikaci legionelly v lidských vzorcích. Tato metoda se ukázala jako 

zvláště užitečná u pacientů, kteří mají dobře definovanou anamnézu expozice legionelle v životním 

prostředí  , ale měli negativní test na antigen v moči (UAT). V nedávném výzkumu byly vzorky sputa 

a bronchoalveolární lavážní tekutiny (BALF) podrobeny paralelnímu testování pomocí technik PCR, 

kultivace a LAMP. Pozoruhodné je, že LAMP vykazoval vynikající citlivost a specificitu ve srovnání s 

PCR a kulturou. 
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Výzkum provedený v této studii byl však omezený rozsahem, protože zahrnoval velmi malý 

vzorek jedinců s diagnózou LP, konkrétně se zaměřením pouze na  kmen L. pneumophila. Kromě toho 

nedostatečná validace molekulární identifikace produktů PCR a LAMP v sekvenování DNA zvyšuje 

nejistotu ohledně potenciálního výskytu falešně pozitivních výsledků. Předpokládá se, že 

prostřednictvím dalšího výzkumu se využití LAMP může rozšířit mimo dobře vybavené nemocnice nebo 

laboratoře a zahrnout primární nemocnice a dokonce i testování v terénu, čímž se odstraní požadavek 

na termocyklické zařízení (Moosavian et al., 2019; Lu et al., 2011; Bai et al., 2023). 

7.6. Konsenzuální odborná stanoviska / postoje příslušných profesních sdružení 

C. pneumoniae: 

 

Za předpokladu dostupnosti vhodného typu vzorku doporučuje CDC PCR jako preferovanou 

metodu pro diagnostiku akutní  infekce C. pneumoniae (Chlamydia pneumoniae: Diagnostické metody 

pro laboratoře | CDC, 2021). 

L. pneumophila/ L. longbeachae: 

 

CDC specifikuje, že k diagnostice L. pneumophila lze použít metodu PCR / 

L. longbeachae (Diagnostika, léčba a prevence legionářské nemoci | CDC, 2021). 

 

M. pneumoniae: 

 

Za předpokladu dostupnosti vhodného typu vzorku doporučuje CDC jako preferovanou metodu 

pro diagnostiku akutní  infekce M. pneumoniae (Mycoplasma pneumoniae: Diagnostické metody pro 

laboratoře | CDC, 2022). 

8. METODA 

 

Bosphore Atypical CAP Panel Kit je kvalitativní diagnostický nástroj určený k detekci specifických 

oblastí DNA pomocí metody Real-Time PCR. Real-Time PCR, také známá jako kvantitativní PCR (qPCR), 

je výkonná technika, která umožňuje sledování PCR reakce v reálném čase, což eliminuje potřebu 

dalších analytických metod, jako je gelová elektroforéza. 

Reakce Real-Time PCR začíná počátečním krokem denaturace. Během tohoto kroku se PCR 

zkumavka obsahující reakční směs zahřeje na teplotu 95 °C a tato vysoká teplota se udržuje po dobu 

5 minut. Účelem počáteční denaturace je rozdělit dvouvláknový templát DNA na jednotlivá vlákna, což 

poskytuje výchozí bod pro následnou amplifikaci. Tento krok zajišťuje, že řetězce DNA jsou k dispozici 

pro vazbu se specifickými primery. 

Po počáteční denaturaci probíhá reakce řadou cyklů, z nichž každý se skládá z kroků denaturace 

a annealingu. Ke kroku denaturace dochází během každého cyklu, kde 
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reakční směs se zahřeje na teplotu 97 °C po dobu 15 sekund. Tato vysoká teplota zajišťuje, že se 

vlákna DNA zcela oddělí a poskytují jednovláknové templáty pro následující kroky. Denaturace 

zahrnuje narušení vodíkových vazeb mezi řetězci DNA, což vede k rozdělení dvouvláknové DNA na 

jednotlivé jednovláknové templáty DNA. 

Po denaturaci se reakční teplota během kroku annealing sníží na 55 °C po dobu 50 sekund. Při 

této nižší teplotě se primery navržené tak, aby byly komplementární k cílovým oblastem templátu 

DNA, vážou na své specifické sekvence. Primery jsou krátké sekvence DNA, které jsou navrženy tak, 

aby hybridizovaly nebo žíhaly na komplementárních sekvencích na jednovláknovém templátu DNA. 

Tento krok umožňuje primerům najít své cílové oblasti a navázat se na ně, což indikuje přítomnost 

cílových sekvencí DNA. 

Během cyklů se kroky denaturace a annealing opakují celkem 42 opakování. Každý cyklus se 

skládá z denaturačního kroku pro oddělení řetězců DNA a kroku annealing, který umožňuje primerům 

navázat se na své cílové sekvence. Tyto opakované cykly zvyšují šanci na detekci cílových sekvencí 

DNA, což znamená pozitivní výsledek. 

Bosphore Atypical CAP Panel Kit využívá Real-Time PCR s počátečním krokem denaturace, po 

kterém následují opakované cykly denaturace a annealing a kroku pozastavení. Krok denaturace 

zajišťuje úplnou separaci řetězců DNA, zatímco krok annealing usnadňuje vazbu primerů na jejich 

cílové sekvence, což naznačuje přítomnost cílových oblastí DNA. 

Prahový cyklus (CT) a interpretace výsledků: 

 

Během reakce Real-Time PCR je sledována fluorescence generovaná molekulou reportéru. Bod, 

ve kterém fluorescenční signál stoupá nad úroveň pozadí a stává se rozlišitelným, je známý jako 

prahový cyklus (CT). Vzorky, které překročí prahovou hodnotu, jsou považovány za pozitivní. Vzorky, 

které nepřekračují prahovou hodnotu, musí být považovány za negativní nebo s bakteriální zátěží pod 

detekčním limitem stanoveným v testu. 

Bosphore Atypical CAP Panel Kit je kvalitativní test, což znamená, že poskytuje výsledek 

přítomnosti nebo nepřítomnosti cílových sekvencí DNA. Pozitivní výsledek indikuje přítomnost cílových 

sekvencí DNA, zatímco negativní výsledek znamená jejich nepřítomnost nebo bakteriální zátěž pod 

detekčním limitem testu. 

Multiplexní qPCR a interní kontrola: 

 

Bosphore Atypical CAP Panel Kit využívá multiplexní qPCR, což umožňuje současnou detekci a 

amplifikaci více cílových oblastí DNA. 



Kód: MB279v9f  

Datum: 14. dubna 2025 23 / 62 

 

 

Kromě toho je do systému zahrnuta interní kontrola pro sledování extrakčního postupu, inhibice 

PCR a potenciálních problémů během aplikace. Interní kontrola zajišťuje spolehlivost výsledků PCR 

validací celkového procesu PCR a identifikací případných problémů, které mohou ovlivnit interpretaci 

výsledků. 

9. PROCEDURA 

 

Pro zajištění přesných a spolehlivých výsledků je nezbytné dodržovat příslušné postupy při 

používání Bosphore Atypical CAP Panel Kit pro analýzu Real-time PCR. Dodržujte prosím pokyny 

uvedené v této části. 

9.1. Odběr a manipulace se vzorky 

 

Všechny vzorky musí být odebrány podle dokumentu CDC a článku v časopisech Springer Nature. 

Pokyny pro odběr vzorků BAL, sputa a respiračních výtěrů (provádí vyškolený poskytovatel zdravotní 

péče). 

9.1.1. Vzorky bronchoalveolární laváže 

 

• Lékařský zákrok zvaný bronchoalveolární laváž (BAL) se provádí za účelem odběru vzorku 

tekutiny z bronchoalveolárních prostorů, které se nacházejí v dolních cestách dýchacích. Při 

odběru vzorku BAL musí být dodržovány přísné aseptické postupy a protokoly, aby byla 

chráněna bezpečnost pacienta a zaručena přesnost výsledků testu. Přestože vzorky BAL lze 

získat v kterékoli fázi klinického procesu, může být nejvýhodnější získat je před zahájením 

léčby antibiotiky nebo steroidy. 

• Pro operaci umístěte pacienta do pohodlné polohy; Často se jedná o pololehlé. Vzhledem k 

tomu, že se jedná o bolestivé ošetření, podejte pacientovi lokální anestetikum pro krk a horní 

cesty dýchací. 

• Před zavedením do úst nebo nosu pacienta do systému dolních cest dýchacích se ujistěte, že 

je bronchoskop posunut na správné místo. 

• Vstříkněte sterilní fyziologický roztok nebo sterilní vodu do bronchoalveolárních prostorů 

pomocí bronchoskopického kanálu. Jemně odsajte kapalinu a poté ji shromážděte do sterilní 

nádoby. Je důležité přesně zaznamenat množství nasáté tekutiny. 

 

9.1.2. Vzorky sputa 

 

• Řekněte pacientovi, aby se zhluboka nadechl, intenzivně kašlal a vytvářel sputum hlubokým 

kašláním do plic. Cílem by měly být nejen sliny, ale také hlen z dolních cest dýchacích. 

Požadujte, aby pacient kašlal do sterilní nádoby a mírně se předklonil. Jejich cílem by mělo 

být nalít sputum do nádoby. 
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• Aniž byste se dotkli vnitřku, opatrně otevřete sterilní nádobu. Vyhýbejte se zbytečnému 

znečištění. Použijte nádobu ke sběru vzorků, když pacient vykašlává sputum. Ujistěte se, že 

máte dostatek sputa pro test – dva až tři mililitry by měly stačit. Nádobu pevně uzavřete, 

abyste zabránili úniku nebo kontaminaci a zajistili ideální podmínky skladování a přepravy. 

9.1.3. Kombinované vzorky výtěru z nosu a krku 

 

Při použití vzorků tamponů se sadou Bosphore Atypical CAP Panel Kit nezapomeňte, že lze použít 

univerzální transportní médium (UTM), jako je systém Copan Universal Transport Medium (UTM-RT) 

nebo systém pro sběr a transport tekutých tamponů Amies (ESwab). Tyto tampony jsou kompatibilní 

se sadou Bosphore Atypical CAP Panel Kit. Neměly by se však používat tampony s dřevěnými dříky, 

alginátem vápenatým a hliníkovými tampony, protože mohou způsobit inhibici PCR (Wadowsky et al., 

1994; Cloud et al., 2002). 

• Zahajte proces odběru vzorku odtěsněním balíčku tamponu a použitím tamponu k odběru 

vzorku ze zadní hltanové a mandlové oblasti pacienta, zajistěte pokrytí na levé i pravé straně 

a zároveň se vyhněte oblasti jazyka. 

• Nakloňte hlavu pacienta dozadu pod úhlem 70 stupňů a pokračujte v zavádění stejného 

tamponu do nosních dírek, jemně jím otáčejte, dokud nenarazíte na odpor turbinátů. 

