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1. POPIS PRODUKTU A POUZITI

Bosphore Atypical CAP Panel Kit je in vitro diagnostickd souprava pro polymerazovou retézovou
reakci v realném case urcend pro kvalitativni detekci Chlamydophila pneumoniae také znamé jako
Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae), Legionella pneumophila/longbeachae (L.
pneumophila/longbeachae) a Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae)) bakteridlni DNA
extrahovand z respiracnich vytérl, sputa a bronchoalveolarni lavaze (BAL) od jedincl, u nichz je

podezreni, Zze jsou témito bakteriemi infikovany zdravotnickymi organy.

Tato souprava v multiplexnim formatu ma za cil diagnostikovat onemocnéni kvalitativni detekci
pritomnosti bakterialni DNA C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a M. pneumoniae. Zatizeni
je vhodné pro pouziti u bézné populace, vcéetné dospélych, starsSich osob, téhotnych osob, déti a

novorozencl s podezfenim na infekce C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a M. pneumoniae.

Pozitivni vysledky ukazuji na pfitomnost bakteridlni DNA C. pneumoniae, L. pneumophila /
longbeachae a M. pneumoniae. V pripadé pozitivniho vysledku neni vylouceno riziko infekce jinymi
bakteriemi nebo viry. Negativni vysledky neodvrati C. pneumoniae, L. pneumophila / longbeachae a
M. pneumoniae a neméla by byt pouzivdna jako konecny zaklad pro rozhodnuti o |é¢bé pacienta.
Pozitivni a negativni vysledky musi byt kombinovany s klinickymi pozorovanimi, anamnézou pacienta

a epidemiologickymi informacemi.

Sada atypického panelu CAP Bosphore je urCena pro pouziti kvalifikovanym a vyskolenym
klinickym laboratornim personalem, ktery absolvoval pozadované skoleni v oblasti analyzy dat Real-

time PCR a provadéni diagnostickych postupd in vitro.

Tato souprava detekuje tyto patogeny, jmenovité C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a
M. pneumoniae, v jedné zkumavce s pouzitim jedné zkumavky. Konzervované oblasti genu MOMP pro
C. pneumoniae, genu MIP pro L. pneumophila/longbeachae a adhesinu (gen P1) pro M. pneumoniae
se pouzivaji jako cilovd mista pro specifickou diskriminaci patogent. Fluorescenéni detekce se
dosahuje pomoci filtrl FAM, HEX, Texas RED a Cy5.

Soucasti sady je interni kontrola pro kontrolu extrakce DNA, inhibice PCR a chyb v aplikaci.
Vnitini ovladaci prvek je synteticka molekula DNA. Zafizeni je uréeno k tomu, aby bylo kompatibilni a

pro pouziti s nasledujicimi systémy Real-Time PCR a systémy pro extrakci DNA.

e PFistroj 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
IT - Roche, Q gPCR Cycler - Quantabio, Rotor-Gene Q - QIAGEN
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e Unio Bakterialni DNA extrakcni sada - Unio B24/B48 Extrakeni systémy (Anatolia Geneworks),
Unio 96 Univerzalni sada pro extrakci nukleovych kyselin - Unio 96 Extrakce & PCR nastavovaci systém
(Anatolia Geneworks)

FAM HEX Texas RED Cy5
(Gen) (Gen) (Gen) (Gen)
Chlamydia , Legionella Mycoplasma
. Interni ? .
pneumoniae kontrola pneumophila/longbeachae pneumoniae
(MOMP) (MIP) (adhesin (gen P1))

Tabulka 1: Kanaly, kterymi jsou patogeny kontrolovany, a souvisejici geny.

2. OBSAH

Bosphore Atypical CAP Panel Kit se skladdd z nasledujicich dH20, Real-Time PCR Master Mix,
pozitivni kontroly a interni kontroly.

Komponenta Cinidlo 100 reakci 50 reakci 25 reakci
1 dH20 (1 000 pl) (1 000 pl) (1 000 pl)
2 Master Mix PCR (825 pl x 2) (825 pl) (413 pl)
3 Interni kontrola (600 pL) (600 pl) (600 pl)
4 Pozitivni kontrola (200 pl x 2) (200 i) (200 pl)

Tabulka 2: Obsah sady atypického panelu CAP Bosphore.

3. SKLADOVANI

PCR reagencie pro Bosphore Atypical CAP Panel Kit by mély byt skladovany pfi -20 °C.
Je tfeba se vyvarovat opakovaného rozmrazovani a zmrazovani (>3x), protoZe to miZe sniZit citlivost.

Pokud maji byt sloZzky pouzity v malych mnozZstvich, mély by byt zmrazeny v pomérnych mnoZstvich.

PFi pfipravé PCR by slozky nemély byt vystaveny pokojové teploté a slozky hlavniho mixu PCR
by nemély byt vystaveny svétlu nebo vzduchu vice, nez je nutné. Lahvicky musi byt uzavreny s
vyjimkou pipetovani. Doporucujeme pfipravit PCR na chladicim bloku a PCR master mix uchovavat v
uzaviené nadobé.

Pokud jsou komponenty skladovany podle doporu¢enych podminek, zlstanou stabilni aZ do data
expirace uvedeného na etiketach.
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5.

POTREBNE MATERIALY A ZARIZENI

PFistroj 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 gPCR Cycler — Quantabio, Rotor-Gene Q - QIAGEN

0,1 ml nebo 0,2 ml tenkosténné PCR zkumavky, PCR desti¢ky nebo stripy

Unio Bakterialni DNA extrakc¢ni sada - Unio B24 extrakcni systém nebo Unio B48 extrakcni
systém (Anatolia Geneworks), Unio 96 Nukleova kyselina extrakce Univerzalni sada - Unio

96 Extrakce & PCR nastaveni systému (Anatolia Geneworks)

Mraznicka (-20 °C)

Stolni centrifuga s rotorem pro mikrocentrifugac¢ni zkumavky o objemu 1,5 ml nebo 2 ml
Kalibrované nastavitelné mikropipety

Bezpyrogenni mikropipetovaci Spic¢ky s filtry DNase, RNase, pyrogenni
Mikrocentrifugacni zkumavky DNaza, RN4za, bez pyrogent o objemu 1,5 ml nebo 2 ml

Jednorazové laboratorni rukavice, plasté a Cepice

DULEZITE POZNAMKY A BEZPECNOSTNI POKYNY

Datum dodani a vyprSeni platnosti:

Vyrobek by mél byt dodavan na suchém ledu. Po pfijezdu si ovéfte jeho pritomnost.

Po prijezdu zkontrolujte data expirace na krabici a Stitcich tuby. Nepouzivejte produkty

nebo komponenty, jejichz platnost vyprsela.

Manipulace a prevence kontaminace:

Se soucastmi produktu a vzorky zachdazejte spravné, abyste zabranili kontaminaci a udrzeli

optimalni vykon.

Provadé&jte extrakci nukleovych kyselin, nastaveni PCR a analyzu PCR v rdznych oddilech.

Vzorky skladujte oddélené, aby nedoslo ke kontaktu se soucastmi soupravy.
Vyvarujte se vymény lahvi¢ek nebo uzavérd lahvi.

Skladujte vzorky a kontaminované materialy oddélené od soucasti soupravy.
Po amplifikaci neotvirejte PCR desticky a/nebo zkumavky.

Pro nastaveni PCR a extrakci nukleovych kyselin pouZijte samostatné/prifazené sady

mikropipet.

Kéd: MB279vof
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Noste laboratorni plasté, cepice, masky a Cisté pary rukavic specifické/uréené pro operace

nastaveni PCR, extrakce nukleovych kyselin a analyzy PCR.

Pouziti komponenty:

Nekombinujte komponenty z riznych 8arZi sad, protoZe by to mohlo ohrozit vykon

produktu.

Pouzivejte pouze specifikované typy vzork( dodané s touto sadou. PouZiti jinych typl

vzorkl mdze ohrozit vykon produktu.

Zajistéte spravnou centrifugaci sloZzek produktu po rozmrazeni, aby nedoslo ke kontaminaci

zbytky reagencii ve vickach, ktera by mohla ohrozit vykon produktu.

Nastaveni a analyza PCR:

Pfitomnost inhibitord PCR muZe vést k fale$n& negativnim nebo neplatnym vysledkim.

Postupujte podle zadanych svazkl pro nastaveni komponent uvedenych v ndvodu k pouZiti.

PouZiti rliznych svazki ovliviiuje vykon produktu.

Budte opatrni, abyste se vyhnuli zdmé&né vzorkl nebo ID vzork( b&hem nastavovani PCR
nebo prenosu do pfistroje PCR, protoZe nespravné ptifazeni samples muze vést k fale§né
pozitivnim nebo fale$né negativnim vysledkdm.

Dodrzujte stanovené podminky cyklovani uvedené v navodu k pouZziti. Pouziti jinych

podminek jizdy na kole m{ze ohrozit vykon produktu.

PouZivejte pouze nastaveni ovladacich prvkd specifikovana v navodu k pouziti pro analyzu

dat. Pouziti riznych nastaveni ovladdacich prvkd mdze vést k nespravnym vysledkim.

VVybaveni a rozmrazovani:

Pouzivejte kalibrované nebo ovérené mikropipety, bezpazové a bezpyrogenni
mikropipetovaci Spicky s filtry a mikrocentrifugacnimi zkumavkami bez RNaz, RNaz a

pyrogend.

Pfed zahajenim zkusebniho postupu dikladné rozmrazte véechny soucasti. Po rozmrazeni
kratce odstredte (odstfedujte 3-5 sekund) a pred pouzitim dobfe promichejte, abyste

zajistili homogenitu.

Komponenty soupravy nechte na ledu nebo chladicim bloku, dokud neni reakce pfipravena,

a rychle je vratte na -20 °C.

Bezpecnostni opatreni a likvidace odpadu:

Prohlédnéte si informace o patogenech, abyste si byli védomi zdravotnich rizik.

Prezkoumejte postupy cisténi/dezinfekce vhodné pro prislusné patogeny.

Kéd: MB279vof
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S biologickymi vzorky zachazejte s maximalni opatrnosti v mikrobiologické bezpecnostni
A skrini prislusné tridy. Vyhnéte se fyzickému kontaktu s patogeny noSenim laboratornich

plastd, bryli, depic, masek a rukavic. Nejezte ani nepijte na pracoviéti a zabrarite
neopravnénym osobam v pristupu do pracovniho prostoru.

e Zlikvidujte vSechny patogenni odpady vzniklé béhem kroku extrakce nukleovych kyselin,
véetné respiracnich vytérd, sputa a BAL samples a materialy, které s nimi pfichazeji do styku,

do zdravotnického odpadu v souladu s mistnimi predpisy pro bezpecnou likvidaci.

e Obalové materidly soupravy a plastové jednorazové vyrobky mohou mit vliv na zivotni
prostredi. Dodrzujte vhodné protokoly recyklace nebo likvidace, abyste minimalizovali dopad
na zivotni prostfedi. Laboratore musi spliovat mistni pfedpisy pro bezpecnou likvidaci

obalovych materiald a jednorazovych plastd.
5.1. Zbytkova rizika

I kdyzZ tato souprava Real-time PCR byla navrzena tak, aby usnadnovala pfesnou detekci
C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a M. pneumoniae, je dulezité si uvédomit uréita zbytkova
rizika spojend s jejich pouzivanim. V souladu s predpisy byla poskytnuta nasledujici omezeni,
kontraindikace, bezpe&nostni opatieni nebo varovani, aby byla zajisténa bezpelnost uZivatell a

spolehlivé vysledky:
5.1.1. Omezeni vzorku a detekce

Tato souprava je specialné uréena pro pouziti s nasledujicimi typy vzorkQ: respiraéni vytéry,

sputum a BAL. Pfi pouziti s jinymi typy vzork( nemusi poskytovat presné vysledky.

Souprava je urcena pro detekci bakterii C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a

Pouze M. pneumoniae . Neni vhodny pro detekci jinych patogend nebo mikroorganismd.
5.1.2. Kontraindikace

Neexistuji zadné specifické kontraindikace spojené s pouzitim této sady PCR. Lze jej pouzit ve

vSech vékovych skupinach za predpokladu, Ze jsou odebrany vhodné vzorky.
5.1.3. Opatreni

Podrobna opatfeni, kterd je tfeba pfijmout pfi pouzivani sady, naleznete v celém
"POZADOVANYCH MATERIALECH A ZARIZENICH" a v této ¢asti uzivatelské priru¢ky. Tato opatieni
pokryvaji aspekty, jako je odbé&r vzorkd, manipulace s &inidly a bezpe¢nostni opatfeni k zajisténi

ptesnych a spolehlivych vysledkd.

Je dlleZité si uvédomit, Ze pokud je souprava pouzivdna b&hem doby pouzitelnosti, za vhodnych
skladovacich podminek, ve vhodném laboratornim prostredi a kompetentnim technickym personalem,
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nejsou k dispozici 24dné olekavané problémy. Je vSak dlleZité dodrZovat bezpe&nostni opatteni a
pokyny uvedené v uzivatelské prirucce, aby se minimalizovala pfipadna rizika spojend s pouzivanim

sady.

Peclivé si prosim prectéte a pochopte vSechny poskytnuté informace, vietné omezeni,
bezpelnostnich opatfeni a pokynl uvedenych v uzivatelské pfiruéce, abyste zajistili bezpe¢né a

efektivni pouzivani této sady Real-Time PCR.

Dokument Souhrn bezpecnosti a vykonu (SSP) naleznete na adrese:
A https://www.anatoliageneworks.com/SSP/SSP Bosphore Atypical CAP Panel Kit v01.pd

f

6. OMEZENI POUZITI PRODUKTU

e VsSechny slozky mohou byt pouzity vyhradné pro diagnostiku in vitro .
e Tento produkt by mél byt pouzivan touto uzivatelskou priruckou.

e Tento produkt by mél byt pouzivan personalem specialné vyskolenym k provadéni

laboratornich technik molekuldrni genetiky.
7. NAKAZA

7.1. Struktury a strukturni slozky Chlamydia pneumoniae, Legionella

pneumophila/longbeachae a Mycoplasma pneumoniae

Chlamydia pneumoniae

Chlamydia pneumoniae také znama jako Chlamydophila pneumoniae (C. pneumoniae) je
intraceluldrni obligatni bakterie, kterd zplsobuje infekce dychacich cest u lidi. Pat¥i do stejné Zeledi
jako C. pneumoniae a Chlamydia psittaci, coz je Chlamydiaceae. Komunitni pneumonie (CAP),
bronchitida a sinusitida patii mezi respiraéni onemocnéni zplisobend
C. pneumoniae. Jedna se o gramnegativni, tycinkovity, Casto se vyskytujici intracelularni bakterialni
patogen (Cheong et al., 2019). C. pneumoniae ma genom, ktery ma velikost jen asi 1,2 milionu pard
bazi. Obsahuje genetické instrukce pro mnoho riznych proteind nezbytnych pro bun&éné funkce, jako
je metabolismus, replikace a kontakt s hostitelem. Bakterie je zavisla na hostitelskych burnkach z
hlediska rliznych Zivin, véetn& ATP, protoZe postrada cetné metabolické drahy (Hammerschlag et al.,
2015; Kalman et al., 1999).

Komplex vnéjsi membrény chlamydii se sklada z lipopolysacharidu (LPS), proteind bohatych na
cystein MOMP (40 kDa), OMP2 (60 kDa) a OMP3 (9 kDa) a rodiny dal$ich polymorfnich proteini vné&jsi

membrany (pmp).
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MOMP je povrchovy porin o sile 40 kDa, ktery tvofi pfiblizné 60 % vnéjsiho membranového
komplexu Chlamydia EB. MnoZstvi tohoto proteinu ve vné&jsi membréné chlamydii naznaduje, ze mize

hrat vyznamnou roli v interakcich chlamydii s hostitelskymi burikami (Bermudez-Fajardo et al., 2011).