Proveďte rotační pohyb kolem nosní stěny a opakujte postup v alternativní nosní dírce pro 

komplexní odběr vzorků. 

• Ponořte tampon do tekutiny a zdůrazněte nutnost za žádných okolností tekutinu 

nevyhazovat. 

• Rozlomte tampon na určeném místě a bezpečně připevněte víko a ujistěte se, že je pevně 

upevněno. 

 

9.2. Stabilita vzorku 

 

Stabilita vzorků hraje klíčovou roli při zajišťování přesných a spolehlivých výsledků při analýze 

Real-time PCR. Je nezbytné správně zacházet se vzorky a skladovat je, aby byla zachována jejich 

integrita během celého procesu testování. Následující informace shrnují stabilitu vzorku na základě 

analýzy různých patogenů v různých podmínkách skladování. 

9.2.1. Vzorky tamponů 

 

Systém univerzálního transportního média Copan (UTM-RT) 

 

• Vzorky skladované při pokojové teplotě zůstaly stabilní po dobu až 5 dnů. 

• Vzorky skladované při +4 °C zůstaly stabilní po dobu až 14 dnů. 

• Vzorky skladované při teplotě -20 °C zůstaly stabilní po dobu až 30 dnů*. 
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Copánový tekutý výtěr Amies (ESwab) 

 

• Vzorky skladované při pokojové teplotě zůstaly stabilní po dobu až 7 dnů. 

• Vzorky skladované při +4 °C zůstaly stabilní po dobu až 7 dnů. 

• Vzorky skladované při teplotě -20 °C zůstaly stabilní po dobu až 30 dnů*. 

 

9.2.2. Vzorky BAL 

 

• Vzorky skladované při pokojové teplotě zůstaly stabilní po dobu až 7 dnů. 

• Vzorky skladované při +4 °C zůstaly stabilní po dobu až 14 dnů. 

• Vzorky skladované při teplotě -20 °C zůstaly stabilní po dobu až 30 dnů*. 

 

9.2.3. Vzorky sputa 

 

• Vzorky skladované při pokojové teplotě zůstaly stabilní po dobu až 7 dnů. 

• Vzorky skladované při +4 °C zůstaly stabilní po dobu až 14 dnů. 

• Vzorky skladované při teplotě -20 °C zůstaly stabilní po dobu až 30 dnů*. 
 

 

 

*: Bylo hlášeno, že vzorky neztrácejí svou stabilitu 30. den při -20 °C.  Doporučuje se, 

aby tyto vzorky byly použity do 30 dnů. 

 

 

Přeprava vzorku: 

Typy vzorků jsou vhodné pro přenos za výše uvedených skladovacích podmínek, kde se 

provádějí stabilitní studie. Při přepravě je třeba dodržovat pravidla vydaná místními úřady. 

Kromě toho byly provedeny experimenty s cyklem zmrazení a rozmrazení: 

 

Vzorky bronchoalveolární laváže (BAL), sputum, ESwab a UTM-RT byly zkoumány v 

experimentech s cyklem zmrazení a rozmrazování. Na vzorky byly aplikovány tři cykly zmrazení a 

rozmrazení, výsledky každého kroku byly analyzovány a rozdíly v CT byly vypočteny na základě zjištění 

z prvního dne. Výsledky testu ukázaly, že výsledky testu se nezhoršily po 3 cyklech zmrazování a 

rozmrazování. Proto se doporučuje nezmrazovat a nerozmrazovat vzorky více než 3krát. 

9.3. Extrakce DNA 

 

Extrakce bakteriální DNA by měla být provedena podle pokynů poskytnutých výrobcem extrakční 

sady. Zajistěte, aby všechny kroky extrakce bakteriální DNA byly prováděny v biologické bezpečnostní 

skříni. 
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Pro efektivní extrakci DNA doporučujeme použít následující kity a systémy: 

 

• Extrakční systémy Unio B24/B48 - Unio Souprava pro extrakci bakteriální DNA (Anatolia 

Geneworks) 

• Systém pro extrakci a nastavení PCR Unio 96 – univerzální sada pro extrakci nukleových 

kyselin Unio 96 (Anatolia Geneworks) 

Ujistěte se prosím, že extrakce bakteriální DNA je provedena v souladu s pokyny výrobců. 

9.4. Součásti sady 

 

9.4.1. Negativní kontrola 

 

Negativní kontrola je základní součástí sady atypických CAP panelů Bosphore pro Real-time PCR. 

Skládá se z destilované vody (dH2O) a slouží jako referenční vzorek pro zajištění přesných výsledků 

detekcí jakékoli kontaminace nebo chyb, které by mohly vést k falešně pozitivním výsledkům. 

Použití negativního ovládacího prvku: 

 

• Označte samostatnou zkumavku nebo jamku jako "Negativní kontrola". 

• Přidejte poskytnutý dH2O do označené zkumavky nebo jamky. 

• S negativním kontrolním vzorkem se zachází stejným způsobem jako s experimentálními vzorky. 

• Zahrňte negativní kontrolu do každého běhu PCR. 

 

Po celou dobu reakce pečlivě sledujte negativní kontrolu. Měla by zůstat záporná a vykazovat 

žádné zesilovací signály (bez CT). Jakékoli zesílení v negativní kontrole ukazuje na potenciální 

kontaminaci. 

Negativní kontrola hraje zásadní roli v sadě Bosphore Atypical CAP Panel Kit, která zajišťuje 

spolehlivost vašich výsledků. Zahrnutí negativní kontroly a její pečlivé sledování vám umožní s jistotou 

interpretovat vaše data. 

9.4.2. Master Mix PCR 

 

Real-Time PCR Master Mix je komplexní řešení určené pro efektivní a přesnou amplifikaci Real-

Time PCR. Kombinuje vysoce specifickou a přesnou Taq DNA polymerázu s vlastností hot-start, PCR 

pufry, vyváženou směs dNTP, specifické dopředné a reverzní primery, duálně značené sondy a základní 

aditiva. Tato master směs byla pečlivě vytvořena tak, aby umožňovala současnou detekci C. 

pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae, M. pneumoniae a interní kontrolu v rámci jediné reakce. 

Pro přípravu reakce stačí přidat 10 μl extrahované nukleové kyseliny do 15 μl PCR Master Mix. 
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9.4.3. Interní kontrola 

 

Sada obsahuje interní kontrolu, která slouží k několika účelům. Interní kontrola je syntetická 

molekula DNA speciálně navržená k posouzení účinnosti extrakce DNA, identifikaci chyb aplikace a 

detekci jakékoli potenciální inhibice PCR. 

Tato kontrola se přidává do směsi vzorku a proteinázy K na začátku procesu extrakce DNA, aby 

se vyhodnotila účinnost extrakce a identifikovaly se případné chyby aplikace. 

Při přidávání interní kontroly během extrakce nukleových kyselin se doporučuje přidat 5 μl na 

vzorek. Naopak při přímém přidání interní kontroly do PCR Master Mix pro sledování inhibice PCR je 

zapotřebí pouze 0,2 μl. Pro komplexní vyhodnocení účinnosti odsávacího systému doporučujeme přidat 

k negativní kontrole i interní kontrolu. 
 

 

Vezměte prosím na vědomí, že pokud interní kontrola byla zahrnuta již v kroku extrakce, 

není třeba ji začleňovat do PCR Master Mixu. 

U negativních vzorků může absence interní kontrolní amplifikace v cílových kanálech znamenat 

problémy s extrakcí nebo aplikací nebo potenciální inhibici PCR. V takových případech je vhodné 

opakovat jak extrakci, tak PCR krok. 

Je důležité si uvědomit, že u vzorků s vysokou bakteriální zátěží, včetně pozitivní kontroly, může 

být fluorescenční signál interní kontroly potlačen, což ztěžuje detekci zvýšení úrovně signálu. 

9.4.4. Pozitivní kontrola 

 

Dodaná souprava zahrnuje syntetickou pozitivní kontrolu DNA, která zahrnuje syntetickou DNA 

z C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a M. pneumoniae. Pro posouzení účinnosti PCR reakce 

je nezbytné začlenit tuto pozitivní kontrolu do procesu testování. 

Chcete-li určit přijatelnost výsledků PCR, podívejte se prosím na tabulku kritérií přijatelnosti 

uvedenou v části 10 této příručky. Tabulka určuje prahovou hodnotu CT pozitivní kontroly. 

Pokud prahová hodnota CT pozitivní kontroly překročí horní mez stanovenou v tabulce kritérií, 

může to znamenat potenciální snížení výtěžku reakce. Sledování hodnoty CT  pozitivní kontroly proto 

pomáhá při posuzování celkové účinnosti reakce. 
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9.5. Příprava PCR 

Před zahájením Real-Time PCR je důležité přesně připravit reakční směs PCR. Každý PCR by měl 

obsahovat alespoň jednu negativní kontrolu a pozitivní kontrolu a vzorky s interní kontrolou. 

Postupujte podle podrobných pokynů níže: 

• Před použitím se ujistěte, že jsou všechny součásti soupravy řádně rozpuštěny. Činidla 

důkladně promíchejte jemnou inverzí nebo vířením. 

• Pomocí níže uvedené tabulky vypočítejte objemy každé složky potřebné pro reakční směs 

PCR. Objemy uvedené v tabulce platí pouze pro jednu reakci. 

• Chcete-li určit objemy potřebné pro hlavní mix, vynásobte tyto objemy celkovým počtem 

vzorků. 
 

 

Pokud připravujete směs pro více než 5 vzorků, přidejte k celkovému počtu vzorků 10 % 

a odpovídajícím způsobem upravte objemy. 

 

 Komponenty Objem 

Master Mix PCR 15 μl 

Interní kontrola* 0,2 μl 

Vzorek DNA 

(Negativní / pozitivní kontrola) 
10 μL 

Celkový objem 25 μl 

*Interní kontrola by neměla být přidávána do reakce, 
pokud již byla přidána během kroku extrakce. 

Tabulka 5: Součásti a objemy sady atypických panelů CAP Bosphore. 

•  Pro každou reakci si připravte zkumavky nebo stripy PCR. Napipetujte 15 μl PCR Master 

Mixu do každé zkumavky nebo jamky stripu/destičky. 

• Do každé určené jamky nebo zkumavky se přidá 10 μl vhodného templátu. Zajistěte, aby 

vzorky DNA, pozitivní kontrola a negativní kontrola byly přidány do samostatných jamek 

nebo zkumavek. 

• Pečlivě uzavřete uzávěry zkumavek/utěsněte destičku PCR, abyste zabránili kontaminaci a 

odpařování. 

• Ujistěte se, že směs v každé zkumavce je na dně zkumavky. V případě potřeby zkumavky 

krátce otočte dolů, aby se obsah shromáždil na dně. 

• Jakmile je PCR reakční směs připravena, je připravena na další kroky v procesu PCR. 