RB
9 8 hr
N | T——
® 2hr | & 8-18 hr
EQB d Phagosome fusion Reorganization
toR
) | | AB EB to RB
Attachment and ingestion - P —
= N | — N
2 puaizians
a 0}3_,, Persistence MUI(ID“C&!/IOH of RB
0:30}%0 7 18-24 hr
9ge? Ny | 48-72 hr 24-48hr /Loor) o

0,0
| e oy a,,:ao N g °
Extrusion and release | '#%5s 0
of infectious EBs (1o Condensation RB to EB

Mature inclusion

Obrazek 1: Zivotni cyklus chlamydii v epitelidlnich burikdch (Hammerschlag et al.,

2015). (AB, aberantni télo; EB, elementarni téleso; N, jadro; RB, sitované télo)
Charakteristicky dvoufazovy zZivotni cyklus, ktery zahrnuje dvé odliSné formy - elementarni télo
(EB) a sitované télo (RB) - definuje strukturu C. pneumoniae. Infekéni forma bakterie, zndma jako
EB, se &ifi z jednoho hostitele na druhého. Ma prdmér 200-400 nm a je drobny a zaobleny. Proteiny

a LPS tvofi vnéjsi membranu EB, ktera chrani bakterii pred lidskym imunitnim systémem.

EB se zmé&ni na RB, coZ je replikativni forma, jakmile vstoupi do hostitelské bufiky. RB ma primér
zhruba 800 nm a je delSi a vétsi nez EB. Je umistén v inkluzi, vakuole vdzané na membranu. RB se
replikuje binarnim stépenim uvnitf inkluze a produkuje c¢etné potomky. RB produkuje proteiny a

nukleové kyseliny nezbytné pro jeho replikaci a je metabolicky aktivni.

RB zaloZené na inkluzi pokracuji v replikaci, dokud neni dosazeno predem stanovené prahové
hodnoty, kdy se znovu diferencuji na infekéni EB. Extruze nebo bunééna lyza mize uvolnit &erstvé
vytvorené EB z hostitelské bunky, kde se pak mohou rozsifit do okolnich bunék nebo infikovat nové

hostitele (Hammerschlag et al., 2015).
Legionella longbeachae a Legionella pneumophila

Bakterie Legionella pneumophila (L. pneumophila) a Legionella longbeachae (L. longbeachae)
patfi do rodu Legionella. Je znamo, Ze onemocnéni lidského dychaciho traktu vcetné legionarské

nemoci a pontiacké horecky jsou zplsobena témito bakteriemi.
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Mezi gramnegativni bakterie patfi L. longbeachae a L. pneumophila. Jsou pleomorfni, coz
znamend, e mohou mit rlizné tvary, jako jsou bacily, které jsou tycinkovité, a kokobacily, které jsou
kratké a ovalného tvaru. Tyto bakterie jsou obvykle mezi 0,2 a 0,5 pm Siroké a 2 az 5 um dlouhé. L.
longbeachae a L. pneumophila jsou bakterie bez biciku, coz znamena, ze se nemohou pohybovat
pomoci bi¢ikl (Faulkner & Gardufio, 2002; Edelstein, 2009).

Oba druhy jsou schopny vytvofit pouzdro, které je vnéjsi ochrannou vrstvou bunécné stény.
Kapsle napomaha schopnosti bakterii vyhnout se imunologickym reakcim hostitele. Oba
L. pneumophila a L. longbeachae maji ve svych bunécnych sténach LPS, coz jsou silné stimulatory
imunitniho systému v hostiteli. Virulence téchto bakterii je ovlivnéna vrstvou LPS.
L. pneumophila a L. longbeachae maji vnéjs&i membranu, ktera slouzi jako bariéra a zahrnuje rtizné

proteiny a receptory, stejné jako jiné gramnegativni bakterie (Yang et al., 2022).

Schopnost L. pneumophila mnozit se v hostitelskych burikach je jednou z jejich zakladnich
charakteristik. Vakuola obsahujici legionellu (LCV), specificky kompartment vdzany na membranu, se
vytvari, kdyz bakterie infikuji lidské plicni epitelidlni bufiky a makrofagy. Bakterie se mohou v této
vakuole mnozit a vyhybat se imunologickym reakcim hostitele (Finsel & Hilbi, 2015). Zivotni cyklus a
morfologie

L. pneumophila jsou uvedeny na obrazku 2.
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Obrazek 2: Schematicky pFehled morfologickych stavl L. pneumophila (Oliva et al., 2018).

Na rozdil od L. longbeachae, kterd je obvykle spojena s infekcemi pirendsenymi z pldy nebo
zalévani plddy na rozdil od vodnich zdrojd - které jsou hlavnim rezervodrem L. pneumophila - je
dlleZité si uvédomit, Zze L. pneumophila je druhem nejcasté&ji spojovanym s infekcemi u lidi (Chambers
et al., 2021).

Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae) je mala patogenni bakterie, ktera patfi do tfidy

Mollicutes. Casto zplsobuje infekce dychaciho systému ¢lovéka, véetné zapalu plic.
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Jeden z nejmensich identifikovanych sebereplikujicich se organismd, M. pneumoniae, se obvykle
pohybuje ve velikosti od 0,1 do 0,2 um. Jeho charakteristicka forma je definovana pleomorfni

strukturou, kterd mu umozfiuje nabyvat né&kolika tvart, jako je vldknity, hrudkovity a kokoidni.

Plazmatickd membrana chrani bakterie pfed vnéjsimi vlivy a reguluje pohyb chemikalii dovnitr
a ven z bunky. Protoze M. pneumoniae nema bunécnou sténu, coz je charakteristicky rys bakterii, je

rezistentni vQ¢&i nékolika 1ékim, které inhibuji syntézu bun&énych stén (Waites & Talkington, 2004).

M. pneumoniae se miZe ptipojit k respiracnimu epitelu a kolonizovat ho, protoZe mé na svém
bunécném povrchu urcité adhezni proteiny. Tyto adheziny, vCetné P1, P30 a P116, umoznuji bakterii
pripojit se k ur&itym receptordm na hostitelskych bufikach, co? ji umozfiuje zahajit infekci. Prava
kapsle, coz je polysacharidovy povlak nachazejici se v mnoha bakteriich, u M. pneumoniae chybi.
"Struktura podobna cytoskeletu" nebo "pfipojovaci organela M. pneumoniae" (P1 adhesin), sit proteinl

spojenych s povrchem, by pfesto mohla mit vzhled kapsle (Jiang et al., 2021).

Bunécna organela umisténd na jednom konci bunky je znama jako polarni Upon. Je
charakterizovan membranovym vycnélkem skladajicim se z nékolika povrchovych struktur podobnych
napu a vnitiniho jadra, jak je znazornéno na obrdzku 3. Proces adheze je usnadnén slozitou a
mnohostrannou interakci mezi cytoskeletdlnim systémem, ktery pfipomina sit, a adhezivnim

proteinem pfitomnym na povrchu.

Povrchova struktura pfipominajici zdfimnuti se sklada predevsim z adhezinu P1, P30, P40 a P90.
Vnitfni struktura jadra se sklada ze tfi odliSnych soucasti: koncového tlacitka, sparovanych desek a
komplexu misy (kola) umisténého na prednim konci. Tato struktura hraje kliCovou roli ve vyvoji
attachmentové organely. Primarni proteiny zahrnuji mimo jiné proteiny s vysokou molekulovou
hmotnosti (HMW1, HMW2, HMW3), proteiny P65, P200, CpsG, MPN387, Lon proteaza, P41 a P24 (Hu
et al., 2022).

M. pneumoniae ma kompaktni genom slozeny pouze z jedné kruhové molekuly DNA. Jeho
kompletni sekvenovani odhalilo maly genom s asi 816 394 pary bazi. Genom bakterie obsahuje
genetické instrukce pro mnoho metabolickych enzym(, transportérl, adhesinl a slozek virulence
(Himmelreich et al., 1996).

Zvlastni forma pohybu, kterou M. pneumoniae ma, je znama jako "plachténi".
M. pneumoniae nema biciky, na rozdil od bakterii, které je maji. Misto toho pouziva komplikovanou
metodu k vyrobé& sily potfebné pro klouzani po povréich, co? vyzaduje koordinované pusobeni

cytoskeletélnich proteini (Balish, 2014).
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Obrazek 3: Proteiny, které tvori vnitfni strukturu a povrchovy adhezni komplex pripojovaci
organely (Hu et al., 2022).
7.2. Globalni prevalence, mira vyskytu a populace s vysokym rizikem

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

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

dychacich cest véetné komunitniho zapalu plic. C. pneumoniae je Castou pficinou infekci dychacich
cest u dospélych i déti. Odhaduje se, ze infekce C. pneumoniae je zodpovédna za asi 20 % infekci
dolnich cest dychacich. Kromé zapalu plic,
C. pneumoniae je také identifikovéna jako etiologicky plvodce faryngitidy, tracheitidy, sinusitidy,
zanétu stfedniho ucha, bronchitidy a bronchiolitidy. Neddvna zjisténi také naznacuji, ze organismus
mzZe vyvolat n&kolik chronickych onemocnéni véetné astmatu a aterosklerézy (Choroszy-Krdl et al.,
2014).

Zapal plic zplsobeny C. pneumoniae je celosvétové se vyskytujici zdravotni problém. Ve
Spojenych statech je kaZdoro¢né& hldSeno 300 000 pFipadl. Studie naznacuji, Ze prevalence je
mnohem vy3&i v rozvojovych zemich. Kvili nedostateénému hlddeni a dohledu v3ak nejsou znama
presna Cisla. Imunokompromitovani pacienti jsou povazovani za pacienty s vySSim rizikem z hlediska
morbidity a mortality (Kuo et al., 1995; Mussa et al., 2006).

C. pneumoniae mize kolonizovat nos, hrdlo, pridusnici a plice pacienta. Bakterie se ptrenaseji
kontaktem s rukama, vdechovanim a povrchy prostiedi, které vznikaji pfi kychani infikované osoby,
nemocném kasli v tésném kontaktu se zdravym jedincem. Bakterie vyzaduji dlouhou inkubacni dobu,
aby infikovaly ostatni. Pfenos nemoci je Castéjsi v preplnénych verejnych prostorach, jako jsou

nemocnice, Skoly, véznice, ubytovny atd. (Conklin et al., 2013; Fajardo et al., 2015).
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L. pneumophila je plvodcem legioneldzy, kterd se oznaduje jako legionaiska nemoc a pontiacka
hore¢ka. Legionafska nemoc je bronchopneumonie s &etnosti zachvatl 2-7 % a inkubaéni dobou
trvajici 2-10 dni. Naproti tomu Pontiacka hore¢ka je akutni onemocnéni s mirou zachvatt 95- 100 %
a inkubacni dobou dlouhou 36 hodin. 1-3 % komunitnich pneumonii, 13 % nemocnicnich pneumonii
a 26 % atypickych pneumonii jsou zplsobeny L. pneumophila. V&k, kouteni a chronickd onemocnéni
zaloZzena na imunosupresi jsou rizikovymi faktory legionelézy (Svétova zdravotnicka organizace: WHO,
2022). 75-80 % pripad souvisejicich s L. pneumophila je starsich 50 let a 60-70 % prFipad{ jsou
muzi. Ackoli pfesna mira vyskytu neni zndma, v Evropé&, Australii a USA je zjist&no 10-15 pfipadl na

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

Nejb&Zné&j$im zplsobem prenosu L. pneumophila je vdechovani aerosold.
Aerosoly kontaminované L. pneumophila mohou byt chladici systémy, zafizeni pro respiracni terapii,
primyslové chladici kapaliny, vifivé 1dzné a domaci vodni systémy. Vystaveni kontaminované vodé
nebo ledu by mohlo predstavovat riziko pfenosu, zejména pro nemocnic¢ni pacienty a déti béhem
porodl do vody. Nedochazi v&ak k 24dnému pfimému pienosu z ¢lovéka na ¢lovéka (Chambers et al.,
2021).

M. pneumoniae , ktera je hlavnim plvodcem lidské primarni atypické pneumonie, patfi do tfidy
Mollicutes. Infekce M. pneumoniae s inkubacni dobou 2-3 tydny se vyskytuji po celém svété bez vztahu
k roénimu obdobi nebo geografii a mohou zpUsobit epidemie kazdych 4-8 let (Abdulhadi, 2023). K
prenosu muize dojit prostfednictvim aerosold v t&sném kontaktu. Ohniska se obvykle vyskytuiji v
populacich v Gzkém kontaktu, jako jsou $koly, vojenské zakladny atd. Je zndmo, Ze zpUsobuje rizné
pfiznaky, jako jsou primarni atypické pneumonie, tracheobronchitida v 70-80 % pfipadl a také

onemocnéni hornich cest dychacich (Atkinson et al., 2008).

L. longbeachae, clen celedi Legionellaceae, je bakterie, kterd se vyskytuje predevsSim v
kvétinacich a kompostech. Je pojmenovan podle toho, Ze byl poprvé izolovan od pacienta se zapalem
plic v Long Beach v Kalifornii. Infekce L. longbeachae u lidi jsou nejcastéjsi v Australii (Alli et al.,
2003; Grove et al., 2002; Korman et al., 1998). Pfipady zdokumentované z né&kolika rliznych zemi,
jako jsou USA, Velkd Britanie, Japonsko a Recko, vak naznacuji, ze L. longbeachae je celosvétové
rozsifeny patogen. Infekce mdZe byt velmi zavazna a vést ke smrti, pokud se nelé&i (Mercante &
Winchell, 2015; Chambers et al., 2021; Velonakis et al., 2010; Okazaki et al., 1998). Pfestoze cesta
pfenosu nemoci neni dosud prokazana, predpokladd se, Ze organismus se prendsi prevazné
vdechovanim prachu z kontaminované pldy. Kromé& expozice aerosolu je po pifimém kontaktu s
kontaminovanou smési nebo kompostem mozna také cesta prenosu z ruky do Ust (O'Connor et al.,
2006). Prenos z Clovéka na ¢lovéka nebo ze zvifete na ¢lovéka neni zdokumentovan. Horecka, zimnice,
bolest hlavy, dusnost, bolest na hrudi, kadel a bolesti svalG patfi mezi pfiznaky infekce legionellou.

Riziko onemocnéni se zvysuje s vékem, koufenim a imunosupresi.

7.3. Soucasna praxe
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Atypickd komunitni pneumonie oznaluje typ zépalu plic zplsobeny patogeny odli$nymi od
typické bakterie Streptococcus pneumoniae. Termin "atypické" se pouziva proto, Ze tyto infekce se
obvykle projevuji mirnéjsimi respiraCnimi pfiznaky a nereaguji dobfe na bézna antibiotika, ktera
nejsou Ucinnd proti typickym bakteriim zdpalu plic. Ctyfi bé&zné pticiny atypické CAP jsou C.

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

Vzhledem k tomu, ze se legionely nemohou vyvinout na standardnich kultivaénich médiich,
diagndza se tradi¢né opira o pozitivni sérologii nebo antigenni test v moci. Kazdé z téchto hodnoceni
ma podstatnd omezeni. 20 % nebo vice pacientd s kultivané prokédzanou infekci legionellou
sérokonvertuje a sérokonverze muze trvat mésice, co? vyzaduje testovani po dobu nejméné dvou
mésicl, ne-li déle. Testovani antigenu v mod¢i je vysoce specifické, ale spolehlivé detekuje pouze L.
pneumophila séroskupinu 1 a séroskupinu 6; v mnoha regionech vs$ak jiné druhy (zejména L.
longbeachae a L. micdadei) jsou rozsirenéjsi. Testovani antigenu na legionellu v moci se doporucuje
u vech pacientl pfijatych na JIP s t&Zkou CAP pro diagnostické G&ely a pro Ulely vefejného zdravi.
PFima detekce antigenu nebo detekce nukleovych kyselin v respiracnich sekretech byla primarni

metodou pro diagnostiku infekce legionellou.