Postupujte podle poskytnutého protokolu a pokračujte v analýze Real-Time PCR. 
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9.6. Programování přístroje pro měření Real-time PCR 

Tepelný protokol pro Bosphore Atypical CAP Panel Kit se skládá z počáteční denaturace pro 

aktivaci Taq DNA polymerázy (s vlastností horkého startu), dvoustupňového amplifikačního cyklu a 

koncového držení. Data Real-time se shromažďují ve druhém kroku zesilovacího cyklu. Tepelný 

protokol, který má být použit pro reakci, je uveden níže: 

 

 

 

 

 

 

 

42 cyklů 

 

 

 

Tabulka 6: Tepelný protokol Bospor s atypickým panelem CAP. 

Než začnete pracovat se sadou Bosphore Atypical CAP Panel Kit, je třeba provést a zkontrolovat 

následující kroky: 

• Vyberte všechny filtry, které chcete použít (FAM, HEX, Texas RED a Cy5), 

• Identifikace neznámých vzorků, pozitivních a negativních kontrol, 

• Zvolte správný tepelný protokol, 

• Spusťte experiment. 

 

9.6.1. Nastavení experimentu pro přístroj Montania 4896 Real-Time PCR 

 

Příprava: 

 

• Ujistěte se, že je přístroj Montania 4896 Real-Time PCR správně nastaven a připojen k 

počítači nainstalovanému výrobcem nebo autorizovaným technickým servisem. 

• Ověřte, zda jsou k dispozici a skladovány za podmínek vhodných pro experimentální 

uspořádání, zda jsou k dispozici všechna potřebná činidla a složky pro reakci PCR. 

Nastavení vzorku a činidla: 

 

• Připravte si reakční směs PCR podle výše uvedených specifikací. 

• PCR Master Mix rozdělte homogenně do zkumavek PCR. 

 

Přidání vzorků: 

 

• Přidejte extrahované templáty DNA, pozitivní kontrolu a negativní kontrolu do zkumavek PCR. 

• Jemně promíchejte obsah, aby bylo zajištěno správné promíchání templátu s reakční směsí. 

Kroky Teplota Čas 

Počáteční denaturace 95 °C 05:00 minut 

Denaturace 97 °C 00:15 minut 

Annealing  

(sběr dat) 
55 °C 00:50 minut 

Držení 32 °C 00:20 minut 
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Nahrání přístroje PCR: 

 

• Otevřete softwarové rozhraní pro přístroj Montania 4896 Real-Time PCR na připojeném 

počítači. 

• Vytvořte nový experiment nebo vyberte již existující šablonu experimentu vhodnou pro vaši 

reakci PCR. 

• Zvolte, ve kterém bloku bude experiment proveden. 

• Definujte potřebné parametry, jako je reakční objem, podmínky cyklování a detekční 

kanály fluorescence. 

 

Načítání ukázek: 

 

• Přeneste připravené zkumavky PCR do příslušného bloku vzorků přístroje Montania 4896 

Real-Time PCR. Ujistěte se, že jsou víčka pevně uzavřena a vzorky jsou správně zarovnány 

v bloku, aby se předešlo potenciálním problémům způsobeným náhlými změnami teploty 

během provozu. 

Zahájení PCR: 

 

• Znovu zkontrolujte, zda byla všechna požadovaná nastavení a parametry správně zadány 

do softwarového rozhraní. 

 
 

 

Doporučuje se označit experiment v této fázi, aby se zabránilo záměně pořadí vzorku, 

pozitivní kontroly a negativní kontroly ve směsích. 

• Spusťte běh PCR pomocí softwarového rozhraní pro zahájení cyklovacího programu a 

procesu sběru dat. 

• Sledujte průběh PCR v softwarovém rozhraní sledováním amplifikačních křivek a 

fluorescenčních signálů. 

Analýza a interpretace dat: 

 

• Po dokončení PCR testu bude přístroj Montania 4896 Real-Time PCR Instrument 

automaticky generovat amplifikační křivky pro každý vzorek. 

• Interpretujte vygenerovaná data na základě informací uvedených v této uživatelské příručce. 

• Analyzujte odpovídajícím způsobem cílové zesílení, pokud jsou negativní a pozitivní 

kontroly v souladu s kritérii přijatelnosti. 
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Obrázek 4: Amplifikační křivka pro přístroj Montania 4896 Real-Time PCR. 

 

9.6.2. Nastavení experimentu pro detekční systém CFX96 

 

Příprava přístroje: 

 

• Ujistěte se, že je přístroj CFX96 správně připojen ke zdroji napájení a zapnutý. 

• Nechte přístroj zahřát na požadovanou teplotu (pokud je to možné) podle pokynů výrobce. 

• Otevřete software CFX Manager na připojeném počítači. 

 

Příprava vzorku: 

 

• Připravte si reakční směs PCR podle pokynů dodaných se sadou Bosphore Atypical CAP 

Panel Kit. 

• Přidejte svůj vzorek DNA, pozitivní kontrolu a negativní kontrolu do PCR Master Mixu. 

• Reakce se důkladně promíchá jemným pipetováním a zajistí, aby byly všechny složky dobře 

spojeny. 

 

Nastavení desky: 

 

• Připravte si bílou PCR destičku kompatibilní se systémem CFX96. Ujistěte se, že jsou jamky 

správně označeny, aby bylo možné identifikovat vzorky. 

• Přeneste reakční směs PCR do příslušných jamek destičky PCR pomocí mikropipety. 

Zahrňte pozitivní a negativní kontroly. 

• Zakryjte PCR destičku opticky průhlednou lepicí fólií nebo těsněním, abyste zabránili 

kontaminaci a odpařování. 
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Nastavení přístroje: 

• Spusťte software CFX Manager na připojeném počítači, pokud ještě není otevřený. 

• Připravenou PCR destičku vložte do přístroje CFX96. 

• Vytvořte v softwaru nový experiment a specifikujte parametry experimentu (např. cíl, reakční 

objem atd.). 

• Nastavte podmínky tepelných cyklů, včetně počáteční teploty a času denaturace, zesilovacích 

cyklů a teplot annealingu. 

 

Spuštění experimentu: 

• Experiment spustíte kliknutím na tlačítko "Spustit" v softwaru CFX Manager. 

• Přístroj CFX96 bude provádět specifikovaný program tepelných cyklů a současně monitorovat 

fluorescenční signály v reálném čase. 

• Jakmile je běh dokončen, software CFX Manager vygeneruje graf amplifikace Real-time PCR 

a poskytne možnosti analýzy dat. 

Analýza dat: 

• Analyzujte graf amplifikace Real-time PCR pomocí softwaru CFX Manager. Interpretujte 

výsledky podle experimentálních cílů a kritérií přijatelnosti uvedených v této příručce. 

 

Obrázek 5: Amplifikační křivka pro detekční systém CFX96 Real-Time PCR. 

Použití korekce posunu fluorescence a nastavení účaří: 

 

• V softwaru CFX Manager přejděte do nastavení experimentu. 

• Aktivujte funkci korekce posunu fluorescence, abyste kompenzovali případné odchylky v 

intenzitě fluorescence během běhu. 
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• Nastavte Nastavení účaří na příslušné parametry, abyste zajistili přesné výpočty účaří 

během analýzy dat. 

 

9.6.3. Nastavení experimentu pro přístroj LightCycler 480 II 

 

Příprava přístroje: 

 

• Ujistěte se, že je systém LightCycler 480 Instrument II správně připojen ke zdroji napájení 

a zapnutý. 

• Ujistěte se, že je použita bílá deska kompatibilní s Roche LightCycler 480 Instrument II. 

 

Příprava činidla: 

 

• Připravte si PCR Master Mix podle pokynů dodaných se sadou Bosphore Atypical CAP Panel 

Kit. 

• Ujistěte se, že váš PCR Master Mix je správně alikvotován do jednotlivých jamek bílé desky. 

 

Příprava vzorku: 

 

• Připravte vzorky a kontroly ve vhodných objemech. 

• Přidejte své vzorky do PCR Master Mixu a ujistěte se, že obsahují pozitivní a negativní 

kontroly. 

Provedení experimentu 

 

• Otevřete software LightCycler 480 Instrument II na připojeném počítači. 

 

Vytvoření nového experimentu: 

 

• Nastavte experiment zadáním typu experimentu (kvantifikace). 

• Zadejte nezbytné podrobnosti experimentu, jako jsou cílové kanály, názvy vzorků a reakční 

podmínky. 

• Definujte vhodný protokol cyklování pro váš experiment, včetně teplot a časů denaturace, 

annealingu a prodlužování. 

Nastavení rozvržení desky: 

 

• Přiřaďte názvy vzorků k odpovídajícím jamkám na bílé desce. 

• Zahrňte vhodné kontrolní jamky (pozitivní a negativní kontroly) pro interpretaci výsledků. 
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Naložte bílou desku: 

 

• Opatrně vložte bílou destičku s připraveným PCR Master Mixem a vzorky podle rozložení 

definovaného v softwaru. 

• Ujistěte se, že je deska řádně utěsněna, aby se zabránilo kontaminaci a odpařování. 

 

Perform Color Compensation Protocol: 

 

• Proveďte protokol kompenzace barev pomocí sady Bosch Color Compensation Kit Set D 

speciálně navržené pro systém LightCycler 480 Instrument II. 

• Postupujte podle pokynů dodaných se sadou a proveďte protokol kompenzace barev 

přesně. 

Spusťte experiment: 

 

• Umístěte bílou desku do vícejamkového nakladače destiček systému LightCycler 480 Instrument 

II. 

• Zasuňte nakladač s vloženou PCR destičkou do přístroje. 

• Spusťte běh pomocí předdefinovaného cyklovacího protokolu. 

 

Analýza a interpretace dat 

 

Sledujte zesílení v reálném čase: 

 

• Během experimentu bude systém LightCycler 480 Instrument II nepřetržitě měřit 

fluorescenci vyzařovanou vzorky. 

• Software přístroje zobrazí zesilovací křivky v reálném čase pro každou jamku. 

 

Analýza dat: 

 

• Po dokončení běhu otevřete software LightCycler 480 Instrument II pro analýzu dat. 

• Jako typ analýzy vyberte "Abs Quant/Fit Points", abyste zajistili vhodný výběr prahové 

úrovně. 

• Proveďte analýzu pomocí možnosti "Rozsah cyklu". 

 

Interpretujte výsledky: 

 

• Interpretace výsledků naleznete v kritériích přijatelnosti obsažených v této příručce. 
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Nezapomeňte se podívat do uživatelské příručky systému LightCycler 480 Instrument II, kde 

najdete podrobné pokyny k nastavení, provozu a analýze dat přístroje. Kromě toho postupujte podle 

pokynů dodaných se sadou Bosch Color Compensation Kit Set D pro přesné provedení protokolu 

kompenzace barev. 

 

Obrázek 6: Zesilovací křivka pro přístroj LightCycler480 II 
 

 

Zesilovací křivka je pro jeden kanál. Podrobné pokyny specifické pro vaši sadu a model 

přístroje naleznete v uživatelské příručce LightCycler 480 Instrument II. 

9.6.4. Nastavení experimentu pro RotorGene Q 

 

Nastavení přístroje: 

 

• Ujistěte se, že je nástroj Rotor-Gene Q umístěn na stabilním a rovném povrchu. 

• Připojte přístroj ke zdroji napájení a zapněte jej. 

• Nechte přístroj zahřát podle pokynů výrobce. 

 

Příprava vzorku: 

 

• Odeberte a připravte vzorky podle pokynů Bosphore Atypical CAP Panel Kit. 

 

Nastavení reakce: 

 

• Dávkovejte PCR Master Mix do zkumavek nebo proužků PCR, přičemž dbejte na to, aby nedošlo ke 

kontaminaci. 

• Přidejte templáty DNA a pozitivní/negativní kontroly do příslušných jamek nebo zkumavek, 

abyste zajistili správnou identifikaci vzorku. 

 

Vložte stripy/zkumavky: 
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• Opatrně vložte proužky/zkumavky připraveným PCR Master Mixem a vzorky podle správné 

identifikace vzorku definované v softwaru. 

• Ujistěte se, že jsou uzávěry proužků/zkumavek řádně uzavřeny, aby se zabránilo 

kontaminaci a odpařování. 

Podmínky tepelného cyklování: 

 

• Na přístroji RotorGene Q nastavte vhodné podmínky tepelného cyklování podle pokynů v 

části 9.7. 

• Zakažte automatickou optimalizaci zesílení a ručně nastavte zesílení pro každý kanál na 10. 

• Optimalizujte parametry cyklování, včetně teploty denaturace, teploty annealingu a počtu 

cyklů, pro konkrétní test. 

•  

Analýza dat: 

 

• Po dokončení běhu Real-Time PCR analyzujte data pomocí softwaru Rotor-Gene Q. 

• Pro analýzu použijte možnosti "Korekce sklonu" a "Dynamické tuby ", jak doporučuje sada 

atypického CAP panelu Bosphore. 

• Pokud není sigmoidální křivka pozorována, zkuste analyzovat vzorek bez možnosti 

"Korekce sklonu". 

• V případě potřeby použijte možnosti odstranění odlehlých hodnot až do 10 % pro zelené, 

žluté, oranžové a červené filtry. 

• Nastavte vhodné parametry analýzy, včetně nastavení prahové hodnoty, korekce směrného 

plánu a normalizace. 
 

Obrázek 7: Amplifikační křivka pro RotorGene Q. 

9.6.5. Nastavení experimentu pro přístroj Quant Studio 5 Real-Time PCR 
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Příprava přístroje: 

 

• Ujistěte se, že je přístroj Quant Studio 5 zapnutý a připojený k počítači s nainstalovaným 

příslušným softwarem. 

• Zkontrolujte, zda je přístroj čistý a bez jakékoli kontaminace. V případě potřeby přístroj 

vyčistěte podle pokynů výrobce. 

Nastavení desky: 

 

• Připravte si 96jamkovou destičku. Desku odpovídajícím způsobem označte, abyste mohli 

sledovat vzorky a kontroly. 

• Přidejte PCR Master Mix a DNA templáty a pozitivní/negativní kontroly do příslušných 

jamek, čímž zajistíte přesné a precizní pipetování. 

Nastavení přístroje: 

 

• Otevřete na svém počítači software Quant Studio Design and Analysis a navažte spojení s 

přístrojem Quant Studio 5. 

• Vyberte chemii: Protokol TaqMan pro sadu atypických CAP panelů Bosphore na základě 

specifikací sady. Podrobné pokyny k výběru protokolu naleznete v uživatelské příručce k 

softwaru. 

• Nastavte požadované parametry cyklování, včetně počtu cyklů, denaturace, annealing a 

teplot a časů prodlevy, jak je specifikováno sadou atypických panelů CAP Bosphore. 

• Pasivní referenční barvivo nastavte na "žádné". 

• Vyberte vhodné fluorescenční kanály pro sondy použité v sadě atypických CAP panelů 

Bosphore. 

Spusťte experiment: 

 

• Vložte připravenou 96jamkovou destičku do přístroje Quant Studio 5 a ujistěte se, že je 

správně zarovnána. 

• Spusťte experiment ze softwaru, čímž zahájíte běh Real-Time PCR podle zvoleného 

protokolu Chemistry: TaqMan a definovaných cyklických parametrů. 

• Sledujte průběh běhu v reálném čase na softwarovém rozhraní. Přístroj provede potřebný 

teplotní cyklus a fluorescenční detekci pro každý cyklus. 

• Po dokončení běhu vám software poskytne data, včetně zesilovacích křivek, hodnot CT a 

dalších relevantních informací. 

Analýza dat: 
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• Interpretujte výsledky na základě pokynů Bosphore Atypical CAP Panel Kit uvedených v 

příručce k sadě. 

Obrázek 8: Amplifikační křivka pro Quant Studio 5. 

9.6.6. Nastavení experimentu pro Q Real-Time kvantitativní PCR přístroj 

 

Nastavení přístroje: 

 

• Ujistěte se, že je přístroj Q Real-Time qPCR připojen ke zdroji napájení. 

• Stisknutím tlačítka napájení zapněte přístroj a nechte jej zahřát a stabilizovat podle pokynů 

výrobce. 

Nastavení reakce: 

 

• Dávkovejte PCR Master Mix do zkumavek nebo proužků PCR, přičemž dbejte na to, aby nedošlo ke 

kontaminaci. 

• Přidejte templáty DNA a pozitivní/negativní kontroly do příslušných jamek, abyste zajistili 

správnou identifikaci vzorku. 

Vložte stripy/zkumavky: 

 

• Opatrně vložte proužky/zkumavky připraveným PCR Master Mixem a vzorky podle správné 

identifikace vzorku definované v softwaru. 

• Ujistěte se, že jsou uzávěry proužků/zkumavek řádně uzavřeny, aby se zabránilo 

kontaminaci a odpařování. 

 

 

 

 

 

Podmínky tepelného cyklování: 
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• Nastavte podmínky tepelného cyklu na přístroji Q Real-Time qPCR podle pokynů v části 

9.7. 

• Specifikujte teploty a časy denaturace a annealingu pro každý cyklus. 

 

Analýza a interpretace dat 

 

Stanovení prahové hodnoty: 

 

• Definujte prahovou hodnotu fluorescence, která odlišuje signál pozadí od signálu zesílení. 

• V případě potřeby nastavte "Fluorescent Cutoff Level" až na 15 %, abyste optimalizovali 

stanovení prahové hodnoty. 

Výpočet CT: 

 

• Určete prahovou hodnotu cyklu (CT) pro každý vzorek, představující číslo cyklu, při kterém 

fluorescenční signál překročí prahovou hodnotu. 

• Použijte software přístroje nebo vhodné nástroje pro analýzu dat k automatickému výpočtu 

hodnot CT. 

 

Interpretace dat: 

 

• Analyzujte data qPCR a vyvodte smysluplné závěry a interpretace na základě 

experimentálních cílů. 

• Porovnejte a porovnejte úrovně kvantifikace mezi různými vzorky nebo experimentálními 

podmínkami. 

 

Obrázek 9: Amplifikační křivka pro Q Real-Time kvantitativní PCR přístroj. 
 

 

Zesilovací křivka je pro jeden kanál. Podrobné pokyny specifické pro vaši sadu a model 

přístroje naleznete v uživatelské příručce k nástroji Q Real-Time qPCR. 
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10. ANALÝZA 

 

Na konci tepelného protokolu software Real-Time PCR Instrument automaticky vypočítá základní 

cykly a prahovou hodnotu. Analýzu výsledků by měl provádět vyškolený personál, který absolvoval 

požadované školení pro analýzu dat Real-Time PCR. Doporučujeme, aby výsledky testu vyhodnotil 

odborný klinický lékař s přihlédnutím ke klinickým nálezům pacienta a výsledkům dalších testů. 

Veškerá analýza se provádí automaticky při rutinním použití. Pokud však vyškolený personál, 

který absolvoval požadované školení od výrobce, považuje za nezbytné, pokud systém umožňuje co 

nejvíce snížit práh pro detekci nízkých zesílení, je třeba věnovat pozornost tomu, aby prahová čára 

zůstala nad pozadím. 

Negativní kontrola je nezbytná pro přesnou analýzu výsledků. Zkontrolujte negativní ovládací 

prvek a ujistěte se, že nevykazuje žádné zesílení mimo přidružený interní kontrolní filtr. Pokud má 

negativní kontrola signál mimo filtr spojený s interní kontrolou, neuvádějte hlášení výsledků. 

Experiment opakujte po provedení nezbytných opatření proti kontaminaci. Pokud se stejný výsledek 

objeví znovu, obraťte se na výrobce. 

Interní kontrola a pozitivní kontrola sady atypických panelů CAP Bosphore jsou nezbytné pro 

přesnou analýzu výsledků. Kritéria přijatelnosti prahových hodnot cyklu pro interní kontrolu a pozitivní 

kontrolu jsou uvedena níže: 

Komponenta / parametr Prahová hodnota (CT) 

Pozitivní kontrola ≤28 

Interní kontrola ≤32 

Tabulka 7: Kritéria přijatelnosti sady atypických panelů CAP Bosphore. 

Výsledky testů by neměly být oznamovány, pokud nedojde k zesílení interní kontroly u negativních 

vzorků. Pokud zjistíte zhoršení výkonu produktu, kontaktujte prosím výrobce (kontaktní informace 

naleznete na poslední stránce). 

Vzorky, které překročí prahovou hodnotu v kanálech FAM, Texas RED a Cy5, se zobrazí s 

pozitivními /negativními výsledky, vzorky, které prahovou hodnotu nepřekročí, se zobrazí jako "Bez 

CT". Tyto vzorky musí být považovány za negativní nebo s bakteriální zátěží pod detekčním limitem 

testu. U těchto nedetekovatelných vzorků by měla být zkontrolována také HEX data interní kontroly, 

aby se předešlo falešně negativním výsledkům. Opožděná amplifikace interní kontroly může znamenat 

problém v extrakci nukleových kyselin, inhibici PCR nebo chyby aplikace. 