PFima fluorescencni detekce antigenu byla vyvinuta pfed prichodem PCR, ale od té doby byla z
velké Casti nahrazena PCR, ktera je citlivéjsi, méné zavisla na technikovi a snadnéji se automatizuje.
Testy PCR na legionellu jsou kombinaci "domacich" testl a komeréné dostupnych produktl s hldsenou
citlivosti a specificitou (pficemz vSechny ostatni testy jsou zlatym standardem). Vzhledem k tomu, zZe
testy PCR na /egionellu mohou obvykle detekovat vSechny druhy, neni prekvapivé, ze jsou citlivéjsi
nez testovani antigenu v moci. Existuje rozumny argument pro provadéni antigenniho testovani v moci
i PCR na respiraénich sekretech kvdli zvy$ené diagnostické vyté&Znosti. Je ddleZité poznamenat, ze
aspiraty z nosohltanu a vytéry z krku maji vyznamné snizeny vytézek pro detekci /egionelly pomoci
PCR, ale mohou byt uziteCné pro pacienty, ktefi nemohou produkovat spontanni nebo indukované
vzorky sputa (Murdoch, 2003).

Drive byly mykoplazmatické infekce diagnostikovany primarné prostiednictvim sérologie,
nicménég, stejné jako u sérologickych testl pro mnoho patogend, ma to vyznamnd omezeni v ranych
stadiich onemocnéni, kdy jsou faleSné negativni vysledky bézné. Obrovské rozdily v odhadovaném
podilu pfipadl CAP ptipadajicich na M. pneumoniae, které se pohybuiji od méné neZ 1 % do vice nez
50 %, jsou pravd&podobné zplsobeny obtizemi pfi stanoveni diagnézy a také vyraznymi sezdnnimi
rozdily v jejich vyskytu. PCR obchazi néktera omezeni sérologie pro diagnostiku infekce mykoplazmaty

a sloZitosti vyvoje testl a relativnich vykonnostnich charakteristik byly dikladné& pfezkoumany jinde.

Vykonnostni charakteristiky testl PCR pro M. pneumoniae se zdaji byt pfinejmensim srovnatelné
s testy pro infekce legionellou a mozna dokonce lepsi. Stejné jako je tomu v pfipadé jinych je mira

detekce M. pneumoniae v nasokraryngealnich aspiratech pomoci PCR nizsi nez ve vzorcich sputa. V
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posledni dobé je zajem o testy detekce antigenu pro diagnostiku
M. pneumoniae , protoze maji potencial pro testovani v misté péce, ale dosud nevstoupily do hlavniho

proudu klinické praxe (Waterer, 2017).

Chlamydie a Chlamydophila byly preklasifikovany do jednoho rodu. C. psittaci a
C. pneumoniae jsou dobfe znamy jako pficina CAP, i kdyZ jsou témér vzdy identifikovany jako mnohem
méneé rozsirené nez infekce mykoplazmaty a legionellou. Jiné patogeny podobné Chlamydophile (jako
Parachlamydia acanthamoebae a Simkania negevensis) byly také navrzeny jako potencialni pric¢iny 50
nebo vice procent pfipadd CAP, ve kterych neni identifikovan zadny patogen. Specifi¢nost pozitivni
sérologie pro C. pneumoniae byla také zpochybnéna, protoze studie vyuzivajici diagnostiku zalozenou
na PCR obvykle zjistily mnohem nizsi miru infekce nez dfivéjsi studie zalozené na sérologii a bylo
pouZito velké mnoZstvi testl s rGznymi vykonnostnimi charakteristikami. Stejné& jako u Mycoplasmy
je sérologie chlamydii Casto negativni v cCasném stadiu onemocnéni, coz Cini z PCR vynikajici
diagnosticky test. Chlamydie, na rozdil od legionelly a mykoplazmat, nelze detekovat pomoci testl
PCR zalozenych na 16S. Vzhledem k obtiznosti a nizkému vytézku kultury Chlamydophila se provadi
jen zridka; proto jsou vyvinuté PCR testy obvykle srovnavany se sérologickymi testy s jejich znamymi
omezenimi, jak bylo diskutovano. Proto skutecna citlivost PCR pro druhy Chlamydia neni zndma.
Hld8ena specificita vétsiny testd je vdak vyrazné vyssi nez 95 %; v dlsledku toho by se mélo jednat

o pozitivnim vysledku ve vhodném klinickém prostifedi (Sharma et al., 2017; Gautam, 2023).
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7.4. Typ vzorku pacienta

Vyté&r, sputum a bronchoalveolarni lavaz (BAL) jsou tfi typy vzork{, které se nejéasté&ji vyuzivaji

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

téchto typld vzorkd je shrnuto v tabulce 3 nize:

Typ vzorku Vyhody Omezeni
Atypické patogeny, jako
. ., jsou Mycoplasma
Neinvazivni a

Vytér: Vytér Vzorky se odebiraji z
nosohltanu nebo orofaryngu pomoci
sterilniho tamponu a transportuji se
virovym transportnim médiem.

pacienty dobre
snasené.

Snadno dostupné a
nakladové efektivni.

Vhodné pro
hromadny
screening béhem
epidemii.

pneumoniae, Chlamydia
pneumoniae a
Legionella pneumophila,
se Casto vyskytuji v
nizkych koncentracich v
dychacich cestach. To
ztézuje ziskani
dostatecného mnozstvi
patogenu ve vzorcich
vytérd.

Sputum: Vzorky sputa se ziskavaji
vykaslavanim, vyvolanim kasle nebo
technikami fizenymi bronchoskopii.
Vzorky jsou vySetfeny na pritomnost
respiracnich patogend.

Poskytuje pfimy
vzorek z dolnich cest
dychacich, kde mohou
byt atypické patogeny
koncentrovanéjsi.
Mze byt uzitedny pro
identifikaci dalSich
respiracnich stavd.

Potize se ziskavanim
kvalitnich vzorka,
zejména u pacientd se
suchym kaslem nebo
potizemi s
vykaslavanim.
Kontaminace ustni
florou mdze vést k
falesné pozitivnim
vysledkdm.

Nemusi byt vhodny
pro pacienty se
zavaznym
onemocnénim nebo
pro ty, ktefi nejsou
schopni produkovat
sputum.

Bronchoalveolarni lavaz (BAL):
Bronchoalveoldrni lavdz zahrnuje
zavedeni bronchoskopu do dolnich
cest dychacich a instilaci sterilniho
fyziologického roztoku k odbéru
vzorkd z alveoldrnich prostor.

Vysoce specificky a
citlivy, protoze pfimo
odebira vzorky z
mista infekce.

Vhodné pro kriticky
nemocné pacienty a
pacienty s tézkym
zapalem plic.

Invazivni zakrok
vyzadujici
specializované
vybaveni a
kvalifikovany
personal.

Riziko komplikaci,
jako je krvaceni nebo
infekce.

Nemusi byt vhodny
pro b&zné pouziti kvili
své invazivité.

Tabulka 3: Srovnani vzork( vytérd, sputa a BAL.
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7.5. Pfehled alternativnich zafFizeni pro méreni cilového analytu

Vzhledem k podobnosti mnoha projevt legionelly s normalni i atypickou pneumonii maji klinické
ptiznaky a radiologické dikazy omezeny diagnosticky vyznam. Podle Centra pro kontrolu a prevenci
nemoci Ize potvrzeni infekce legionellou zjistit rdznymi metodami, véetné kultivace bakterie Legionella
ze vzorkd sputa nebo bronchoalveoldrni lavaze, pozitivhiho antigenniho testu v moci, PCR nebo
detekce ctyfnasobného zvyseni  specifickych protildtek proti legionelle (Legionarska nemoc
Diagnostika, |éCba a prevence
| CDC, 2021; Phin et al., 2014). Informace tykajici se t&chto testl jsou struéné& uvedeny v tabulce 4.
U¢innost diagnostickych testl zaloZzenych na PCR vykazuje vysokou Uroven specificity a citlivosti, jak
je uvedeno v tabulce.

Je véak dlleZité si uvédomit, Ze tyto testy dosud neziskaly schvaleni od Uradu pro kontrolu
potravin a léCiv (FDA). Dalsi techniky, jako je pfimé imunobarveni, se pouzivaji za ucelem identifikace
ptitomnosti bakterii. Tyto metody v&ak n&kdy vyZzaduji rudivé postupy za Géelem ziskani vzorkd tkané
pro diagnostické testovani (Sharma et al., 2017).

Citlivost z a
Test (%) Vyhody Omezeni
Kultura 20-80 Detekuje vSechny druhy legionelly VyZaduje technvi,cké
znalosti, delsi dobu
trvani >5d
Dostupné sady jsou
Mocovy Rychlé vysledky ve stejny den, omezeny prevazné na L.
- 70-100 : A . % S ,
antigen nejsou ovlivheny lécbou pneumophila; ostatni
antibiotiky druhy mohou z{stat
nepozorovany
Polymerazova . o , Mohou byt pozorovany
Fetézova reakce |  95-99 Rélc{l‘('aeé potvrziicl ':(‘j’r?arﬁtmn' odchylky specifické pro
(PCR) Yr pouZitou soupravu PCR
Sérologie 80-90 Maly ucinek antibiotické lecby Jsou vyz,adovar)y
sparovane vzorky
PFimy
fluorescencni 25-75 Provadi se na patologické tkani Technicky obtizné
test

Tabulka 4: Testovani druh( legionel pro diagnostické ucely (CDC, 2021).

BéZzné metody pouzivané k detekci chlamydiové infekce zahrnuji sérologické vysSetreni, stejné
jako kultivaéni nebo PCR analyzu vzorkd dychaciho traktu. V minulosti byla diagnostika chlamydiové
infekce zaloZzena predevsim na sérologickych testech, které spocivaly v posouzeni hladin IgG nebo IgA

protilatek v akutnich a rekonvalescentnich vzorcich séra a urceni, zda doslo ke ¢tyfnasobnému zvyseni
téchto hladin.
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Sérologické techniky mohou byt obecné povazovany za zatézujici vzhledem k pozadavku, aby
pacienti znovu navstivili zdravotnické zafizeni ptiblizné 4 aZ 6 tydn{ po jejich podateéni prezentaci za

Ucelem retrospektivniho ovéreni diagnozy.

Retrospektivni povaha diagnostiky stavu navic znamena, ze sérologické vysledky nemaji zadny
vliv na rozhodnuti tykajici se IéCby. Alternativni sérologicka kritéria, ktera umoznuji diagndzu pfi
po&ateéni prezentaci, zavisi na dobé& odbé&ru vzorku, protoZze zvy&eni titrd nemusi byt zaznamenano
brzy v pribé&hu akutniho onemocnéni nebo reinfekce. Mezi tato kritéria patfi titr protiladtek IgM v séru
1:16 nebo vyssi (She et al., 2010; Puolakkainen, 2013). Vyhradni spoléhani se na pocatecni
sérologické vzorky pro diagnostické G&ely, bez zahrnuti retrospektivniho potvrzeni pomoci vzorkdt
rekonvalescentniho séra, predstavuje potencialni nebezpedi prehlédnuti vyznamného podilu infekci,

které se odhaduji mezi 25 % a 33 %.

Kromé toho mdlze byt vyuziti prvniho sérologického testovani omezeno prodlouzenou dobou
potifebnou pro ziskani vysledkd, kterd mize trvat n&kolik dni. Toto zpozdéni pFi ziskavani vysledkd

test( dale omezuje jejich pouzitelnost pfi véasném rozhodovani o pocateéni pédi.

Specifiénost sérologickych pFistupl je omezena moZnosti zkFizené reaktivity mezi antigeny C.
pneumoniae a antigeny jinych druhl Chlamydia. Mikroimunofluorescence je obecné povazovéna za
zlaty standard sérologické diagnostiky (Burillo & Bouza, 2010). Metoda ELISA je alternativni moznosti,
kterd by mohla byt potencidlné& méné sloZitd z hlediska technickych pozadavkl a nabidnout
objektivnéjsi interpretaci ve srovnani s mikroimunofluorescenci. Diagnosticka uziteCnost fixace
komplementu se nenavrhuje kvlli jeji slabé citlivosti a specificité (Verkooyen et al., 1998;
Puolakkainen, 2013).

Zapal plic byl dlouho povazovan za klinickou diagndzu, jak doporucuje IDSA, kdy by pacient mél
mit sugestivni pfiznaky a souvisejici zobrazovaci nalezy korelujici se zapalem plic (Mandell et al.,
2007). Dalsi souvisejici diagnostické techniky zlstaly sporné, protoze casto poskytuji vysledky s
nizkou vytéZznosti. Stanoveni trend( antibiotické rezistence a epidemiologie onemocnéni vyZaduje
potvrzeni diagnostickych testl. M. pneumoniae byla historicky diagnostikovana pomoci kultur a
sérologie, pfi¢em? izolace prostfednictvim kultivace byla zlatym standardem. V dlsledku ndro&né
povahy M. pneumoniae se na tomto organismu jiz neprovadi rutinni kultivaéni testovani kvili jeho
pomalému rdstu, promé&nlivym vysledklm kultivace a $patné klinické relevanci (Reinton et al., 2013;
Diaz & Winchell, 2016).

Alternativni techniky diagnostiky M. pneumoniae zahrnuji testy fixace komplementu, vysSetfovani
aglutinace mikrocCastic a sérologické studie vyuzivajici ELISA k méfeni exprese protilatek proti
bakteriim. V sérologickych testech bylo pozadovano, aby parova séra vykazovala vyznamny 4nasobny
vzestup IgG nebo naslednou sérokonverzi IgG v sérech ziskanych o 3-4 tydny pozdé&ji, aby bylo mozné

stanovit presvédcivou diagndzu.
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Sérologické testy maji také nizkou uziteCnost pFi identifikaci akutnich infekci M. pneumoniae v
klinické praxi a ¢ast&ji se pouzivaji jako retrospektivni potvrzeni pro epidemiologicky vyzkum kvdli
zpozdéni v tvorbé protilatek béhem prvni infekce a ¢asu potfebnému k umoznéni sérokonverze.
Diagnostika infekci M. pneumoniae se posouvéd smérem k rychlej&im molekularnim pristupim, jako
jsou techniky amplifikace nukleovych kyselin, kv{li ¢etnym nevyhoddm kultivace a sérologie (Loens &
Ieven, 2016; Loens et al., 2003; Youn & Lee, 2012).

Kromé PCR byly vyvinuty dalsi alternativni amplifika¢ni techniky, véetné amplifikace zalozené na
sekvenci nukleovych kyselin (NASBA), amplifikace zprostfedkované transkripci, ligdzové retézové
reakce, amplifikace replikdzy QB a amplifikace posunuti Fetézcd. Vys$e uvedené pfistupy predstavuji
potencidlni alternativy k PCR pro detekci

M. pneumoniae ve vzorcich z respirac¢nich cest.

Existuje véak omezeny soubor vyzkumU o aplikaci téchto technik v tomto specifickém kontextu,
s vyjimkou amplifikace zalozené na sekvenci nukleovych kyselin. Psani na stroji
M. pneumoniae byla provedena pomoci testu NASBA, ktery se specificky zaméFuje na oblast 16S rRNA,
nasledovany gelovym testem vazanym na enzym (ELGA). Nasledné byla NASBA ve spojeni s Enzyme-
Linked Genetic Assay (ELGA) a metodou elektrochemiluminiscence pouzita k identifikaci pritomnosti
RNA M. pneumoniae v extraktech nukleovych kyselin odvozenych ze vzorkl respiraénich onemocnéni.
Replikdzovy test QB byl pouZit pro detekci syntetickych transkriptd rRNA M. pneumoniae 16S a zda

se, ze vykazuje nizsi citlivost ve srovnani s PCR (Loens et al., 2003b).

Test LAMP (Loop-Mediated Isotermalification Project) prokazuje stabilitu, rychlost, nakladovou
efektivitu a ucCinnost. Metoda umoznuje amplifikaci DNA nebo RNA pfi konzistentni teploté, bez
nutnosti rozsahlého cyklovani. Tento pFistup optimalizuje procesy extrakce DNA nebo RNA a tepelného
cyklu v PCR. Sledované fragmenty DNA nebo RNA mohou podstoupit vyznamnou amplifikaci 109 az
101%rét ho dobu 1 hodiny, pfiéemz jsou vystaveny izotermickym podminkam v teplotnim rozmezi 60-
65 °C. Mezi hlavni vyhody techniky LAMP patfi jeji rychlost, nakladova efektivita a absence slozitych
post-amplifikaénich protokoll (Mercante & Winchell, 2015).

K dnednimu dni byl test LAMP &iroce pouZivan pro detekci environmentalnich materiald, které
vykazuji pozoruhodnou Urover specificity nad 90 %. Né&kolik zdokumentovanych pfipadl poskytlo
dlkazy o pouZiti LAMP pro identifikaci legionelly v lidskych vzorcich. Tato metoda se ukazala jako
zvIasté uzitednd u pacientl, ktefi maji dobfe definovanou anamnézu expozice legionelle v Zivotnim
prostiedi , ale méli negativni test na antigen v moci (UAT). V nedavném vyzkumu byly vzorky sputa
a bronchoalveolarni lavazni tekutiny (BALF) podrobeny paralelnimu testovani pomoci technik PCR,
kultivace a LAMP. Pozoruhodné je, ze LAMP vykazoval vynikajici citlivost a specificitu ve srovnani s
PCR a kulturou.
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Vyzkum provedeny v této studii byl vSak omezeny rozsahem, protoze zahrnoval velmi maly
vzorek jedincl s diagnézou LP, konkrétné& se zamé¥Fenim pouze na kmen L. pneumophila. Kromé toho
nedostate¢nd validace molekuldrni identifikace produkti PCR a LAMP v sekvenovani DNA zvysuje
nejistotu ohledn& potencidlniho vyskytu fale$n& pozitivnich vysledkl. Predpokladd se, Ze
prostfednictvim dalsiho vyzkumu se vyuziti LAMP mUZe rozsifit mimo dobfe vybavené nemocnice nebo
laboratofe a zahrnout primarni nemocnice a dokonce i testovani v terénu, ¢imz se odstrani poZzadavek

na termocyklické zafizeni (Moosavian et al., 2019; Lu et al., 2011; Bai et al., 2023).
7.6. Konsenzualni odborna stanoviska / postoje prFislusnych profesnich sdruzeni
C. pneumoniae:

Za predpokladu dostupnosti vhodného typu vzorku doporucuje CDC PCR jako preferovanou
metodu pro diagnostiku akutni infekce C. pneumoniae (Chlamydia pneumoniae: Diagnostické metody
pro laboratore | CDC, 2021).

L. pneumophila/ L. longbeachae:

CDC specifikuje, ze k diagnostice L. pneumophila Ize pouzit metodu PCR /

L. longbeachae (Diagnostika, l1é¢ba a prevence legionafské nemoci | CDC, 2021).
M. pneumoniae:

Za predpokladu dostupnosti vhodného typu vzorku doporucuje CDC jako preferovanou metodu
pro diagnostiku akutni infekce M. pneumoniae (Mycoplasma pneumoniae: Diagnostické metody pro
laboratore | CDC, 2022).

8. METODA

Bosphore Atypical CAP Panel Kit je kvalitativni diagnosticky nastroj uréeny k detekci specifickych
oblasti DNA pomoci metody Real-Time PCR. Real-Time PCR, také znama jako kvantitativni PCR (qPCR),
je vykonna technika, kterd umoznuje sledovani PCR reakce v redlném case, coz eliminuje potfebu

dalSich analytickych metod, jako je gelova elektroforéza.

Reakce Real-Time PCR zacina pocatecnim krokem denaturace. Béhem tohoto kroku se PCR
zkumavka obsahujici reakéni smés zahreje na teplotu 95 °C a tato vysoka teplota se udrzuje po dobu
5 minut. U¢elem podatecni denaturace je rozdélit dvouvldknovy templat DNA na jednotliva vidkna, co?
poskytuje vychozi bod pro naslednou amplifikaci. Tento krok zajistuje, ze Fetézce DNA jsou k dispozici

pro vazbu se specifickymi primery.

Po podatedni denaturaci probiha reakce fadou cykll, z nichZ kazdy se sklada z krokd denaturace

a annealingu. Ke kroku denaturace dochazi béhem kazdého cyklu, kde
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reakéni smés se zahfeje na teplotu 97 °C po dobu 15 sekund. Tato vysoka teplota zajistuje, Ze se
vldkna DNA zcela oddéli a poskytuji jednovlaknové templaty pro nasledujici kroky. Denaturace
zahrnuje naruseni vodikovych vazeb mezi fetézci DNA, coz vede k rozdéleni dvouvlaknové DNA na

jednotlivé jednovlaknové templaty DNA.

Po denaturaci se reakcni teplota b&éhem kroku annealing snizi na 55 °C po dobu 50 sekund. Pfi
této nizSi teploté se primery navrzené tak, aby byly komplementarni k cilovym oblastem templatu
DNA, vazou na své specifické sekvence. Primery jsou kratké sekvence DNA, které jsou navrzeny tak,
aby hybridizovaly nebo zihaly na komplementarnich sekvencich na jednovldknovém templatu DNA.
Tento krok umoZzfiuje primerdm najit své cilové oblasti a navéazat se na né&, coz indikuje pfitomnost

cilovych sekvenci DNA.

B&hem cykli se kroky denaturace a annealing opakuji celkem 42 opakovani. Kazdy cyklus se
sklada z denaturaéniho kroku pro oddéleni fetézcl DNA a kroku annealing, ktery umoZfiuje primerim
navazat se na své cilové sekvence. Tyto opakované cykly zvysuji Sanci na detekci cilovych sekvenci

DNA, coZ znamena pozitivni vysledek.

Bosphore Atypical CAP Panel Kit vyuziva Real-Time PCR s pocatecnim krokem denaturace, po
kterém nasleduji opakované cykly denaturace a annealing a kroku pozastaveni. Krok denaturace
zajistuje Uplnou separaci fetézcl DNA, zatimco krok annealing usnadfiuje vazbu primerd na jejich

cilové sekvence, coz naznacuje pritomnost cilovych oblasti DNA.

Prahovy cyklus (CT) a interpretace vysledku:

Béhem reakce Real-Time PCR je sledovana fluorescence generovana molekulou reportéru. Bod,
ve kterém fluorescenéni signal stoupa nad Uroven pozadi a stava se rozliSitelnym, je znamy jako
prahovy cyklus (CT). Vzorky, které prekroci prahovou hodnotu, jsou povazovany za pozitivni. Vzorky,
které neprekracuji prahovou hodnotu, musi byt povazovany za negativni nebo s bakterialni zatézi pod

detekénim limitem stanovenym v testu.

Bosphore Atypical CAP Panel Kit je kvalitativni test, coz znamend, Ze poskytuje vysledek
pritomnosti nebo nepfitomnosti cilovych sekvenci DNA. Pozitivni vysledek indikuje pfitomnost cilovych
sekvenci DNA, zatimco negativni vysledek znamena jejich nepfitomnost nebo bakterialni zatéz pod

detekénim limitem testu.

Multiplexni gPCR a interni kontrola:

Bosphore Atypical CAP Panel Kit vyuziva multiplexni gPCR, coz umoznuje soucasnou detekci a

amplifikaci vice cilovych oblasti DNA.
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Kromé toho je do systému zahrnuta interni kontrola pro sledovani extrakéniho postupu, inhibice
PCR a potencialnich probléml b&hem aplikace. Interni kontrola zajistuje spolehlivost vysledkl PCR
validaci celkového procesu PCR a identifikaci pfipadnych problémd, které mohou ovlivnit interpretaci

vysledkd.
9. PROCEDURA

Pro zajisté&ni presnych a spolehlivych vysledkl je nezbytné dodrzovat pfisluéné postupy pfi
pouzivani Bosphore Atypical CAP Panel Kit pro analyzu Real-time PCR. Dodrzujte prosim pokyny

uvedené v této Casti.
9.1. Odbér a manipulace se vzorky

VSechny vzorky musi byt odebrany podle dokumentu CDC a ¢lanku v Casopisech Springer Nature.
Pokyny pro odbér vzorkl BAL, sputa a respiranich vytért (provadi vyskoleny poskytovatel zdravotni

péce).
9.1.1. Vzorky bronchoalveolarni lavaze

e Lékarsky zakrok zvany bronchoalveolarni lavaz (BAL) se provadi za Ucelem odbéru vzorku
tekutiny z bronchoalveoldrnich prostorl, které se nachazeji v dolnich cestach dychacich. Pfi
odbéru vzorku BAL musi byt dodrZzovany prisné aseptické postupy a protokoly, aby byla
chrdnéna bezpednost pacienta a zarucena presnost vysledk{ testu. PfestoZe vzorky BAL Ize
ziskat v kterékoli fazi klinického procesu, mize byt nejvyhodné&jsi ziskat je pred zahajenim

IéCby antibiotiky nebo steroidy.

e Pro operaci umistéte pacienta do pohodIné polohy; Casto se jedna o pololehlé. Vzhledem k
tomu, Ze se jedna o bolestivé osetfeni, podejte pacientovi lokalni anestetikum pro krk a horni

cesty dychaci.

e Pred zavedenim do Ust nebo nosu pacienta do systému dolnich cest dychacich se ujistéte, ze

je bronchoskop posunut na spravné misto.

e Vstfiknéte sterilni fyziologicky roztok nebo sterilni vodu do bronchoalveoldrnich prostort
pomoci bronchoskopického kanalu. Jemné odsajte kapalinu a poté ji shromazdéte do sterilni

nadoby. Je dilezité presné zaznamenat mnoZstvi nasaté tekutiny.
9.1.2. Vzorky sputa

o Reknéte pacientovi, aby se zhluboka nadechl, intenzivné kaslal a vytvarel sputum hlubokym
kaslanim do plic. Cilem by meély byt nejen sliny, ale také hlen z dolnich cest dychacich.
Pozadujte, aby pacient kaslal do sterilni nadoby a mirné se predklonil. Jejich cilem by mélo

byt nalit sputum do nadoby.
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e Aniz byste se dotkli vnitfku, opatrné otevrete sterilni nadobu. Vyhybejte se zbytecnému
znediéténi. Pouzijte nddobu ke sbé&ru vzork{, kdyz pacient vyka$lava sputum. Ujistéte se, Ze
mate dostatek sputa pro test - dva az tfi mililitry by mély stacit. Nadobu pevné uzavrete,

abyste zabranili Uniku nebo kontaminaci a zajistili idealni podminky skladovani a prepravy.
9.1.3. Kombinované vzorky vytéru z nosu a krku

PFi pouZiti vzorkd tamponUl se sadou Bosphore Atypical CAP Panel Kit nezapomerite, Ze Ize pouzit
univerzalni transportni médium (UTM), jako je systém Copan Universal Transport Medium (UTM-RT)
nebo systém pro sbér a transport tekutych tampont Amies (ESwab). Tyto tampony jsou kompatibilni
se sadou Bosphore Atypical CAP Panel Kit. Nemély by se vSak pouzivat tampony s difevénymi driky,
algindtem vapenatym a hlinikovymi tampony, protoze mohou zp{sobit inhibici PCR (Wadowsky et al.,
1994; Cloud et al., 2002).

e Zahajte proces odbéru vzorku odtésnénim balicku tamponu a pouzitim tamponu k odbéru
vzorku ze zadni hltanové a mandlové oblasti pacienta, zajistéte pokryti na levé i pravé strané

a zaroven se vyhnéte oblasti jazyka.

o Naklofite hlavu pacienta dozadu pod Uhlem 70 stupfill a pokradujte v zavadéni stejného
tamponu do nosnich direk, jemné jim otacejte, dokud nenarazite na odpor turbinatd.
Provedte rotac¢ni pohyb kolem nosni stény a opakujte postup v alternativni nosni dirce pro

komplexni odbé&r vzorka.

e Ponofte tampon do tekutiny a zdQraznéte nutnost za zadnych okolnosti tekutinu

nevyhazovat.

e Rozlomte tampon na uréeném misté a bezpecné pfipevnéte viko a ujistéte se, Ze je pevné

upevnéno.
9.2. Stabilita vzorku

Stabilita vzork( hraje kli¢ovou roli pfi zajistovani presnych a spolehlivych vysledkd pfi analyze
Real-time PCR. Je nezbytné spravné zachdazet se vzorky a skladovat je, aby byla zachovana jejich
integrita béhem celého procesu testovani. Nasledujici informace shrnuji stabilitu vzorku na zakladé

analyzy rGznych patogen( v rliznych podminkach skladovani.

9.2.1. Vzorky tamponii

Systém univerzalniho transportniho média Copan (UTM-RT)

e Vzorky skladované pfi pokojové teploté zlstaly stabilni po dobu az 5 dn.
e Vzorky skladované pfi +4 °C zlstaly stabilni po dobu aZ 14 dnd.

e Vzorky skladované pfi teploté -20 °C z(staly stabilni po dobu az 30 dnd*.
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Copanovy tekuty vytér Amies (ESwab)

Vzorky skladované pFi pokojové teploté zlstaly stabilni po dobu az 7 dnd.

Vzorky skladované pfi +4 °C zlstaly stabilni po dobu aZ 7 dnd.

Vzorky skladované pfi teploté -20 °C z{staly stabilni po dobu aZ 30 dnd*.

9.2.2. Vzorky BAL

Vzorky skladované pFi pokojové teploté zlstaly stabilni po dobu az 7 dnd.

Vzorky skladované pfi +4 °C zlstaly stabilni po dobu aZ 14 dnd.

Vzorky skladované pfi teploté -20 °C z{staly stabilni po dobu az 30 dn{*.

9.2.3. Vzorky sputa

Vzorky skladované pti pokojové teploté zlstaly stabilni po dobu az 7 dng.

Vzorky skladované pfi +4 °C zlstaly stabilni po dobu aZ 14 dnd.

Vzorky skladované pfi teploté -20 °C z{staly stabilni po dobu az 30 dn{*.

Preprava vzorku:

Typy vzork{ jsou vhodné pro pfenos za vyse uvedenych skladovacich podminek, kde se

provadéji stabilitni studie. Pfi pfepraveé je tfeba dodrZzovat pravidla vydana mistnimi Grady.

Kromé toho byly provedeny experimenty s cyklem zmrazeni a rozmrazeni:

Vzorky bronchoalveolarni lavaze (BAL), sputum, ESwab a UTM-RT byly zkoumany v
experimentech s cyklem zmrazeni a rozmrazovani. Na vzorky byly aplikovany tfi cykly zmrazeni a
rozmrazeni, vysledky kazdého kroku byly analyzovany a rozdily v CT byly vypocteny na zakladé zjisténi
z prvniho dne. Vysledky testu ukazaly, Zze vysledky testu se nezhorsily po 3 cyklech zmrazovani a

rozmrazovani. Proto se doporucuje nezmrazovat a nerozmrazovat vzorky vice nez 3krat.
9.3. Extrakce DNA

Extrakce bakteridlni DNA by méla byt provedena podle pokyn{ poskytnutych vyrobcem extrakéni
sady. Zajistéte, aby vSechny kroky extrakce bakterialni DNA byly provadény v biologické bezpecnostni

skFini.
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Pro efektivni extrakci DNA doporucujeme pouzit nasledujici kity a systémy:

e Extrakéni systémy Unio B24/B48 - Unio Souprava pro extrakci bakteridlni DNA (Anatolia
Geneworks)

e Systém pro extrakci a nastaveni PCR Unio 96 - univerzalni sada pro extrakci nukleovych
kyselin Unio 96 (Anatolia Geneworks)

Ujistéte se prosim, ze extrakce bakterialni DNA je provedena v souladu s pokyny vyrobcd.

9.4. Soucasti sady

9.4.1. Negativni kontrola

Negativni kontrola je zakladni souéasti sady atypickych CAP panell Bosphore pro Real-time PCR.
Sklada se z destilované vody (dH2o) a slouZi jako referenéni vzorek pro zajisté&ni presnych vysledkd

detekci jakékoli kontaminace nebo chyb, které by mohly vést k faledné pozitivnim vysledkim.
Pouziti negativniho ovladaciho prvku:

e Oznacte samostatnou zkumavku nebo jamku jako "Negativni kontrola".
e Pridejte poskytnuty dHz2o0 do oznacené zkumavky nebo jamky.
e S negativnim kontrolnim vzorkem se zachazi stejnym zplsobem jako s experimentalnimi vzorky.

e Zahrite negativni kontrolu do kazdého béhu PCR.