V tomto případě je třeba opakovat extrakci a PCR. Níže uvedená tabulka ukazuje možné výsledky 

a jejich interpretaci. Vezměte prosím na vědomí, že tento produkt poskytuje pouze testování na C. 

pneumoniae, L. 
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Při poskytování výsledku pro pacienty je třeba vzít v úvahu experimentální výsledky 

pneumophila/longbeachae a M. pneumoniae z hadičky, a to i s ohledem na klinické nálezy pacienta a 

pokyny příslušných zdravotnických orgánů: 

 

M
a
s
te

r
 M

ix
 P

C
R

 

Chlamydia 

pneumoniae 

(FAM) 

Interní 

kontrola 

(HEX) 

Legionella 

pneumophila 
/longbeachae 

(Texaská 
červená) 

Mycoplasma 

pneumoniae 

(Cy5) 

 

Výsledek 

 
+ 

 
+/- 

 
- 

 
- 

 
Vzorek je pozitivní na C. pneumoniae  

 
- 

 
+/- 

 
+ 

 
- 

Ukázka je 
L. pneumophila/longbeachae pozitivní 

 
- 

 
+/- 

 
- 

 
+ 

 
Vzorek je pozitivní na M. pneumoniae  

 
- 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
Vzorek je negativní 

 
+ 

 
+/- 

 
+ 

 
- 

Vzorkem je C. pneumoniae a 
L. pneumophila/longbeachae pozitivní 

 
+ 

 
+/- 

 
- 

 
+ 

Vzorkem je C. pneumoniae a 
M. pneumoniae pozitivní 

 
- 

 
+/- 

 
+ 

 
+ 

Ukázka je 
L. pneumophila/longbeachae a 

M. pneumoniae pozitivní 

 
+ 

 
+/- 

 
+ 

 
+ 

Vzorkem je C. pneumoniae, 
L. pneumophila/longbeachae a 

M. pneumoniae pozitivní 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
Test by se měl opakovat! 

Tabulka 8: Interpretace výsledků sady atypických panelů CAP Bospor 

Ve vzácných případech inhibice PCR v důsledku léku nebo jiných inhibitorů PCR ve vzorku 

doporučujeme test inhibovaných vzorků opakovat, a to zmrazením a rozmrazením vzorků DNA a jejich 

použitím v PCR po naředění v poměru 1:2 dH2O. 

• Montania 4896: PCR Master Mix: Možnost přeslechů by měla být upravena tak, jak je uvedeno 

níže: 
 

Obrázek 10: Možnost přeslechů Montania 4896. 

• LightCycler 480 Instrument II - Roche: Pro Roche LightCycler použijte prosím bílou desku 

480 Nástroj II. "Abs Quant/Fit Points" by měl být zvolen jako typ analýzy pro 
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výběr vhodné prahové úrovně. Analýza by měla být provedena pomocí možnosti "Rozsah 

cyklu". Pro LC480 je nutné provést protokol kompenzace barev (Bosphore Color 

Compensation Kit Set D). 

• CFX96 Real-Time PCR detekční systém - Bio-Rad: Použití bílé desky a soustružení 

Pro analýzu se doporučuje použít korekci posunu fluorescence "Použít korekci posunu fluorescence" v 

"Nastavení účaří". 

• Q qPCR Cycler - Quantabio: V případě potřeby použijte "Fluorescent Cutoff Level" do 15 

%. Ujistěte se, že zesílení pro každý kanál bylo ručně nastaveno na 10. 

• Rotor-Gene Q - QIAGEN: Pro analýzu se doporučuje použít možnosti "Korekce sklonu" a 

"Dynamická tuby". Pokud se sigmoidální křivka nepozoruje, zkuste analyzovat vzorek bez 

možnosti "Korekce sklonu". Ujistěte se, že zesílení pro každý kanál bylo ručně nastaveno na 

10. 

• Systém QuantStudio 5 Real-Time PCR – ThermoFisher: Ujistěte se, že pasivní 

referenční barvivo je nastaveno na žádné. 

11. SPECIFIKACE 

 

11.1. Analytická citlivost / mez detekce 

 

Studie analytické citlivosti byly provedeny na různých systémech extrakce DNA s respiračními 

výtěry, sputem a matricemi BAL: 

• Unio B24/B48 Extraction Systems – Unio Bacterial DNA Extraction Kit (Anatolia Geneworks) s 

počátečním objemem 600 μl a elučním objemem 100 μl a/nebo 200 μl počátečním objemem a 

elučním objemem 60 μl. 

• Unio 96 Extraction & PCR Setup System – Unio 96 Nucleic Acid Extraction Versatile Kit (Anatolia 

Geneworks) s počátečním objemem 200 μl a elučním objemem 60 μl. 

Experimenty byly provedeny ve 24 replikátech pro každý patogen. AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL 

BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL (výtěr) (Vircell) a AMPLIRUN LEGIONELLA DNA CONTROL 

(Vircell) byly použity jako referenční materiál a ředění byla prováděna podle jejich bakteriální 

zátěže/koncentrace. 

 

Analytická citlivost pro testy amplifikace nukleových kyselin je vyjádřena 95% pozitivní mezní 

hodnotou. Jedná se o koncentraci analytu, při které 95 % zkušebních cyklů poskytuje pozitivní 

výsledky po sériovém ředění mezinárodního referenčního materiálu. 

LoD je nejnižší koncentrace analytu, kterou lze spolehlivě detekovat v 95 % vzorků testovaných 

v běžném laboratorním prostředí pomocí praktické matrice vzorku. Pro výpočet úrovní citlivosti byl 

použit probitový program Biostat Pro v 7.6.5.0 a byla stanovena LoD 95 %. 
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Úrovně LoD sady Bosphore Atypical CAP Panel Kit byly stanoveny na nástroji Montania 4896 

Real-Time PCR Instrument, poté byly hladiny LoD potvrzeny pomocí 5 různých platforem Real-Time 

PCR, kterými jsou Rotor-Gene Q, LightCycler 480 Instrument II, CFX96 Real-Time PCR Detect, 

QuantStudio 5 Real-Time PCR Instrument a Q Real-Time PCR Cycler. 

 

 
Extrakční 
systém/sada 

 

 
Typ vzorku 

Úroveň LoD 
(získaná s 
Montania 

4896) 

Míra detekce platforem Real-time PCR 

 
CFX96 

 
LightCycler 

480 

 
Rotor - 
Gen Q 

 
Q qPCR PCR 
Instrument 

 
Quant 

Studio 5 

 
 
 
 

 
Unio B24/B48 

Extraction 
Systems a 

Unio Bacterial 
DNA 

Extraction Kit 

Vzorek 
tamponu 
(600 μL-
100 μl) 

CP 911 kopií/ml >95% 100% >95% 100% 100% 

LP 361 kopií/ml 100% 100% 100% 100% 100% 

LL 
10 

kopií/reakce 
100% >95% >95% 100% 100% 

MP 24,5 kopií/ml >95% >95% >95% 100% >95% 

Vzorek 
sputa  

(200 μL- 
60 μl) 

CP 636 kopií/ml >95% >95% 100% 100% 100% 

LP 355 kopií/ml 100% 100% 100% 100% 100% 

LL 
108.6 

kopií/reakce >95% >95% 100% 100% >95% 

MP 26 kopií/ml 100% 100% >95% >95% 100% 

 
Vzorek  

BAL 
(200 μL- 

60 μl) 

CP 618 kopií/ml 100% 95% 100% 95% 100% 

LP 269,5 kopií/ml 100% 100% 100% 100% 100% 

LL 
26.5 

kopií/reakce 100% 100% 100% 95% 100% 

MP 30 kopií/ml 100% 100% 100% 95% 100% 

 
 
 
 
 

 
Unio 96 

Extraction & 
PCR Setup 
System a 

Unio 96 
Nucleic Acid 
Extraction 

Versatile Kit 

 
Vzorek 

tamponu 
(200 μl- 
60 μl) 

CP 377 kopií/ml >95% >95% 100% 100% >95% 

LP 82 kopií/ml 100% 100% 100% 100% 100% 

LL 
58.5 

kopií/reakce >95% >95% 100% 100% >95% 

MP 22,6 kopií/ml 100% >95% 100% 100% 100% 

 
Vzorek 
sputa 

(200 μl- 
60 μl) 

CP 435 kopií/ml 100% 100% 100% 100% 100% 

LP 260,5 kopií/ml >95% 100% >95% >95% 100% 

LL 
55.7 

kopií/reakce 100% 100% 100% 100% 100% 

MP 15,5 kopií/ml 100% >95% >95% 100% >95% 

Vzorek  
BAL 

(200 μL- 
60 μl) 

CP 311 kopií/ml 100% >95% >95% >95% 100% 

LP 167,5 kopií/ml 100% >95% 100% >95% 100% 

LL 
64.5 

kopií/reakce 100% 100% 100% 100% 100% 

MP 25,5 kopií/ml 100% 100% >95% >95% 100% 

Tabulka 9: Hladiny LoD byly stanoveny na Montania 4896 Real-Time PCR Instrument a poté 

potvrzeny pomocí 5 různých platforem Real-Time PCR. 
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11.2. Analytická specificita 

 

11.2.1. Křížová reaktivita 

K eliminaci potenciální zkřížené reaktivity byly použity jak důkazy o návrhu testu, tak 

experimentální studie. Sekvence primeru a sondy byly vyhodnoceny z hlediska možné homologie s 

jinými známými sekvencemi patogenů pomocí srovnávací analýzy sekvencí pomocí zarovnání 

databáze. Aby se zmírnilo riziko zkřížených reakcí, byla souprava testována na zkříženou reaktivitu na 

patogeny pomocí vysoce pozitivních vzorků a bylo zjištěno, že je negativní. 

Experimentální výsledky získané testováním těchto známých vzorků v různých koncentracích na 

všech systémech prokázaly, že souprava specificky a výhradně detekuje zamýšlené patogeny, pro 

které je určena, aniž by detekovala ostatní. 

 

Vzorek Zdroj vzorku Koncentrace 
Výsledek soupravy 

Bosphore Atypical Cap 

Haemophilus influenzae ZeptoMetrix 106 KTJ/ml Negativní 

Chřipkový virus typu B ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

Virus lidské parachřipky 1 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

Virus lidské parachřipky 2 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

Virus lidské parainfluenzy 3 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

Virus lidské parachřipky 4 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

hMPV-16 typ A1 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

Enterovirus typ 68 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

Respirační syncytiální virus typu A ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

Respirační syncytiální virus typu B ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

rhinovirus ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

Koronavirus NL63 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

Chřipka A H1N1 pdm ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

Adenovirus ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativní 

Staphylococcus aureus ZeptoMetrix 106 KTJ/ml Negativní 

Kontrola RNA SARS-CoV-2 Vircell 3 500 kopií/μl Negativní 

Bordetella pertussis ZeptoMetrix 106 KTJ/ml Negativní 

Streptococcus pyogenes ZeptoMetrix 106 KTJ/ml Negativní 

Staphylococcus epidermidis ZeptoMetrix 106 KTJ/ml Negativní 

Streptococcus pneumoniae ZeptoMetrix 105 KTJ/ml Negativní 

Negativní vzorek výtěru Klinický vzorek Není k dispozici Negativní 

Negativní vzorek sputa Klinický vzorek Není k dispozici Negativní 

Negativní vzorek BAL Klinický vzorek Není k dispozici Negativní 

Tabulka 10: Laboratorní výsledky experimentů se zkříženou reaktivitou za mokra. 
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Analýza in silico pro tuto sadu Real-Time PCR zahrnuje posouzení rizika křížové reakce primerů 

a sond obsažených v testu. Riziko křížové reakce se týká potenciální tvorby nespecifických produktů 

PCR, pokud primery i sekvence sondy obsažené v testu vykazují 80 % nebo větší homologii s 

necílovými sekvencemi, které jsou v těsné blízkosti (do 500 párů bází) a mají správnou orientaci 

(opačná vlákna). 