Po celou dobu reakce peclivé sledujte negativni kontrolu. Méla by z{stat zdporna a vykazovat
zadné zesilovaci signaly (bez CT). Jakékoli zesileni v negativni kontrole ukazuje na potencialni

kontaminaci.

Negativni kontrola hraje zadsadni roli v sadé Bosphore Atypical CAP Panel Kit, kterd zajistuje
spolehlivost vasich vysledkl. Zahrnuti negativni kontroly a jeji peélivé sledovani vam umozni s jistotou

interpretovat vase data.
9.4.2. Master Mix PCR

Real-Time PCR Master Mix je komplexni reseni uréené pro efektivni a pfesnou amplifikaci Real-
Time PCR. Kombinuje vysoce specifickou a presnou Tag DNA polymerazu s vlastnosti hot-start, PCR
pufry, vyvazenou smés dNTP, specifické doprfedné a reverzni primery, dualné znacené sondy a zakladni
aditiva. Tato master smés byla peclivé vytvofena tak, aby umoznovala soucasnou detekci C.
pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae, M. pneumoniae a interni kontrolu v ramci jediné reakce.

Pro pfipravu reakce stacdi pridat 10 pl extrahované nukleové kyseliny do 15 ul PCR Master Mix.
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9.4.3. Interni kontrola

Sada obsahuje interni kontrolu, kterd slouzi k né&kolika G&eldm. Interni kontrola je synteticka
molekula DNA specialné navrzena k posouzeni ucinnosti extrakce DNA, identifikaci chyb aplikace a

detekci jakékoli potencialni inhibice PCR.

Tato kontrola se pfidava do smési vzorku a proteinazy K na zacatku procesu extrakce DNA, aby

se vyhodnotila ucinnost extrakce a identifikovaly se pripadné chyby aplikace.

PFi pridavani interni kontroly béhem extrakce nukleovych kyselin se doporucuje pridat 5 yl na
vzorek. Naopak pFi pfimém pridani interni kontroly do PCR Master Mix pro sledovani inhibice PCR je

zapotrebi pouze 0,2 pl. Pro komplexni vyhodnoceni Gcinnosti odsavaciho systému doporucujeme pridat

k negativni kontrole i interni kontrolu.

U negativnich vzorkd mdZe absence interni kontrolni amplifikace v cilovych kanélech znamenat
problémy s extrakci nebo aplikaci nebo potencidlni inhibici PCR. V takovych pripadech je vhodné

opakovat jak extrakci, tak PCR krok.

Je dulezité si uv&domit, ze u vzorkl s vysokou bakterialni zat&Zi, véetné pozitivni kontroly, mize

byt fluorescencni signal interni kontroly potlacen, coz ztézuje detekci zvySeni Urovné signalu.
9.4.4. Pozitivni kontrola

Dodana souprava zahrnuje syntetickou pozitivni kontrolu DNA, ktera zahrnuje syntetickou DNA
z C. pneumoniae, L. pneumophila/longbeachae a M. pneumoniae. Pro posouzeni ucinnosti PCR reakce

je nezbytné zaclenit tuto pozitivni kontrolu do procesu testovani.

Chcete-li uréit prijatelnost vysledkl PCR, podivejte se prosim na tabulku kritérii pFijatelnosti

uvedenou v Casti 10 této prirucky. Tabulka urcuje prahovou hodnotu CT pozitivni kontroly.

Pokud prahova hodnota CT pozitivni kontroly pfekroci horni mez stanovenou v tabulce kritérii,
mUZe to znamenat potencialni snizeni vytézku reakce. Sledovani hodnoty Ct pozitivni kontroly proto

pomaha pfi posuzovani celkové ucinnosti reakce.
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9.5. Priprava PCR
PFed zahajenim Real-Time PCR je dileZité pFesné pripravit reakéni smés PCR. Kazdy PCR by mél
obsahovat alespon jednu negativni kontrolu a pozitivnhi kontrolu a vzorky s interni kontrolou.

Postupujte podle podrobnych pokyn( nize:

e PFed pouzitim se ujistéte, Ze jsou véechny soucasti soupravy radné rozpustény. Cinidla

dikladné promichejte jemnou inverzi nebo vitenim.

e Pomoci nize uvedené tabulky vypocitejte objemy kazdé slozky potfebné pro reakcni smés
PCR. Objemy uvedené v tabulce plati pouze pro jednu reakci.

e Chcete-li urcit objemy potrebné pro hlavni mix, vynasobte tyto objemy celkovym poctem

vzorkd.

Komponenty Objem
Master Mix PCR 15 pl
Interni kontrola* 0,2 ul
Vzorek DNA 10 pL

(Negativni / pozitivni kontrola)
Celkovy objem 25 ul

*Interni kontrola by neméla byt pfidavana do reakce,
pokud jiz byla pfiddna béhem kroku extrakce.

Tabulka 5: Sou&asti a objemy sady atypickych paneld CAP Bosphore.

Pro kazdou reakci si pripravte zkumavky nebo stripy PCR. Napipetujte 15 yl PCR Master
Mixu do kazdé zkumavky nebo jamky stripu/desticky.

e Do kazdé urcené jamky nebo zkumavky se pfida 10 ul vhodného templatu. Zajistéte, aby
vzorky DNA, pozitivni kontrola a negativni kontrola byly pfidany do samostatnych jamek
nebo zkumavek.

e Pecllivé uzavrete uzavéry zkumavek/utésnéte desticku PCR, abyste zabranili kontaminaci a
odparovani.

o Ujistéte se, Ze smés v kazdé zkumavce je na dné zkumavky. V pfipadé potfeby zkumavky

kratce otolte doll, aby se obsah shromazdil na dné.

e Jakmile je PCR reakc¢ni smés pripravena, je pfipravena na dalsi kroky v procesu PCR.

Postupujte podle poskytnutého protokolu a pokracujte v analyze Real-Time PCR.
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9.6. Programovani pristroje pro méieni Real-time PCR

Tepelny protokol pro Bosphore Atypical CAP Panel Kit se skladad z pocatecni denaturace pro
aktivaci Tag DNA polymerazy (s vlastnosti horkého startu), dvoustupriového amplifika¢niho cyklu a
koncového drzeni. Data Real-time se shromazduji ve druhém kroku zesilovaciho cyklu. Tepelny

protokol, ktery ma byt pouzit pro reakci, je uveden nize:

Kroky Teplota Cas
Pocatecni denaturace 95 °C 05:00 minut
Denaturace 97 °C 00:15 minu
i 42 cykll
Annealing 55 oC 00:50 minut Y
(sbér dat)
Drzeni 32 °C 00:20 minut

Tabulka 6: Tepelny protokol Bospor s atypickym panelem CAP.
Nez zacnete pracovat se sadou Bosphore Atypical CAP Panel Kit, je tfeba provést a zkontrolovat
nasledujici kroky:
e Vyberte vSechny filtry, které chcete pouzit (FAM, HEX, Texas RED a Cy5),
o Identifikace nezndmych vzorkd, pozitivnich a negativnich kontrol,
e Zvolte spravny tepelny protokol,

e Spustte experiment.
9.6.1. Nastaveni experimentu pro pristroj Montania 4896 Real-Time PCR
Pfiprava:

e Ujistéte se, Ze je pristroj Montania 4896 Real-Time PCR spravné nastaven a pripojen k
pocitaci nainstalovanému vyrobcem nebo autorizovanym technickym servisem.
e Oveérte, zda jsou k dispozici a skladovany za podminek vhodnych pro experimentalni

usporadani, zda jsou k dispozici vSechna potfebna cinidla a slozky pro reakci PCR.

Nastaveni vzorku a c¢inidla:

e Pripravte si reakéni smés PCR podle vyse uvedenych specifikaci.

e PCR Master Mix rozdélte homogenné do zkumavek PCR.

Pridani vzorka:

e Pridejte extrahované templaty DNA, pozitivni kontrolu a negativni kontrolu do zkumavek PCR.

¢ Jemné promichejte obsah, aby bylo zajisténo spravné promichani templatu s reakéni smési.
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Nahrani pristroje PCR:

e Otevrete softwarové rozhrani pro pristroj Montania 4896 Real-Time PCR na pfipojeném

pocitadi.

e Vytvofte novy experiment nebo vyberte jiz existujici Sablonu experimentu vhodnou pro vasi
reakci PCR.

e Zvolte, ve kterém bloku bude experiment proveden.

e Definujte potfebné parametry, jako je reak¢ni objem, podminky cyklovani a detekéni
kanaly fluorescence.

Nacitani ukazek:

e Pfeneste pfipravené zkumavky PCR do pfisludného bloku vzork( pfistroje Montania 4896
Real-Time PCR. Ujistéte se, ze jsou viCka pevné uzaviena a vzorky jsou spravné zarovnany
v bloku, aby se predeslo potencidlnim problémim zplsobenym n&hlymi zmé&nami teploty

béhem provozu.

Zahajeni PCR:

e Znovu zkontrolujte, zda byla vSechna pozadovana nastaveni a parametry spravné zadany
do softwarového rozhrani.

e Spustte béh PCR pomoci softwarového rozhrani pro zahajeni cyklovaciho programu a
procesu sbéru dat.
e Sledujte pribé&h PCR v softwarovém rozhrani sledovanim amplifikaénich kfivek a

fluorescenénich signald.

Analyza a interpretace dat:

e Po dokonceni PCR testu bude pfistroj Montania 4896 Real-Time PCR Instrument

automaticky generovat amplifika¢ni kfivky pro kazdy vzorek.
o Interpretujte vygenerovana data na zakladé informaci uvedenych v této uzivatelské prirucce.

e Analyzujte odpovidajicim zplsobem cilové zesileni, pokud jsou negativni a pozitivni

kontroly v souladu s kritérii pfijatelnosti.
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Obrazek 4: Amplifikacni kfivka pro pfistroj Montania 4896 Real-Time PCR.
9.6.2. Nastaveni experimentu pro detekcni systém CFX96

Priprava pristroje:

e Ujistéte se, Ze je pristroj CFX96 spravné pripojen ke zdroji napajeni a zapnuty.
o Nechte pfistroj zahtat na pozadovanou teplotu (pokud je to mozné) podle pokynl vyrobce.

e Otevrete software CFX Manager na pripojeném pocitadi.

Priprava vzorku:

e Pfipravte si reakéni smés PCR podle pokynt dodanych se sadou Bosphore Atypical CAP
Panel Kit.

e Pridejte svlj vzorek DNA, pozitivni kontrolu a negativni kontrolu do PCR Master Mixu.
o Reakce se dikladné& promicha jemnym pipetovdnim a zajisti, aby byly v&echny slozky dobre

spojeny.

Nastaveni desky:

e Pripravte si bilou PCR desti¢cku kompatibilni se systémem CFX96. Ujistéte se, Ze jsou jamky

spravné oznaceny, aby bylo mozné identifikovat vzorky.

e Preneste reakcni smés PCR do pfislusnych jamek desticky PCR pomoci mikropipety.

Zahrnite pozitivni a negativni kontroly.

e Zakryjte PCR desti¢ku opticky prihlednou lepici félif nebo t&sn&nim, abyste zabranili

kontaminaci a odpafovani.
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Nastaveni pristroje:

Spustte software CFX Manager na pfipojeném pocitaci, pokud je$té neni otevieny.
Pripravenou PCR desti¢ku vlozte do pFistroje CFX96.

Vytvorte v softwaru novy experiment a specifikujte parametry experimentu (napf. cil, reakéni

objem atd.).

Nastavte podminky tepelnych cykll, véetné podatedni teploty a ¢asu denaturace, zesilovacich

cykll a teplot annealingu.

Spusténi experimentu:

Experiment spustite kliknutim na tlacitko "Spustit" v softwaru CFX Manager.

Pristroj CFX96 bude provadét specifikovany program tepelnych cykl a sou¢asné monitorovat

fluorescencni signaly v realném case.

Jakmile je béh dokoncen, software CFX Manager vygeneruje graf amplifikace Real-time PCR

a poskytne moznosti analyzy dat.

Analyza dat:

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

vysledky podle experimentalnich cild a kritérii pfijatelnosti uvedenych v této pfirucce.
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Obrazek 5: Amplifika¢ni kfivka pro detekcni systém CFX96 Real-Time PCR.

Pouziti korekce posunu fluorescence a nastaveni ucari:

V softwaru CFX Manager prejdéte do nastaveni experimentu.

Aktivujte funkci korekce posunu fluorescence, abyste kompenzovali pfipadné odchylky v

intenzité fluorescence béhem béhu.
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¢ Nastavte Nastaveni Gcafi na prislusné parametry, abyste zajistili pfesné vypocty acari
béhem analyzy dat.

9.6.3. Nastaveni experimentu pro pristroj LightCycler 480 II

Priprava pristroje:

e Ujistéte se, ze je systém LightCycler 480 Instrument II spravné pripojen ke zdroji napajeni

a zapnuty.

o Ujistéte se, Ze je pouzita bild deska kompatibilni s Roche LightCycler 480 Instrument II.

Priprava Cinidla:

e Pripravte si PCR Master Mix podle pokynd dodanych se sadou Bosphore Atypical CAP Panel
Kit.

e Ujistéte se, ze vas PCR Master Mix je spravné alikvotovan do jednotlivych jamek bilé desky.

Priprava vzorku:

e Pripravte vzorky a kontroly ve vhodnych objemech.

e Pridejte své vzorky do PCR Master Mixu a ujistéte se, Ze obsahuji pozitivni a negativni

kontroly.

Provedeni experimentu

e Otevrete software LightCycler 480 Instrument II na pfipojeném pocitaci.

Vytvoreni nového experimentu:

¢ Nastavte experiment zadanim typu experimentu (kvantifikace).

e Zadejte nezbytné podrobnosti experimentu, jako jsou cilové kanaly, ndzvy vzorkl a reakéni

podminky.

e Definujte vhodny protokol cyklovani pro va$ experiment, véetné teplot a ¢as denaturace,

annealingu a prodluzovani.

Nastaveni rozvrzeni desky:

e Pfifadte nazvy vzorkl k odpovidajicim jamkam na bilé desce.

e Zahrfite vhodné kontrolni jamky (pozitivni a negativni kontroly) pro interpretaci vysledka.
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Nalozte bilou desku:

e Opatrné vlozte bilou desticku s pfipravenym PCR Master Mixem a vzorky podle rozlozeni

definovaného v softwaru.

e Ujistéte se, Ze je deska radné utésnéna, aby se zabranilo kontaminaci a odpafovani.

Perform Color Compensation Protocol:

e Provedte protokol kompenzace barev pomoci sady Bosch Color Compensation Kit Set D

specialné navrzené pro systém LightCycler 480 Instrument II.

e Postupujte podle pokynl dodanych se sadou a provedte protokol kompenzace barev

presné.

Spustte experiment:

e Umistéte bilou desku do vicejamkového nakladace destic¢ek systému LightCycler 480 Instrument
I1.

e Zasunte nakladac s vloZzenou PCR destickou do pfistroje.

e Spustte béh pomoci preddefinovaného cyklovaciho protokolu.
Analyza a interpretace dat

Sleduijte zesileni v realném case:

e Béhem experimentu bude systém LightCycler 480 Instrument II nepretrzité merit

fluorescenci vyzafovanou vzorky.

e Software pfistroje zobrazi zesilovaci kfivky v realném case pro kazdou jamku.

Analyza dat:

e Po dokonceni béhu oteviete software LightCycler 480 Instrument II pro analyzu dat.

e Jako typ analyzy vyberte "Abs Quant/Fit Points", abyste zajistili vhodny vybér prahové

urovné.

e Provedte analyzu pomoci moznosti "Rozsah cyklu".

Interpretujte vysledky:

o Interpretace vysledkl naleznete v kritériich ptijatelnosti obsazenych v této ptirucce.
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Nezapomernte se podivat do uzivatelské priruc¢ky systému LightCycler 480 Instrument II, kde
najdete podrobné pokyny k nastaveni, provozu a analyze dat pfistroje. Kromé toho postupujte podle
pokynl dodanych se sadou Bosch Color Compensation Kit Set D pro pfesné provedeni protokolu

kompenzace barev.
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Obrazek 6: Zesilovaci kfivka pro pfistroj LightCycler480 II

9.6.4. Nastaveni experimentu pro RotorGene Q

Nastaveni pristroje:

e Ujistéte se, Ze je nastroj Rotor-Gene Q umistén na stabilnim a rovném povrchu.
e Pripojte pristroj ke zdroji napajeni a zapnéte jej.

e Nechte pFistroj zah¥at podle pokynd vyrobce.

Priprava vzorku:

e Odeberte a ptipravte vzorky podle pokynd Bosphore Atypical CAP Panel Kit.

Nastaveni reakce:

o Davkovejte PCR Master Mix do zkumavek nebo prouzkl PCR, pfi¢emZ dbejte na to, aby nedoslo ke
kontaminaci.

e Pridejte templaty DNA a pozitivni/negativni kontroly do pfislusnych jamek nebo zkumavek,

abyste zajistili spravnou identifikaci vzorku.

Vlozte stripy/zkumavky:
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Opatrné vlozte prouzky/zkumavky pripravenym PCR Master Mixem a vzorky podle spravné

identifikace vzorku definované v softwaru.

Ujistéte se, Ze jsou uzadvéry prouzkl/zkumavek Fadné uzavieny, aby se zabranilo

kontaminaci a odpafovani.

Podminky tepelného cyklovani:

Na ptistroji RotorGene Q nastavte vhodné podminky tepelného cyklovani podle pokynl v
Casti 9.7.
Zakazte automatickou optimalizaci zesileni a ru¢né nastavte zesileni pro kazdy kanal na 10.

Optimalizujte parametry cyklovani, véetné teploty denaturace, teploty annealingu a poctu

cykld, pro konkrétni test.

Analyza dat:

Po dokonceni béhu Real-Time PCR analyzujte data pomoci softwaru Rotor-Gene Q.

Pro analyzu pouzijte moznosti "Korekce sklonu" a "Dynamické tuby ", jak doporucuje sada

atypického CAP panelu Bosphore.

Pokud neni sigmoidalni kfivka pozorovana, zkuste analyzovat vzorek bez moznosti

"Korekce sklonu".

V pripadé potieby pouzijte moznosti odstranéni odlehlych hodnot az do 10 % pro zelené,

Zluté, oranzové a Cervené filtry.

Nastavte vhodné parametry analyzy, véetné nastaveni prahové hodnoty, korekce smérného

planu a normalizace.
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Obrazek 7: Amplifika¢ni kfivka pro RotorGene Q.

9.6.5. Nastaveni experimentu pro pfistroj Quant Studio 5 Real-Time PCR
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Priprava pristroje:

o Ujistéte se, Ze je pristroj Quant Studio 5 zapnuty a pfipojeny k pocitaci s nainstalovanym

prislusnym softwarem.

e Zkontrolujte, zda je pfistroj Cisty a bez jakékoli kontaminace. V pfipadé potreby pfistroj

vycistéte podle pokynd vyrobce.

Nastaveni desky:

e Pripravte si 96jamkovou desti¢ku. Desku odpovidajicim zplsobem oznacte, abyste mohli
sledovat vzorky a kontroly.

e Pridejte PCR Master Mix a DNA templaty a pozitivni/negativni kontroly do pfislusnych

jamek, ¢imz zajistite presné a precizni pipetovani.

Nastaveni pfistroje:

Otevrete na svém pocitaci software Quant Studio Design and Analysis a navaZte spojeni s

pfistrojem Quant Studio 5.

e Vyberte chemii: Protokol TagMan pro sadu atypickych CAP paneld Bosphore na zakladé
specifikaci sady. Podrobné pokyny k vybéru protokolu naleznete v uzivatelské prirucce k

softwaru.

o Nastavte poZzadované parametry cyklovani, véetné poltu cykll, denaturace, annealing a

teplot a ¢asl prodlevy, jak je specifikovano sadou atypickych paneld CAP Bosphore.
e Pasivni referencni barvivo nastavte na "zadné".
e Vyberte vhodné fluorescenéni kanaly pro sondy pouZité v sad& atypickych CAP panell

Bosphore.

Spustte experiment:

e Vlozte pfipravenou 96jamkovou desticku do pfistroje Quant Studio 5 a ujistéte se, Ze je

spravné zarovnana.

e Spustte experiment ze softwaru, ¢imzZ zahajite béh Real-Time PCR podle zvoleného

protokolu Chemistry: TagMan a definovanych cyklickych parametrd.

e Sledujte prib&h b&hu v redlném ¢ase na softwarovém rozhrani. PFistroj provede potiebny

teplotni cyklus a fluorescencni detekci pro kazdy cyklus.

e Po dokonceni béhu vam software poskytne data, véetné zesilovacich kfivek, hodnot CT a

dalSich relevantnich informaci.

Analyza dat:
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o Interpretujte vysledky na zaklad& pokyn( Bosphore Atypical CAP Panel Kit uvedenych v
prirucce k sadé.

Amplification Plot
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Obrazek 8: Amplifika¢ni kfivka pro Quant Studio 5.

9.6.6. Nastaveni experimentu pro Q Real-Time kvantitativni PCR pfistroj

Nastaveni pristroje:

e Ujistéte se, Ze je pristroj Q Real-Time qPCR pfipojen ke zdroji napajeni.

o Stisknutim tladitka napajeni zapnéte pristroj a nechte jej zahrat a stabilizovat podle pokyn(
vyrobce.

Nastaveni reakce:

o Davkovejte PCR Master Mix do zkumavek nebo prouzkl PCR, pfi¢emz dbejte na to, aby nedoslo ke
kontaminaci.

e Pridejte templaty DNA a pozitivni/negativni kontroly do pfislusnych jamek, abyste zajistili
spravnou identifikaci vzorku.

Vlozte stripy/zkumavky:

e Opatrné vilozte prouzky/zkumavky pfipravenym PCR Master Mixem a vzorky podle spravné
identifikace vzorku definované v softwaru.

o Ujistéte se, e jsou uzavéry prouzkid/zkumavek fddné uzavieny, aby se zabranilo

kontaminaci a odparovani.

Podminky tepelného cyklovani:
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« Nastavte podminky tepelného cyklu na pfistroji Q Real-Time qPCR podle pokyn{ v &asti
9.7.

e Specifikujte teploty a Casy denaturace a annealingu pro kazdy cyklus.
Analyza a interpretace dat

Stanoveni prahové hodnoty:

¢ Definujte prahovou hodnotu fluorescence, ktera odliSuje signal pozadi od signalu zesileni.

e V pripadé potfeby nastavte "Fluorescent Cutoff Level" az na 15 %, abyste optimalizovali
stanoveni prahové hodnoty.

Vypocet CT:

e Urcete prahovou hodnotu cyklu (CT) pro kazdy vzorek, predstavujici Cislo cyklu, pfi kterém
fluorescencni signal prekroci prahovou hodnotu.

e PouZijte software pristroje nebo vhodné nastroje pro analyzu dat k automatickému vypoctu

hodnot CT.

Interpretace dat:

e Analyzujte data gPCR a vyvodte smysluplné zavéry a interpretace na zakladé

experimentalnich cild.

e Porovnejte a porovnejte Grovné kvantifikace mezi riznymi vzorky nebo experimentalnimi

podminkami.

Cycling Green [y B+ w

10 15 20 25 30 25 40
Cycle Number

Obrazek 9: Amplifika¢ni kfivka pro Q Real-Time kvantitativni PCR pfistroj.
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10. ANALYZA

Na konci tepelného protokolu software Real-Time PCR Instrument automaticky vypocita zakladni
cykly a prahovou hodnotu. Analyzu vysledkd by mél provadét vyskoleny personal, ktery absolvoval
pozadované skoleni pro analyzu dat Real-Time PCR. Doporucujeme, aby vysledky testu vyhodnotil

odborny klinicky lékaF s prihlédnutim ke klinickym nalezdm pacienta a vysledkiim dal&ich testd.

Veskera analyza se provadi automaticky pfi rutinnim pouziti. Pokud vSak vyskoleny personal,
ktery absolvoval pozadované sSkoleni od vyrobce, povazuje za nezbytné, pokud systém umozriuje co
nejvice snizit prah pro detekci nizkych zesileni, je tfeba vénovat pozornost tomu, aby prahova cara

zlstala nad pozadim.

Negativni kontrola je nezbytnd pro pfesnou analyzu vysledk(. Zkontrolujte negativni ovladaci
prvek a ujistéte se, ze nevykazuje zadné zesileni mimo pridruzeny interni kontrolni filtr. Pokud ma
negativni kontrola signdl mimo filtr spojeny s interni kontrolou, neuvadé&jte hladeni vysledkd.
Experiment opakujte po provedeni nezbytnych opatfeni proti kontaminaci. Pokud se stejny vysledek

objevi znovu, obratte se na vyrobce.

Interni kontrola a pozitivni kontrola sady atypickych panell CAP Bosphore jsou nezbytné pro
presnou analyzu vysledkl. Kritéria pFijatelnosti prahovych hodnot cyklu pro interni kontrolu a pozitivni

kontrolu jsou uvedena nize:

Komponenta / parametr | Prahova hodnota (CT)

Pozitivni kontrola <28

Interni kontrola <32

Tabulka 7: Kritéria pfijatelnosti sady atypickych panell CAP Bosphore.

Vysledky testd by nemély byt oznamovany, pokud nedojde k zesileni interni kontroly u negativnich
vzork(. Pokud zjistite zhor&eni vykonu produktu, kontaktujte prosim vyrobce (kontaktni informace

naleznete na posledni strance).

Vzorky, které prekroc¢i prahovou hodnotu v kandlech FAM, Texas RED a Cy5, se zobrazi s
pozitivhimi /negativnimi vysledky, vzorky, které prahovou hodnotu neprekroci, se zobrazi jako "Bez
CT". Tyto vzorky musi byt povazovany za negativni nebo s bakteridlni zatézi pod detekénim limitem
testu. U t&chto nedetekovatelnych vzorkd by méla byt zkontrolovana také HEX data interni kontroly,
aby se predeslo fale$n& negativnim vysledkim. Opozdé&na amplifikace interni kontroly mtZe znamenat

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

V tomto pfipadé je tfeba opakovat extrakci a PCR. Nize uvedena tabulka ukazuje mozné vysledky
a jejich interpretaci. Vezméte prosim na védomi, ze tento produkt poskytuje pouze testovani na C.

pneumoniae, L.
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Pri  poskytovani vysledku pro pacienty je tfeba vzit v dvahu experimentalni vysledky
pneumophila/longbeachae a M. pneumoniae z hadicky, a to i s ohledem na klinické nalezy pacienta a

pokyny pfisludnych zdravotnickych organd:

. o Legionella
Chlamydia Interni pnez mophila Mycoplasma
pneumoniae kontrola /longbeachae pneumoniae Vysledek
(FAM) (HEX) (Texaska (Cy5)
cervena)
+ +/- - - Vzorek je pozitivni na C. pneumoniae
. +/- + ) Ukazka je
L. pneumophila/longbeachae pozitivni
5 - +/- - + Vzorek je pozitivni na M. pneumoniae
o
X
= - + - - Vzorek je negativni
e
[
wd
g + +/- + _ Vzorkem je C. pneumoniae a
b L. pneumophila/longbeachae pozitivni
4 +/- _ + Vzorkem je C. pngumoni_a_e a
M. pneumoniae pozitivni
Ukazka je
- +/- + + L. pneumophila/longbeachae a
M. pneumoniae pozitivni
Vzorkem je C. pneumoniae,
+ +/- + + L. pneumophila/longbeachae a
M. pneumoniae pozitivni
- - - - Test by se mél opakovat!

Tabulka 8: Interpretace vysledkd sady atypickych paneld CAP Bospor

Ve vzéacnych pFipadech inhibice PCR v disledku léku nebo jinych inhibitorl PCR ve vzorku
doporuéujeme test inhibovanych vzork( opakovat, a to zmrazenim a rozmrazenim vzorkd DNA a jejich

pouzitim v PCR po naredéni v poméru 1:2 dHzo.

e Montania 4896: PCR Master Mix: Moznost preslechl by méla byt upravena tak, jak je uvedeno
nize:

Channel 1 Channel 2 Channel 3 Channel 4

Channel 1 0,00 0,50 0,00 0,00
Channel 2 0.00 0.00 0,00 0,00
Channel 3 0,00 0,00 0.00 0.30
Channel 4 0.00 0,00 0,00 0,00

Obrazek 10: Moznost pteslechl Montania 4896.

¢ LightCycler 480 Instrument II - Roche: Pro Roche LightCycler pouzijte prosim bilou desku
480 Nastroj II. "Abs Quant/Fit Points" by mél byt zvolen jako typ analyzy pro
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vybér vhodné prahové uUrovné. Analyza by méla byt provedena pomoci moznosti "Rozsah
cyklu". Pro LC480 je nutné provést protokol kompenzace barev (Bosphore Color

Compensation Kit Set D).

e CFX96 Real-Time PCR detekcni systém - Bio-Rad: Pouziti bilé desky a soustruzeni

Pro analyzu se doporucuje pouzit korekci posunu fluorescence "Pouzit korekci posunu fluorescence" v
"Nastaveni Ucari".

¢ Q gPCR Cycler - Quantabio: V pripadé potreby pouzijte "Fluorescent Cutoff Level" do 15

%. Ujistéte se, ze zesileni pro kazdy kanal bylo ru¢né nastaveno na 10.

¢ Rotor-Gene Q - QIAGEN: Pro analyzu se doporucuje pouzit moznosti "Korekce sklonu" a
"Dynamicka tuby". Pokud se sigmoidalni kfivka nepozoruje, zkuste analyzovat vzorek bez
moznosti "Korekce sklonu". Ujistéte se, Ze zesileni pro kazdy kanal bylo ru¢né nastaveno na
10.

e Systém QuantStudio 5 Real-Time PCR - ThermoFisher: Ujistéte se, Ze pasivni

referencni barvivo je nastaveno na zadné.
11. SPECIFIKACE
11.1. Analyticka citlivost / mez detekce

Studie analytické citlivosti byly provedeny na rliznych systémech extrakce DNA s respiraénimi

vytéry, sputem a matricemi BAL:

e Unio B24/B48 Extraction Systems — Unio Bacterial DNA Extraction Kit (Anatolia Geneworks) s
pocatecnim objemem 600 pl a elu¢nim objemem 100 ul a/nebo 200 ul podateénim objemem a
elué¢nim objemem 60 pl.

e Unio 96 Extraction & PCR Setup System - Unio 96 Nucleic Acid Extraction Versatile Kit (Anatolia
Geneworks) s pocatecnim objemem 200 ul a elu¢nim objemem 60 pl.

Experimenty byly provedeny ve 24 replikatech pro kazdy patogen. AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL
BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL (vytér) (Vircell) a AMPLIRUN LEGIONELLA DNA CONTROL
(Vircell) byly pouzity jako referen¢ni material a Fedéni byla provadéna podle jejich bakterialni

zatéze/koncentrace.

Analyticka citlivost pro testy amplifikace nukleovych kyselin je vyjadrena 95% pozitivni mezni
hodnotou. Jednd se o koncentraci analytu, pfi které 95 % zkuSebnich cyklG poskytuje pozitivni

vysledky po sériovém fedéni mezinarodniho referencniho materialu.

LoD je nejnizsi koncentrace analytu, kterou Ize spolehlivé detekovat v 95 % vzorkl testovanych
v bézném laboratornim prostfedi pomoci praktické matrice vzorku. Pro vypocet Urovni citlivosti byl

pouzit probitovy program Biostat Pro v 7.6.5.0 a byla stanovena LoD 95 %.
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Urovné LoD sady Bosphore Atypical CAP Panel Kit byly stanoveny na néstroji Montania 4896
Real-Time PCR Instrument, poté byly hladiny LoD potvrzeny pomoci 5 rliznych platforem Real-Time
PCR, kterymi 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.