Během in-silico analýzy byla data analyzována porovnáním sekvencí primeru a sondy s různými 

organismy prostřednictvím blast analýzy. Hlavním cílem bylo kontrolovat procento identických čísel 

bází pro každý primer a sondu. Pokud bylo zjištěno více než 80 % identit, bylo provedeno další 

zkoumání identit, včetně orientace a základní pozice. Tato podrobná analýza byla provedena za účelem 

zjištění možnosti vzniku nespecifického PCR produktu. 

Obecné kritérium pro posouzení rizika zkřížené reakce je založeno na přítomnosti primerů i 

sekvencí sond, které vykazují 80% nebo vyšší homologii k necílovým sekvencím v těsné blízkosti (pod 

500 párů bází) a na opačných vláknech. Identifikované riziko naznačuje potenciál pro tvorbu 

nespecifických PCR produktů. 

V následujících tabulkách naleznete výsledky analýzy in-silico, kde jsou uvedeny podobnosti 

sekvencí primerů a sond. 

 

Procentuální míra identity se vypočítá pomocí následujícího vzorce: 

 
 

 
Procentuální míra identit = 100 – ( 

celkový počet neshod na souvisejícím oligo místě pro celou sekvenci 
  zarovnání  x 100) 

Celkový počet bází na souvisejícím oligo místě pro zarovnání celé sekvence 
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 Procentuální míra identit 

Mikroorganismus 
Zákla

dní 
nátěr 
Sense 

Sonda 
Antisense 

primer 

Chlamydia pneumoniae 100% 100% 100% 

Chlamydia caviae* ≥80 ≥80 ≥80 

Chlamydia serpentis** ≥80 ≥80 - 

Chlamydia suis** ≥80 ≥80 - 

Chlamydia psittaci** ≥80 ≥80 - 

Tabulka 11: In silico analýza pro C. pneumoniae. 

 

 

 

*Chlamydia caviae je bakterie, která může být získána ze spojivky morčat. Po vyhodnocení 

počtu a polohy neshod se považuje za vysoce nepravděpodobné, že by došlo ke zkřížené 

reaktivitě. 
**Zvířecí patogeny. Reverzní základní nátěr je vysoce jednozubý; u těchto patogenů se 

tedy neočekává žádná zkřížená reaktivita. 

 
 Procentuální míra identit 

Mikroorganismus 
Zákla

dní 
nátěr 
Sense 

Sonda 
Antisense 

primer 

 

Legionella pneumophila/longbeachae 99.74% 99.70% 99.78% 

- - - - 

Tabulka 12: In silico analýza pro L. pneumophila/longbeachae. 

 
 Procentuální míra identit 

Mikroorganismus 
Zákla
dní 
nátěr 

Sense 

Sonda 
Antisense 

primer 

Mycoplasma pneumoniae 100% 100% 100% 

Acholoe squamosa*** - ≥80 - 

Tabulka 13: In silico analýza pro M. pneumoniae. 

 
 

 

Acanthocheilonema spirocauda je mořský živočich vyskytující se ve Středozemním moři 

a severovýchodním Atlantském oceánu a sekvence primerů se s ním neshodují. 

 Procentuální míra identit 

Analýza exkluzivity genomu 

Homo sapiens  pro 
Chromozóm Základní nátěr 

Sense 
Sonda 

Antisense 

primer 

Chlamydia pneumoniae - - - - 

Legionella pneumophila/longbeachae - - - - 

Mycoplasma pneumoniae - - - - 

Interní kontrola - - - - 

Tabulka 14: Homo sapiens Analýza podobnosti genomu. 
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Sady primer-probe určené pro Bosphore Atypical CAP Panel Kit nevykazovaly ≥80 % 

homologie s jakýmikoli organismy jinými než organismy v tabulce 12-14 v analýze in silico. 

11.2.2. Interference 

 

Potenciální interference na Bosphore Atypical CAP Panel Kit byly testovány s endogenními nebo 

exogenními látkami, které mohou být přítomny ve výtěrech, sputu a BAL vzorcích. 

Negativní a 3xLoD vzorky pro výtěr, sputum a BAL obsahující každou interferující látku byly 

testovány v 5 replikátech. Extrakce DNA byla provedena Unio 96 Extraction & PCR System s Unio 96 

Nucleic Acid Extraction Versatile Kit s počátečním objemem 200 μl a elučním objemem 60 μl. 

Všechny studie interferujících látek ukázaly, že nebyla zjištěna žádná interference v konkrétních 

materiálech a koncentracích, které jsou uvedeny na další stránce. 

 Pro negativní 
vzorky 

Pro pozitivní 
vzorky (3xLoD) 

 

 
Výsledky 

Hmota 

Maximální 
tolerované 

koncentrace 

Testovaný/
Negativní 

Testováno/Pozitivní 

 

Antibiotika (trihydrát 
amoxicilinu a kyselina 
klavulanová) 

2, 4 a 8 mg/ml 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Antivirotikum (Oseltamivir) 
4, 8 a 16 

mg/ml 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 
žádné rušení 

Lék proti bolesti (paracetamol) 
2, 4 a 8 

mg/ml 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 
žádné rušení 

Hygienický výrobek 
(zubní pasta) 

2, 4 a 8 mg/ml 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 
žádné rušení 

Hygienický prostředek 
(ústní voda) 

10, 20 a 40 % 

v/v 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 
žádné rušení 

Nosní sprej 
5, 10 a 20 % 

v/v 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 
žádné rušení 

Tabulka 15: Analýza in vitro : potenciální interferující látky namíchané do negativních a pozitivních 

základních skupin vzorků klinických výtěrů ATYPICAL CAP. 

 
 Pro negativní 

vzorky 

Pro pozitivní 

vzorky (3xLoD) 
 

 
Výsledky 

Hmota 

Maximální 
tolerované 

koncentrace 

Testovaný/

Negativní 
Testováno/Pozitivní 

Antibiotikum (amoxicilin 
trihydrát a kyselina 

klavulanová) 

2, 4 a 8 mg/ml 
 

5/5 
 

5/5 
Nebylo zjištěno 
žádné rušení 

Antivirotikum (Oseltamivir) 
4, 8 a 16 

mg/ml 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 
žádné rušení 

Lék proti bolesti 

(paracetamol) 

2, 4 a 8 mg/ml 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Hygienický 

výrobek 
(zubní pasta) 

2, 4 a 8 mg/ml 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Hygienický 

prostředek 
(ústní voda) 

10, 20 a 40 % 

v/v 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Nosní sprej 
1.25, 2.5 a 

5% v/v 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 

žádné rušení 
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Tabulka 16: Analýza in vitro : potenciální interferující látky namíchané do negativních a pozitivních 

základních skupin vzorků klinického sputa Atypical CAP. 

 
 Pro negativní 

vzorky 
Pro pozitivní 

vzorky (3xLoD) 
 

 

Výsledky  
Hmota 

Maximální 
tolerované 

koncentrace 

Testovaný/ 
Negativní 

 
Testováno/Pozitivní 

Plná krev 
10, 20 a 40 % 

v/v 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Protizánětlivé 
(Prednison) 

8, 16 a 32 
mg/ml 

5/5 5/5 
Nebylo zjištěno 
žádné rušení 

Antibiotika (trihydrát 

amoxicilinu a kyselina 
klavulanová ) 

4, 8 a 16 

mg/ml 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 

žádné rušení 

Antivirotikum (Oseltamivir) 
8, 16 a 32 

mg/ml 
5/5 5/5 

Nebylo zjištěno 
žádné rušení 

Lék proti bolesti 
(paracetamol) 

4, 8 a 16 
mg/ml 

5/5 5/5 
Nebylo zjištěno 
žádné rušení 

Tabulka 17: Analýza in vitro : potenciální interferující látky navýšené do negativních a pozitivních 

základních skupin vzorků atypických klinických vzorků BAL CAP. 

Je však důležité poznamenat, že toto hodnocení bylo omezeno na látky uvedené ve výše 

uvedených tabulkách. Jiné látky nebo stavy, které nebyly testovány v této studii, mohou potenciálně 

interferovat s testy. Pokud máte podezření na přítomnost jakýchkoli takových látek nebo stavů ve 

vašem výtěru, sputu nebo BAL samples, doporučujeme poradit se se zdravotnickým pracovníkem 

nebo kontaktovat náš tým technické podpory pro další pokyny. 

11.3. Měřicí rozsah 

 

Rozsah měření tohoto testu byl stanoven experimentálními postupy zahrnujícími plazmidy, 

protože nebylo možné získat dostatečný počet vysoce pozitivních klinických vzorků. 

Ze zředěného referenčního materiálu AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL BACTERIAL PNEUMONIA 

CONTROL (swab) (Ref.: MBTC022-R) byla vygenerována standardní křivka se známou koncentrací a 

vzorky obsahující sériové ředění plazmidů byly kvantifikovány. Rozsah měření byl stanoven na základě 

nejvyšších a nejnižších pozorovaných koncentrací. 

Rozsah měření sady Bospor Atypical CAP Panel Kit byl stanoven vyhodnocením korelačního 

koeficientu a hodnoty sklonu standardních křivek. U obou parametrů byla splněna kritéria přijatelnosti, 

což svědčí o spolehlivosti výsledků získaných z negativních vzorků obsahujících plazmidy. 

Bylo zjištěno, že rozsah měření pro FAM kanál, konkrétně pro Chlamydia pneumoniae, je mezi 

2,32x1010 kopií/ml a 2,22x103 kopie/ml. 
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Obrázek 11: Křivky zesílení měřicího rozsahu C. pneumoniae obsahující sériová ředění vzorku. 

 

Rozsah měření pro texaský RED kanál, zaměřený na L. pneumophila/longbeachae, byl stanoven 

na rozmezí od 1,59x1010 kopií/ml do 2,34x102 kopií/ml. 
 

 

Obrázek 12: Rozsah měření amplifikačních křivek L. pneumophila/longbeachae obsahujících sériová 

ředění vzorku. 