, . Mira detekce platforem Real-time PCR
Uroven LoD
Extrakcni Tvb vzorku (ziskana s .
systém/sada yp Montania CFX96 nghtCycler Rotor - Q qPCR PCR Quant
4896) 480 Gen Q Instrument | Studio 5
cP | 911 kopii/ml >95% 100% >95% 100% 100%
Vzorek
tamponu | LP 361 kopii/ml 100% 100% 100% 100% 100%
(1688 L‘I's' LL kopii}r%akce 100% >95% >95% 100% 100%
Unio B24/B48 MP | 24,5 kopii/ml >95% >95% >95% 100% >95%
Extraction CP | 636 kopii/ml >95% >95% 100% 100% 100%
Systems a Vzorek —
Unio Bacterial sputa LP 355 kopii/ml 100% 100% 100% 100% 100%
(200 pL-
Extraction kit | 601D | Wb | ool ece >95% >95% 100% 100% >95%
MP 26 kopii/ml 100% 100% >95% >95% 100%
CP | 618 kopii/ml 100% 95% 100% 95% 100%
Vzorek
BAL LP | 269,5 kopii/ml 100% 100% 100% 100% 100%
oouL- 1, 26.5 100% 100% 100% 95% 100%
60 pl) kopii/reakce ° ° ° ° °
MP 30 kopii/ml 100% 100% 100% 95% 100%
CP | 377 kopii/ml >95% >95% 100% 100% >95%
il LP 82 kopii/ml 100% 100% 100% 100% 100%
tamponu
(200 pl- 58.5
50 LL kopil/reakce >95% >95% 100% 100% >95%
Ui 6 MP | 22,6 kopii/ml 100% >95% 100% 100% 100%
Extraction & cP 435 kopii/ml 100% 100% 100% 100% 100%
PCR Setup Vzorek
System a o LP | 260,5 kopii/ml >95% 100% >95% >95% 100%
Unio 96 ’ 55.7
200 pl
NEL;:;J:;;?::, (60 plll) LL kopil/reakce 100% 100% 100% 100% 100%
i o, o, o, [v) 0,
Tl MP | 15,5 kopii/ml 100% >95% >95% 100% >95%
CP | 311 kopii/ml 100% >95% >95% >95% 100%
V;‘:fk LP | 167,5 kopii/ml 100% >95% 100% >95% 100%
200 pL- 64.5
(60 p'll) LL kopil/reakce 100% 100% 100% 100% 100%
MP | 25,5 kopii/ml 100% 100% >95% >95% 100%

Tabulka 9: Hladiny LoD byly stanoveny na Montania 4896 Real-Time PCR Instrument a poté
potvrzeny pomoci 5 rliznych platforem Real-Time PCR.
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11.2,

11.2.1. KFizova reaktivita

Analyticka specificita

K eliminaci potencidlni zkfizené reaktivity byly pouzity jak dlkazy o navrhu testu, tak

experimentalni studie. Sekvence primeru a sondy byly vyhodnoceny z hlediska mozné homologie s

jinymi zndmymi sekvencemi patogenl pomoci srovnavaci analyzy sekvenci pomoci zarovnani

databdaze. Aby se zmirnilo riziko zkfizenych reakci, byla souprava testovana na zkrizenou reaktivitu na

patogeny pomoci vysoce pozitivnich vzorkd a bylo zjist&no, Ze je negativni.

Experimentdlni vysledky ziskané testovanim téchto zndmych vzorkd v rliznych koncentracich na

vSech systémech prokazaly, Ze souprava specificky a vyhradné detekuje zamyslené patogeny, pro

které je urCena, aniz by detekovala ostatni.

Vysledek soupravy

Vzorek Zdroj vzorku Koncentrace Bosphore Atypical Cap
Haemophilus influenzae ZeptoMetrix 106 KTJ/ml Negativni
Chfipkovy virus typu B ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni

Virus lidské parachfipky 1 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
Virus lidské parachfipky 2 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
Virus lidské parainfluenzy 3 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
Virus lidské parachripky 4 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
hMPV-16 typ Al ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
Enterovirus typ 68 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
Respiracni syncytialni virus typu A ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
Respiracni syncytialni virus typu B ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
rhinovirus ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
Koronavirus NL63 ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
Chripka A HIN1 pdm ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
Adenovirus ZeptoMetrix 105 PFU/ml Negativni
Staphylococcus aureus ZeptoMetrix 106 KTJ/ml Negativni
Kontrola RNA SARS-CoV-2 Vircell 3 500 kopii/ul Negativni
Bordetella pertussis ZeptoMetrix 106 KTJ/ml Negativni
Streptococcus pyogenes ZeptoMetrix 106 KT1/ml Negativni
Staphylococcus epidermidis ZeptoMetrix 106 KT1/ml Negativni
Streptococcus pneumoniae ZeptoMetrix 105 KTJ/ml Negativni
Negativni vzorek vytéru Klinicky vzorek Neni k dispozici Negativni
Negativni vzorek sputa Klinicky vzorek Neni k dispozici Negativni
Negativni vzorek BAL Klinicky vzorek Neni k dispozici Negativni

Tabulka 10: Laboratorni vysledky experimentl se zkfizenou reaktivitou za mokra.
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Analyza in silico pro tuto sadu Real-Time PCR zahrnuje posouzeni rizika kfizové reakce primerd
a sond obsaZenych v testu. Riziko kFizové reakce se tyka potencidlni tvorby nespecifickych produktd
PCR, pokud primery i sekvence sondy obsaZzené v testu vykazuji 80 % nebo vétsi homologii s
necilovymi sekvencemi, které jsou v t&sné blizkosti (do 500 parl bazi) a maji spravnou orientaci
(opacna vlakna).

Bé&hem in-silico analyzy byla data analyzovéna porovnanim sekvenci primeru a sondy s rdznymi
organismy prostiednictvim blast analyzy. Hlavnim cilem bylo kontrolovat procento identickych Cisel
bazi pro kazdy primer a sondu. Pokud bylo zjisténo vice nez 80 % identit, bylo provedeno dalsi
zkoumani identit, vCetné orientace a zakladni pozice. Tato podrobna analyza byla provedena za Gcelem

zjisténi moznosti vzniku nespecifického PCR produktu.

Obecné kritérium pro posouzeni rizika zkfizené reakce je zalozeno na ptitomnosti primer( i
sekvenci sond, které vykazuji 80% nebo vyssi homologii k necilovym sekvencim v tésné blizkosti (pod
500 par( bazi) a na opaénych vldknech. Identifikované riziko naznacéuje potencidl pro tvorbu

nespecifickych PCR produktd.

V nasledujicich tabulkach naleznete vysledky analyzy in-silico, kde jsou uvedeny podobnosti

Ve . [¢]
sekvenci primeru a sond.
Procentualni mira identity se vypocitd pomoci nasledujiciho vzorce:

celkovy pocet neshod na souvisejicim oligo misté pro celou sekvenci
zarovnani x 100)
Celkovy pocet bazi na souvisejicim oligo misté pro zarovnani celé sekvence

Procentualni mira identit = 100 - (
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Procentualni mira identit

. . Zakla Antisense
Mikroorganismus dni Sonda primer
natér
Sense
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 analyza pro C. pneumoniae.

Procentualni mira identit

Mikroorganismus dZa’k la Sonda Antl_sense
ni primer
natér
Sense
Legionella pneumophila/longbeachae 99.74% 99.70% 99.78%

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

Procentualni mira identit

Mikroorganismus dZa’k B Sonda Antl_sense
ni primer
natér
Sense
Mycoplasma pneumoniae 100% 100% 100%
Acholoe squamosa*** - >80 -

Tabulka 13: In silico analyza pro M. pneumoniae.

Procentualni mira identit

Analyza exkluzivity genomu

Homo sapiens pro

Chromozém

Zakladni natér

Sense

Sonda

Antisense
primer

Chlamydia pneumoniae

Legionella pneumophila/longbeachae

Mycoplasma pneumoniae

Interni kontrola

Kéd: MB279vof
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YA

Sady primer-probe urcené pro Bosphore Atypical CAP Panel Kit nevykazovaly =80 %
homologie s jakymikoli organismy jinymi nez organismy v tabulce 12-14 v analyze in silico.

11.2.2. Interference

Potencialni interference na Bosphore Atypical CAP Panel Kit byly testovany s endogennimi nebo

exogennimi latkami, které mohou byt pfitomny ve vytérech, sputu a BAL vzorcich.

Negativni a 3xLoD vzorky pro vytér, sputum a BAL obsahujici kazdou interferujici latku byly

testovany v 5 replikatech. Extrakce DNA byla provedena Unio 96 Extraction & PCR System s Unio 96

Nucleic Acid Extraction Versatile Kit s pocate¢nim objemem 200 ul a elu¢nim objemem 60 pl.

VSechny studie interferujicich latek ukazaly, Ze nebyla zjisténa zadna interference v konkrétnich

materidlech a koncentracich, které jsou uvedeny na dalsi strance.

Pro negativni

Pro pozitivni

vzorky vzorky (3xLoD)
Maximalni Testovany/ Vysledky
Hmota tolerované Ne ativr‘(i Testovano/Pozitivni
koncentrace 9
Antibiotika (trihydrat I
amoxicilinu a kyselina 2,4 a8 mg/ml 5/5 5/5 Nieébgr:z :L'g::‘?o
klavulanova)
Antivirotikum (Oseltamivir) 4,8a16 5/5 5/5 N‘g’bylg ZJ'§ter,'°
mg/ml zadné ruseni
, . . 2,4a8 Nebylo zjisténo
Lék proti bolesti (paracetamol) mg/ml 5/5 5/5 34dné rugeni
Hygienicky vyrobek 2,4 a8 mg/mi 5/5 5/5 Nebylo zjisténo
(zubni pasta) zadné ruseni
Hygienicky prostredek 10,20 a2 40 % 5/5 5/5 Nebylo zjisténo
ustni voda v/v zadné ruseni
(ustni voda) / zadné ruseni
o v
Nosni sprej >, 10220 % 5/5 5/5 Nebylo zjisténo
v/v 2adné ruseni

Tabulka 15: Analyza in vitro : potencidlni interferujici latky namichané do negativnich a pozitivnich
zakladnich skupin vzork{ klinickych vytérG ATYPICAL CAP.

Pro negativni Pro pozitivni
vzorky vzorky (3xLoD)
Maximalni Testovany/ Vysledky
Hmota tolerované Negativni Testovano/Pozitivni
koncentrace
Antibiotikum (amoxicilin I
trihydrat a kyselina 2,4 a8 mg/mi 5/5 5/5 Nve’bylcz ZJ'§ter,'°
klavulanova) zadne ruseni
Antivirotikum (Oseltamivir) 4 r8ng/in6l 5/5 5/5 Nieébc}lrl‘z :L'gf:‘?o
Lék proti bolesti 2,4 a8 mg/ml 5/5 5/5 Nebylo zjisteno
2adné ruseni
(paracetamol)

Hygienicky 2,4 a8 mg/ml 5/5 5/5 Nebylo zjisténo
vyrobek zadné ruseni
(zubni pasta)

Hygienicky 10, 20 a 40 % 5/5 5/5 Nebylo zjisténo
prostiedek v/v zadné ruseni
(Ustni voda)

, . 1.25,2.5a Nebylo zjisténo
Nosni sprej 5% v/v >/5 >/5 s4dné rugeni
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Tabulka 16: Analyza in vitro : potencidlni interferujici latky namichané do negativnich a pozitivnich
zakladnich skupin vzork{ klinického sputa Atypical CAP.

Pro negativni Pro pozitivni
vzorky vzorky (3xLoD)
Maximalni REEL Vysledky
Hmota tolerované Ne ativr¥i Testovano/Pozitivni
koncentrace 9
o —
PIna krev 10, 20 a2 40 % 5/5 5/5 Ng’bylg ZJ'§te')°
v/v zadné ruseni
Protizanétlivé 8,16 a 32 5/5 5/5 Nebylo zjisténo
(Prednison) mg/ml Zadné ruseni
Antibiotika (trihydrat S
amoxicilinu a kyselina 4,8 a/16| 5/5 5/5 NFPJIZ ng:er’\o
klavulanova ) mg/m Zadne ruseni
- - 8,16 a 32 Nebylo zjisténo
Antivirotikum (Oseltamivir) mg/ml 5/5 5/5 34dné ruseni
Lék proti bolesti 4,8a16 5/5 5/5 Nve,bylg ZJ|§ter,|o
mg/ml zadné ruseni
(paracetamol)

Tabulka 17: Analyza in vitro : potenciélnol' interferujici 1atky navyéenéodo negativnich a pozitivnich
zakladnich skupin vzorku atypickych klinickych vzorku BAL CAP.

Je vdak dlleZité poznamenat, Ze toto hodnoceni bylo omezeno na latky uvedené ve vyse
uvedenych tabulkach. Jiné latky nebo stavy, které nebyly testovany v této studii, mohou potencialné
interferovat s testy. Pokud mate podezfeni na pritomnost jakychkoli takovych latek nebo stavl ve
vasem vytéru, sputu nebo BAL samples, doporucujeme poradit se se zdravotnickym pracovnikem

nebo kontaktovat nas tym technické podpory pro dalsi pokyny.
11.3. MéFici rozsah

Rozsah méreni tohoto testu byl stanoven experimentalnimi postupy zahrnujicimi plazmidy,

protoZe nebylo moZné ziskat dostateény pocet vysoce pozitivnich klinickych vzorkd.

Ze zifedéného referencniho materidlu AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL BACTERIAL PNEUMONIA
CONTROL (swab) (Ref.: MBTC022-R) byla vygenerovana standardni kfivka se znamou koncentraci a

vzorky obsahujici sériové Fedé&ni plazmidl byly kvantifikovany. Rozsah méteni byl stanoven na zakladé

v v

Rozsah méreni sady Bospor Atypical CAP Panel Kit byl stanoven vyhodnocenim korela¢niho
koeficientu a hodnoty sklonu standardnich kfivek. U obou parametrl byla spinéna kritéria ptijatelnosti,

coZ sv&d¢i o spolehlivosti vysledk{ ziskanych z negativnich vzork{ obsahujicich plazmidy.

Bylo zjisténo, Ze rozsah méreni pro FAM kanal, konkrétné pro Chlamydia pneumoniae, je mezi
2,32x1010 kopii/ml a 2,22x103 kopie/ml.
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Obrazek 11: Krivky zesileni méficiho rozsahu C. pneumoniae obsahujici sériova redéni vzorku.

Rozsah méreni pro texasky RED kanal, zaméreny na L. pneumophila/longbeachae, byl stanoven
na rozmezi od 1,59x1010 kopii/ml do 2,34x102 kopii/ml.

4.43512

3,56010

3.46509

2,97008
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1,98005 o
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Obrazek 12: Rozsah méreni amplifikacnich kfivek L. pneumophila/longbeachae obsahujicich sériova
fedéni vzorku.

Pro kanal Cy5, urceny pro detekci Mycoplasma pneumoniae, byl rozsah méfeni stanoven mezi
2,2x109 kopii/ml a 2,58x10* kopii/ml.
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Obrazek 13: Rozsah méreni amplifikaCnich kfivek M. pneumoniae obsahujicich sériova redéni
vzorku.

11.4.