Pro kanál Cy5, určený pro  detekci Mycoplasma pneumoniae, byl rozsah měření stanoven mezi 

2,2x109 kopií/ml a 2,58x101 kopií/ml. 
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Obrázek 13: Rozsah měření amplifikačních křivek M. pneumoniae obsahujících sériová ředění 

vzorku. 

 

 

11.4. Přesnost 

 

11.4.1. Precizní studie 

Údaje o reprodukovatelnosti pro přesnou studii byly získány analýzou zředěných  klinických 

vzorků pozitivních na Chlamydia pneumoniae / Legionella pneumophila / Legionella longbeachae / 

Mycoplasma pneumoniae  při očekávaných úrovních LoD (na základě hodnot CT). Studie byla 

provedena dvěma různými operátory, ve třech různých prostředích, po dobu pěti různých dnů, s 

použitím dvou různých šarží a pěti replikátů. Dále byly použity vzorky ve dvou různých koncentracích 

(vzorky 3xLoD a 100xLoD). Experimentální design je uveden v tabulce níže. K extrakci byl použit Unio 

96 Extraction & PCR Setup System a Unio 96 Nucleic Acid Extraction Versatile Kit (s počátečním 

objemem 200 μl - 60 μl eluce), následovaný Montania 4896 Real-Time PCR Instrument. 

 
 

Lokalita 1 
(Anatolia R&D Laboratory) 

Lokalita 2 
(Výrobní laboratoř Anatolie) 

Lokalita 3 

(Laboratoř pobočky Anatolie Free 
Zone) 

Nástroj 1 Nástroj 2 Nástroj 3 

Položka 1/Položka 2 Položka 1/Položka 2 Položka 1/Položka 2 

Operátor 1 Operátor 2 Operátor 1 Operátor 2 Operátor 1 Operátor 2 

  
Den 

1 

 
Den 

3 

 
Den 

5 

 
Den 

2 

 
Den 

4 

 
Den 

6 

 
Den 

1 

 
Den 

3 

 
Den 

5 

 
Den 

2 

 
Den 

4 

 
Den 

6 

 
Den 

1 

 
Den 

3 

 
Den 

5 

 
Den 

2 

 
Den 

4 

 
Den 

6 

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

Tabulka 18: Plán přesných experimentů. 

Výsledky PCR (hodnoty CT) byly seskupeny samostatně pro každý kanál: 
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• FAM – C. pneumoniae 

• Texaská červená – L. pneumophila/longbeachae 

• Cy5 – M. pneumoniae 

 

V rámci každého kanálu byly individuálně vyhodnoceny dvě různé koncentrace (3xLoD a 

100xLoD). 

Po seskupení byly provedeny statistické výpočty. Výpočty byly provedeny pro každý cíl v rámci 

koncentrací rozdělených do podskupin. Střední hodnoty, směrodatné odchylky, rozptyly a variační 

koeficient byly vypočteny pro statistickou analýzu pomocí "Analyse-it (Method Validation Edition)" – 

verze 6.15.4. 

Výsledky opakovatelnosti a reprodukovatelnosti jsou uvedeny na následující stránce: 
 

 

Tabulka 19: Výpočty a srovnání hodnot CT získaných pro různou matrici a různé koncentrace u 

FAM (C. pneumoniae), Texas RED (L. pneumophila/ longbeachae) a Cy5 (M. pneumoniae) pro 

šarži 1. 
 

Tabulka 20: Výpočty a srovnání hodnot CT získaných pro různou matrici a různé koncentrace u 

FAM (C. pneumoniae), Texas RED (L. pneumophila/ longbeachae) a Cy5 (M. pneumoniae) pro 

šarži 2. 

 
 

Opakovatelnost Mezi šaržemi Reprodukovatelnost 

SD CV% SD CV% SD CV% 

 

F
A

M
 VZOREK 3xLoD 0.423 1.3 0.608 1.9 0.741 2.3 

VZOREK 100xLoD 0.185 0.7 0.081 0.3 0.202 0.7 
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T
.R

E
D

 VZOREK 3xLoD 0.264 0.8 1.303 4.0 1.329 4.1 

VZOREK 100xLoD 0.150 0.5 0.628 2.2 0.645 2.3 

 

C
y
5
 VZOREK 3xLoD 0.358 1.1 0.864 2.7 0.936 2.9 

VZOREK 100xLoD 0.141 0.5 0.509 1.9 0.528 1.9 

Tabulka 21: Výpočty a srovnání hodnot CT získaných pro různou matrici a různou koncentraci mezi 

šarží 1 a šarží 2. 

V experimentech byla provedena přesná studie 2 různými operátory, na 3 různých místech, v 6 

různých dnech, s použitím 2 různých šarží, v 10 replikátech. Bylo pozorováno, že nebyl žádný 

významný rozdíl (≤5% rozdíly) mezi těmi, kteří použili stejnou koncentraci vzorků. 

 

 

Výsledky "0.0" uvedené ve výše uvedených tabulkách jsou výsledky, které aplikace 

"Analyse-it (Method Validation Edition)" použila při provádění statistických výpočtů a 

zjistila, že jsou "nevýznamné". 

11.4.2. Pravdivost 

 

Ve studii pravdivosti byl připraven referenční vzorek s názvem AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL 

BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL (ref.: MBTC022-R) ve třech různých koncentracích. Na těchto 

ředěních byla provedena lineární analýza a testování bylo provedeno ve dvou samostatných dnech, 

přičemž každý den se skládal z 20 replikátů. 

Pro proces extrakce byly použity Unio 96 Extraction & PCR Setup System a Unio 96 Nucleic Acid 

Extraction Versatile Kit. Počáteční objem byl 200 μl a eluce byla provedena za použití 60 μl. 

Následně byl pro PCR analýzu použit přístroj Montania 4896 Real-Time PCR. Získané výsledky 

byly vyhodnoceny ve vzájemném vztahu. 

Během studie pravdivosti je zásadní porovnávat výsledky pouze v koncentračním rozmezí, do 

kterého patří. Navíc v experimentu s 20 opakováními je důležité, aby všechny replikáty poskytly 

pozitivní výsledky. Různé testovací dny a koncentrace byly považovány za nezávislé parametry, aby 

bylo zajištěno přesné posouzení. 

 
  

Znamenat 
Směrodatná 
odchylka 

 
CV% 

 
 
 
 
 
 
 

 
Den 1 

 
AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL 

BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL 
(kód: MBTC022-R) 

Ředění 1:4 

FAM (CP) 
30.71 0.209 0,682 

T.RED (LP/LL) 
29.40 0.127 0,431 

CY5 (MP) 
26.19 0.210 0,80 

 
AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL 

BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL 
(kód: MBTC022-R) 

Ředění v poměru 1:8 

FAM (CP) 
31.83 0.221 0,695 

T.RED (LP/LL) 
30.71 0.169 0,551 

CY5 (MP) 
27.14 0.117 0,431 

 
AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL 

BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL 
(kód: MBTC022-R) 

FAM (CP) 
32.71 0.451 1,411 

T.RED (LP/LL) 
31.58 0.251 0,796 
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1:16 Ředění 
CY5 (MP) 

29.03 0.184 0,632 

Tabulka 22: Den 1 - Statistická analýza hodnot CT získaných z různých koncentrací AMPLIRUN 

TOTAL ATYPICAL BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL (odkaz: MBTC022-R) pro 
bakterie C. pneumoniae / L. pneumophila / L. longbeachae / M. pneumoniae. 

 

 
Průměrná 
hodnota 

Směrodatná 
odchylka 

 
CV% 

 
 
 
 
 
 
 

 
Den 2 

 
AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL 

BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL 
(kód: MBTC022-R) 

Ředění 1:4 

FAM (CP) 
31.30 0.316 1,011 

T.RED (LP/LL) 
30.79 0.124 0,404 

CY5 (MP) 
27.51 0.083 0,302 

 
AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL 

BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL 
(kód: MBTC022-R) 

Ředění v poměru 1:8 

FAM (CP) 
32.22 0.370 1,147 

T.RED (LP/LL) 
31.82 0.219 0,688 

CY5 (MP) 
28.669 0.128 0,450 

 
AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL 

BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL 
(kód: MBTC022-R) 

1:16 Ředění 

FAM (CP) 
33.36 0.690 2,068 

T.RED (LP/LL) 
32.72 0.310 0,946 

CY5 (MP) 
29.62 0.129 0,435 

Tabulka 23: Den 2 – Statistická analýza hodnot CT získaných z různých koncentrací AMPLIRUN 

TOTAL ATYPICAL BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL (odkaz: MBTC022-R) pro 
bakterie C. pneumoniae / L. pneumophila / L. longbeachae / M. pneumoniae . 

Studie pravdivosti, prováděná po dobu 2 dnů a zahrnující 20 replikátů pro každou ze 3 různých 

koncentrací AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL (odkaz: MBTC022-R) 

pro  bakterie Chlamydia pneumoniae / Legionella pneumophila / Legionella longbeachae / Mycoplasma 

pneumoniae přineslo pozitivní výsledky pro všechny vzorky, jak se očekávalo. 

11.5. Carry-over 

 

Experimentální studie byly použity k řízení přenosového účinku zařízení. K testování tohoto 

parametru byl nejprve použit jeden vysoce pozitivní klinický vzorek, po kterém následoval jeden 

negativní klinický vzorek. Pro proces extrakce byl použit extrakční systém Unio B24 a souprava Unio 

Bacterial DNA Extraction Kit s počátečním objemem 600 μl a elučním objemem 100 μl. Následně byl 

pro analýzu použit přístroj Montania 4896 Real-Time PCR. 

Aby byly splněny požadavky uvedené v nařízení, bylo provedeno minimálně 5 běhů. V každém 

běhu bylo testováno 5 vysoce pozitivních vzorků, mezi nimiž bylo rozptýleno 5 negativních klinických 

vzorků. Tento přístup zajistil splnění výkonnostních kritérií. Konkrétně se očekávalo, že všech 5 

negativních vzorků přinese negativní výsledky v každém běhu, bez jakékoli kontaminace předchozím 

vysoce pozitivním vzorkem. Kritéria přijatelnosti byla definována jako absence hodnoty CT v 

negativních vzorcích. Výsledky získané z experimentálních studií hodnotících přenosové účinky 

soupravy Bosphore Atypical CAP Panel Kit jsou uvedeny na další stránce. 
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Vzorek Běh 1 Běh 2 Běh 3 Běh 4 Běh 5 

Vysoce pozitivní vzorek 
CP/LP/MP*  
(Replikát 1) 

Pozitivní 
(CT:15.85, 

17.04, 
18.35) 

Pozitivní 
(CT:15.87, 

17.01, 
18.38) 

Pozitivní  
(CT: 15.81, 

17.00, 18.60) 

Pozitivní  
(CT: 15.88, 

17.01, 18.51) 

Pozitivní  

(CT: 15.62, 
17.14, 17.45) 

Negativní vzorek 
(Replikát 1) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Vysoce pozitivní vzorek 
CP/LP/MP*  

(Replikát 2) 

Pozitivní  
(CT: 15.88, 

17.04, 18.57) 

Pozitivní  
(CT: 15.82, 

17.05, 18.38) 

Pozitivní  
(CT: 15.91, 

17.06, 18.53) 

Pozitivní  
(CT: 15.81, 

17.06, 18.61) 

Pozitivní 

(CT: 15.60, 
17.98, 17.50) 

Negativní vzorek 

(Replikát 2) 
Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Vysoce pozitivní vzorek 

CP/LP/MP* (Replikát 3) 

Pozitivní  
(CT: 15.79, 

17.05, 18.50) 

Pozitivní  

(CT: 15.69, 
17.04, 18.30) 

Pozitivní  

(CT: 15.80, 
17.05, 

18.44) 

Pozitivní 
(CT: 15.81, 

17.07, 18.59) 

Pozitivní  

(CT: 15.59, 
17.88, 17.39) 

Negativní vzorek 
(Replikát 3) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Vysoce pozitivní vzorek 

CP/LP/MP*  

(Replikát 4) 

Pozitivní  
(CT: 15.82, 

17.05, 18.55) 

Pozitivní  
(CT CT: 15.81, 
17.06, 18.41) 

Pozitivní  

(CT: 15.81, 
17.02, 

18.42) 

Pozitivní 
(CT: 15.79, 

17.04, 18.46) 

Pozitivní  

(CT: 15.64, 
17.89, 17.67) 

Negativní vzorek 
(Replikát 4) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Vysoce pozitivní vzorek 

CP/LP/MP*  
(Replikát 5) 

Pozitivní  
(CT: 15.85, 

17.06, 18.60) 

Pozitivní  

(CT: 15.76, 
17.06, 18.52) 

Pozitivní  

(CT: 15.81, 
17.06, 

18.64) 

Pozitivní  
(CT: 15.78, 

17.05, 18.58) 

Pozitivní  

(CT: 15.70, 
17.21, 17.56) 

Negativní vzorek 
(Replikát 5) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Negativní 
(Bez CT) 

Tabulka 24: Přenosové účinky Bosporovy sady atypických panelů CAP. 
*CP: Chlamydia pneumoniae, LP: Legionella pneumophila/longbeachae, MP: Mycoplasma pneumoniae 

 

Na základě získaných údajů všechny negativní vzorky vykazovaly "Žádné CT", jak se očekávalo, a 

bylo zjištěno, že nedošlo k žádnému přenosovému efektu pro všechny negativní vzorky ve všech bězích. 

11.6. Bosphore Atypical CAP Panel Kit Stabilita 

 

Na základě údajů o stabilitě byla stanovena doba použitelnosti 18 měsíců od data výroby. 

 

11.7. Stabilita při použití 

 

Sada atypických panelů CAP BOSPHORE prošla komplexním testováním stability během 

používání, aby byl zajištěn spolehlivý výkon v různých podmínkách. 

Pro vyhodnocení stability soupravy byly navrženy experimentální sestavy, které simulovaly 

scénáře z reálného světa. Bylo provedeno několik cyklů zmrazení/rozmrazení na dvou různých 

koncentracích (100xLoD a 3xLoD) vzorků výtěrů spolu s pozitivními a negativními kontrolami. 

Souprava byla poté porovnána s výsledky 0. dne. Pro statistickou analýzu byl použit t-test 

(dvouvýběrový za předpokladu nestejných rozptylů, dvoustranný). 

Zjištění ukázala, že Bosphore Atypical CAP Panel Kit zůstává stabilní až po čtyřech cyklech 

zmrazení/rozmrazení. Po čtvrtém cyklu však byl pozorován významný rozdíl ve vzorcích výtěrů 
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100xLoD C. pneumoniae (p=0,00088). Proto se pro optimální výkon doporučuje omezit soupravu na 

tři cykly zmrazení/rozmrazení. 

Dále byla hodnocena stabilita soupravy během 90minutové inkubace v chladicím stojanu Unio 

96 Extraction & PCR Setup System. Analýza zahrnovala testování dvou koncentrací (100xLoD a 3xLoD) 

a negativního vzorku na výtěrové matrici, jejich porovnání s referenční soupravou. Statistická analýza 

prokázala, že souprava zůstala během inkubace ve studeném stojánku stabilní (p>0,05). 

Tyto studie stability při použití ujišťují uživatele, že sada atypického panelu CAP Bosphore si 

zachovává svůj výkon a zajišťuje přesné a spolehlivé výsledky pro aplikace Real-time PCR. 

11.8. Stabilita při přepravě 

 

Součásti souprav Bosphore Real-Time PCR jsou naprosto stejné jako u ostatních souprav 

Bosphore Real-Time PCR. Proto jsou podmínky skladování, přepravy a použití stejné. Bosphore 

CT/NG/MG Panel Kit v1 Transport Assay, provedený mezi 22. a 28. únorem 2024 a trvající 6 dní 1 

hodinu a 30 minut, je považován za referenci pro Bosphore Atypical CAP Panel Kit. 

Tento experimentální plán byl již dříve proveden a ověřen pro Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1. 

Společnost Anatolia Geneworks využívá podobné technologie a materiály ve všech soupravách 

Bosphore Real-Time PCR. 

Stabilita přepravy byla ověřena pomocí 25 kg suchého ledu, 2 gelových obalů se studeným 

řetězcem a 1 tepelného indikátoru po dobu až 6 dnů. Přepravní box musí být vyroben z polystyrenu 

se specifikacemi; rozměr vnější části 675x520x300 mm, vnitřní rozměr 575x420x200 mm, tloušťka 

stěny 50 mm, hustota 30 kg/m3. Vlastnosti gelových obalů se studeným řetězcem musí mít hmotnost 

500±50 gramů a musí být naplněny gelem se studeným řetězcem. Kruh tepelného indikátoru musí 

být po přepravě bílý. Nakonec musí být polystyrenová krabice a prohlubně víka úhledně zarovnány a 

pevně uzavřeny lisováním shora a utěsněny lepicí páskou o velikosti 45 mm x 100 m, přičemž kolem 

víka se utěsní alespoň 3 náboji. Polystyrénová krabice obsahující sadu Real Time PCR o 

specifikovaných rozměrech nesmí být otevřena v žádné fázi přepravy a při přijetí musí obsahovat 

suchý led. Také pokud dojde ke změně některé z uvedených podmínek, je nutné studii stability 

dopravy opakovat. 

Na základě těchto zjištění musí být validovaný rozsah přepravních teplot v rozmezí -20 °C až -

90 °C. 
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11.9. Metrologická návaznost 

 

Metrologická návaznost pozitivní kontroly soupravy Bosphore Atypical CAP Panel Kit je 

kalibrována z hlediska hodnoty koncentrace/CT vůči DNA AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL BACTERIAL 

PNEUMONIA CONTROL (SWAB). 

Experimentální výsledky prokázaly, že koncentrace pozitivní kontroly pro C. pneumoniae je 

přibližně 4,56x1010 kopií/ml a to odpovídá průměrné hodnotě CT 17,96 (podle přístroje Montania 

4896 Real-Time PCR). 

 

Pokusný výsledky dokázaný že ten koncentrace z ten Pozitivní řízení pro 

L. pneumophila/longbeachae je 2,89 x 109 kopií/ml a to odpovídá průměrné hodnotě CT 19,84 (podle 

přístroje Montania 4896 Real-Time PCR). 

 

Experimentální výsledky prokázaly, že koncentrace pozitivní kontroly na M. pneumoniae je 

1,93 x 108 kopií/ml a to odpovídá průměrné hodnotě CT 20,84 (podle přístroje Montania 4896 Real-

Time PCR). 

 

12. TECHNICKÁ POMOC 

 

V případě jakékoli technické pomoci nebo dotazů týkajících se vaší sady Real-Time PCR jsme tu, 

abychom vám pomohli. Chápeme, že mohou nastat situace, kdy budete potřebovat odborné vedení a 

podporu. Ať už máte dotazy týkající se používání sady, řešení problémů nebo interpretace dat, náš 

specializovaný tým technických odborníků je vám k dispozici. 

Chcete-li kontaktovat náš tým technické podpory, použijte prosím kontaktní údaje uvedené v části 

16. 

 

Když nás kontaktujete, uveďte prosím podrobné informace o vašem konkrétním dotazu nebo 

obavě. To nám umožní poskytnout vám co nejpřesnější a nejefektivnější pomoc. Prosíme vás, abyste 

si připravili následující informace: 

Podrobnosti experimentu: Popište své experimentální nastavení, včetně typu vzorku, cílového 

genu, reakčních podmínek a jakýchkoli specifických problémů, se kterými se setkáváte. Čím více 

informací nám můžete poskytnout, tím lépe porozumíme vašim potřebám a nabídneme správnou 

podporu. 

Přístrojové vybavení a software: Pokud je to možné, uveďte přístroj a software Real-Time PCR, 

který používáte. Tyto informace nám umožní poskytnout pokyny specifické pro možnosti a vlastnosti 

vašeho přístroje. 
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14. SYMBOLY 

 
 

 Výrobce 

 

 Tento produkt je v souladu  

s příslušnými požadavky EU 
 

 
Diagnostické zařízení in 

vitro  

 

 
Jedinečný identifikátor zařízení 

 

 

 

Katalogové číslo 

 

 

 

Číslo šarže 

 

 

 

Poznámka 

 

 

Nahlédněte do (elektronického) návodu 

k použití 

http://www.anatoliageneworks.com/support 
 

 

 

Expirace 

 

 

 

Teplotní limity 

 

 

 

Upozornění 

  

 

15. INFORMACE PRO OBJEDNÁNÍ  

 

 

 

Katalogové číslo: 

ABCAP3 (100 rxn/box) 

ABCAP2 (50 rxn/box) 

ABCAP1 (25 rxn/box) 

 

16. KONTAKTNÍ INFORMACE  

 

 

 

Anatolia Tanı ve Biyoteknoloji Ürünleri Araştırma 

Geliştirme Sanayi ve Ticaret A.Ş 

Adresa: Hasanpaşa Mah. Beydağı Sok. No: 1-9H, 34920 

Sultanbeyli / İstanbul / Türkiye 

Aydınlı Sb Mah. Matraş Cad. No: 18/Z02, 34956 

Tuzla / İstanbul / Türkiye 

Telefon: +90 216 330 04 55 Fax: +90 216 330 00 42 

E-mail: info@anatoliageneworks.com 

www.anatoliageneworks.com 

Anatolia Geneworks®, Bosphore®, Montania® a Unio® jsou registrované ochranné 

známky společnosti 
Anatolia Tanı ve Biyoteknoloji A.Ş. 
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