Presnost

11.4.1. Precizni studie

Udaje o reprodukovatelnosti pro piesnou studii byly ziskany analyzou zfedénych Klinickych

vzorkl pozitivnich na Chlamydia pneumoniae |/ Legionella pneumophila / Legionella longbeachae /

Mycoplasma pneumoniae

provedena dv&ma rlznymi operatory, ve tfech rliznych prostfedich, po dobu péti rdznych dnd, s
pouZitim dvou rlznych SarZi a péti replikatd. Dale byly pouZity vzorky ve dvou rtiznych koncentracich
(vzorky 3xLoD a 100xLoD). Experimentalni design je uveden v tabulce nize. K extrakci byl pouzit Unio

96 Extraction & PCR Setup System a Unio 96 Nucleic Acid Extraction Versatile Kit (s pocatec¢nim

objemem 200 pl - 60 pl eluce), nasledovany Montania 4896 Real-Time PCR Instrument.

pfi oCekavanych uUrovnich LoD (na zakladé hodnot CT). Studie byla

Lol i iz 2 (Laboratofr L:t:(:ilfllfa :natolie Free
(Anatolia R&D Laboratory) (Vyrobni laboratoF Anatolie) P Zoneg
Nastroj 1 Nastroj 2 Nastroj 3

Polozka 1/Polozka 2

Polozka 1/Polozka 2

Polozka 1/Polozka 2

Operator 1 Operator 2 Operator 1 Operator 2 Operator 1 Operator 2
Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den | Den
1 3 5 2 4 6 1 3 5 2 4 6 1 3 5 2 4 6
10 1010|1010 10} 10| 10|10 10|10 | 10| 10| 10|10 |10 | 10 | 10

Vysledky PCR (hodnoty CT) byly seskupeny samostatné pro kazdy kanal:

Kéd: MB279vof
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e FAM - C. pneumoniae

e Texaska Cervena - L. pneumophila/longbeachae

e Cy5 - M. pneumoniae

V ramci kazdého kanalu byly individudiné vyhodnoceny dvé rtzné koncentrace (3xLoD a

100xLoD).

Po seskupeni byly provedeny statistické vypocty. Vypocty byly provedeny pro kazdy cil v ramci

koncentraci rozdélenych do podskupin. Stfedni hodnoty, smérodatné odchylky, rozptyly a variacni

koeficient byly vypocteny pro statistickou analyzu pomoci "Analyse-it (Method Validation Edition)" -

verze 6.15.4.

Vysledky opakovatelnosti a reprodukovatelnosti jsou uvedeny na nasledujici strance:

SD | CV% | SD _Sb »| SD |[CVvo% | SD | ¢ | sb | cve
3XLOD SAMPLE 31,599 180 | 0,425 1,3 0,138 0,108 0,46 1,5 0,0 0,0 0,46 3.5
100XLOD SAMPLE 26,71 180 | 0,176 0,7 0,035 0,1 0,016 0,18 0,7 0,116 0,4 0,214 0,8
 SD | CV% | SD | CV% | SD | | even | . SD | CcV%
3XLOD SAMPLE 32,037 180 | 0,297 0,9 0,165 0,5 0,059 p 85 § 0,368 1.2
100XLOD SAMPLE 27,466 180 | 0,103 0,4 0,025 0,1 0,0 0,0 0,106 0,4 0,064 0,2 0,123 0,4
_SD |[cvo | sD | ¢ SD _[CV% | sD | C Eispr|E
3XLOD SAMPLE 31,778 180 | 0,333 1,0 0,310 0,0 0,455 1,4 0,025 0,1 0,456 1,4
100XLOD SAMPLE | 27,047 | 180 | 0,117 | 0,4 | 0,047 | 0,2 0,0 0,0 | 0,127 | 0,5 | 0,044 | 0,2 0,134 0,5

Tabulka 19: Vypocty a srovnani hodnot CT ziskanych pro rlznou matrici a rizné koncentrace u
FAM (C. pneumoniae), Texas RED (L. pneumophila/ longbeachae) a Cy5 (M. pneumoniae) pro

Sarzi 1.
SD | C SD [CV% | SD [CV% | SD [CV% | SD |CV% | SD
3XLOD SAMPLE 31,929 180 | 0,439 1,4 0,229 0,7 0,188 0,6 0,53 1,7 0,0 0,0 0,53
100XLOD SAMPLE 26,832 180 | 0,322 1,2 0,463 1,7 0,0 0,0 0,564 2,1 0,3 3 5% § 0,639 2,4
so so D sD [cve | sp | cvo
3XLOD SAMPLE 32,666 180 | 0,331 0,533 0,0 0,279 0,9 0,687 2,1
100XLOD SAMPLE 28,0 180 | 0,103 0,432 0,0 0,085| 0,3 | 0,452 1,6
SD [CV% | SD |[CV% | SD |CV% | SD |CV% | SD |CV% | SD
3XLOD SAMPLE 32,246 180 | 0,386 1,2 0,421 1,3 0,0 0,0 0,571 1,8 0,237 0,7 0,618 1,9
100XLOD SAMPLE 27,484 180 | 0,13 0,5 0,446 1,6 0,0 0,0 0,464 1,7 0,0 0,0 0,464 17

Tabulka 20: Vypocty a srovnani hodnot CT ziskanych pro rlznou matrici a rlizné koncentrace u
FAM (C. pneumoniae), Texas RED (L. pneumophila/ longbeachae) a Cy5 (M. pneumoniae) pro

Sarzi 2.
SD CV% SD CV% SD CV%
- VZOREK 3xLoD 0.423 1.3 0.608 1.9 0.741 2.3
<
w VZOREK 100xLoD 0.185 0.7 0.081 0.3 0.202 0.7
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a VZOREK 3xLoD 0.264 0.8 1.303 4.0 1.329 4.1
w
(4
= VZOREK 100xLoD 0.150 0.5 0.628 2.2 0.645 2.3
n VZOREK 3xLoD 0.358 1.1 0.864 2.7 0.936 2.9
6. VZOREK 100xLoD 0.141 0.5 0.509 1.9 0.528 1.9

Tabulka 21: Vypocty a srovnani hodnot CT ziskanych pro rznou matrici a rliznou koncentraci mezi
Sarzi 1 a Sarzi 2.

V experimentech byla provedena piesnd studie 2 rlznymi operatory, na 3 rdznych mistech, v 6

riznych dnech, s pouzitim 2 rlznych $arZi, v 10 replikdtech. Bylo pozorovano, Ze nebyl Zzadny

vyznamny rozdil (£5% rozdily) mezi t&mi, ktefi pouzili stejnou koncentraci vzorka.

11.4.2. Pravdivost

Ve studii pravdivosti byl pripraven referenc¢ni vzorek s ndzvem AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL
BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL (ref.: MBTC022-R) ve tfech rlznych koncentracich. Na t&chto
fedénich byla provedena linearni analyza a testovani bylo provedeno ve dvou samostatnych dnech,

pric¢emz kazdy den se skladal z 20 replikatd.

Pro proces extrakce byly pouzity Unio 96 Extraction & PCR Setup System a Unio 96 Nucleic Acid
Extraction Versatile Kit. Poc¢atec¢ni objem byl 200 pl a eluce byla provedena za pouziti 60 pl.

Nasledné byl pro PCR analyzu pouzit pfistroj Montania 4896 Real-Time PCR. Ziskané vysledky

byly vyhodnoceny ve vzajemném vztahu.

Béhem studie pravdivosti je zasadni porovnavat vysledky pouze v koncentra¢nim rozmezi, do
kterého patfi. Navic v experimentu s 20 opakovanimi je dlleZité, aby vSechny replikaty poskytly

pozitivni vysledky. RUzné testovaci dny a koncentrace byly povazovany za nezdvislé parametry, aby

bylo zajisténo presné posouzeni.

30.71 0.209 0,682
AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL FAM (cP)
BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL 29.40 0.127 0,431
(kéd: MBTC022-R) T-RED (LP/LL)
Redéni 1:4 CY5 (MP) 26.19 0.210 0,80
FAM (CP) 31.83 0.221 0,695

AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL
BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL 30.71 0.169 0,551
_(kéd: MBTC022-R) T-RED (LP/LL)
Redéni v poméru 1:8

CY5 (MP) 27.14 0.117 0,431

32.71 0.451 1,411
AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL FAM (CP)
BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL 31.58 0.251 0,796
(kéd: MBTC022-R) T-RED (LP/LL)
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‘ ‘ 1:16 Redéni CY5 (MP) 29.03 0.184 0,632

Tabulka 22: Den 1 - Statistickd analyza hodnot CT ziskanych z rliznych koncentraci AMPLIRUN
TOTAL ATYPICAL BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL (odkaz: MBTC022-R) pro
bakterie C. pneumoniae / L. pneumophila / L. longbeachae / M. pneumoniae.

Priimérna Smérodatna

hodnota odchylka (G0

NG 31.30 0.316 1,011

AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL
BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL 30.79 0.124 0,404
(kéd: MBTC022-R) o (D)

Redéni 1:4 CY5 (MP) 27.51 0.083 0,302

FAM (CP) 32.22 0.370 1,147
AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL
BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL 31.82 0.219 0,688
_(kéd: MBTC022-R) T-RED (LP/LL)
Redéni v poméru 1:8

Den 2

CY5 (MP) 28.669 0.128 0,450

) 33.36 0.690 2,068

AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL
BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL EVE 0.310 0,946
(kéd: MBTC022-R) =) (A8 0)

1:16 Redéni CY5 (MP) 29.62 0.129 0,435

Tabulka 23: Den 2 - Statistickd analyza hodnot CT ziskanych z rlznych koncentraci AMPLIRUN
TOTAL ATYPICAL BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL (odkaz: MBTC022-R) pro
bakterie C. pneumoniae / L. pneumophila / L. longbeachae / M. pneumoniae .
Studie pravdivosti, provddé&na po dobu 2 dnl a zahrnujici 20 replikéatd pro kazdou ze 3 rlznych
koncentraci AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL BACTERIAL PNEUMONIA CONTROL (odkaz: MBTC022-R)
pro bakterie Chlamydia pneumoniae / Legionella pneumophila / Legionella longbeachae / Mycoplasma

pneumoniae prineslo pozitivni vysledky pro vSechny vzorky, jak se oekavalo.
11.5. Carry-over

Experimentalni studie byly pouzity k fizeni prfenosového Ucinku zafizeni. K testovani tohoto
parametru byl nejprve pouzit jeden vysoce pozitivni klinicky vzorek, po kterém nasledoval jeden
negativni klinicky vzorek. Pro proces extrakce byl pouzit extrakéni systém Unio B24 a souprava Unio
Bacterial DNA Extraction Kit s po¢ate¢nim objemem 600 pl a elu¢nim objemem 100 pl. Nasledné byl

pro analyzu pouZit pfistroj Montania 4896 Real-Time PCR.

Aby byly splnény pozadavky uvedené v nafizeni, bylo provedeno minimalné 5 b&hd. V kazdém
b&hu bylo testovéno 5 vysoce pozitivnich vzorkd, mezi nimiZ bylo rozptyleno 5 negativnich klinickych
vzork(. Tento pfistup zajistil spln&ni vykonnostnich kritérii. Konkrétné& se ocekavalo, ?e véech 5
negativnich vzorkld pfinese negativni vysledky v kazdém bé&hu, bez jakékoli kontaminace predchozim
vysoce pozitivnim vzorkem. Kritéria pFijatelnosti byla definovana jako absence hodnoty CT v
negativnich vzorcich. Vysledky ziskané z experimentdlnich studii hodnoticich pfenosové UGcinky

soupravy Bosphore Atypical CAP Panel Kit jsou uvedeny na dalsi strance.
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Vzorek Béh 1 Béh 2 Béh 3 Béh 4 Béh 5
Vysoce pozitivni vzorek v e
Yoo /LP/MP* (CP$-ZEV§:5 (I;D?.letlvg; Pozitivni Pozitivni Pozitivni
(Replikat 1) 170a | ¢ 15 8'1 ’ (CT: 15.81, | (CT:15.88, | (CT: 15.62,
18 353 18.383 17.00, 18.60) | 17.01, 18.51) |17.14, 17.45)
Negativni vzorek Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni
(Replikat 1) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT)
el Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
Vysocg,flofl',t/“{,l";:z"ek (CT: 15.88, | (CT: 15.82, (CT:15.91, | (CT: 15.81, | (CT: 15.60,
(Replikat 2) 17.04, 18.57)|17.05, 18.38) 17.06, 18.53) | 17.06, 18.61) |17.98, 17.50)
Negativni vzorek Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni
(Replikat 2) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT)
Vysoce pozitivni vzorek Pozitivni Pozitivni (CF')IP'z;ciSVgO Pozitivni Pozitivni
CP/LP/MP* (Replikat 3) | (1% 1579, | (CT: 15.69, 17.05, | (CT:15.81, | (CT: 15.59,
17.05, 18.50) |17.04, 18.30) 18_'443 17.07, 18.59) |17.88, 17.39)
Negativni vzorek Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni
(Replikat 3) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT)
Vysoce pozitivni vzorek Pozitivni Pozitivni (CF)qu;ciS\/gil Pozitivni Pozitivni
CP/LP/MP* (CT: 1582, | (cTCT:15.81, | 17.02, (CT: 15.79, | (CT: 15.64,
(Replikat 4) 17.05,18.55)| 17.06, 18.41) |  1g.42) 17.04, 18.46) |17.89, 17.67)
Negativni vzorek Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni
(Replikat 4) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT)
Vysoce pozitivni vzorek Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
CP/LP/MP* ; ozitivni CT: 15.81, . ozitivni
(Replikat 5) (CT: 15.85, | (CT: 15.76, ( 17.06, (CT: 15.78, | (CT: 15.70,
17.06, 18.60) (17.06, 18.52) 18.64) 17.05, 18.58) 117.21, 17.56)
Negativni vzorek Negativni Negativni Negativni Negativni Negativni
(Replikat 5) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT) (Bez CT)

Tabulka 24: Pfenosové U¢inky Bosporovy sady atypickych paneld CAP.

*CP: Chlamydia pneumoniae, LP: Legionella pneumophila/longbeachae, MP: Mycoplasma pneumoniae

Na zakladé ziskanych Gdaj véechny negativni vzorky vykazovaly "Zadné CT", jak se ocekdavalo, a

bylo zjisténo, Ze nedoslo k zadnému prenosovému efektu pro vSechny negativni vzorky ve vSech bézich.

11.6.

Bosphore Atypical CAP Panel Kit Stabilita

Na zdkladé Gdajl o stabilité byla stanovena doba pouzitelnosti 18 mésict od data vyroby.

11.7.

Stabilita pFi pouziti

Sada atypickych paneld CAP BOSPHORE prodla komplexnim testovdnim stability b&hem

pouzivani, aby byl zajidté&n spolehlivy vykon v rlznych podminkéach.

Pro vyhodnoceni stability soupravy byly navrzeny experimentalni sestavy, které simulovaly
scénafe z redlného svéta. Bylo provedeno nékolik cykld zmrazeni/rozmrazeni na dvou rlznych
koncentracich (100xLoD a 3xLoD) vzorkl vytérl spolu s pozitivnimi a negativnimi kontrolami.
Souprava byla poté porovnana s vysledky 0- dne. Pro statistickou analyzu byl pouzit t-test

(dvouvybérovy za pfedpokladu nestejnych rozptyld, dvoustranny).

Zjisté&ni ukézala, e Bosphore Atypical CAP Panel Kit zUstava stabilni aZz po &tyfech cyklech

zmrazeni/rozmrazeni. Po &tvrtém cyklu v8ak byl pozorovdn vyznamny rozdil ve vzorcich vytérd
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100xLoD C. pneumoniae (p=0,00088). Proto se pro optimalni vykon doporucuje omezit soupravu na

tfi cykly zmrazeni/rozmrazeni.

Dale byla hodnocena stabilita soupravy béhem 90minutové inkubace v chladicim stojanu Unio
96 Extraction & PCR Setup System. Analyza zahrnovala testovani dvou koncentraci (100xLoD a 3xLoD)
a negativniho vzorku na vytérové matrici, jejich porovnani s referenc¢ni soupravou. Statisticka analyza

prokazala, Ze souprava zUstala b&hem inkubace ve studeném stojanku stabilni (p>0,05).

Tyto studie stability pfi pouziti ujistuji uzivatele, Ze sada atypického panelu CAP Bosphore si

zachovava svij vykon a zajistuje presné a spolehlivé vysledky pro aplikace Real-time PCR.
11.8. Stabilita pfi prepraveé

Soucasti souprav Bosphore Real-Time PCR jsou naprosto stejné jako u ostatnich souprav
Bosphore Real-Time PCR. Proto jsou podminky skladovani, prepravy a pouziti stejné. Bosphore
CT/NG/MG Panel Kit vl Transport Assay, provedeny mezi 22. a 28. Unorem 2024 a trvajici 6 dni 1

hodinu a 30 minut, je povazovan za referenci pro Bosphore Atypical CAP Panel Kit.

Tento experimentalni plan byl jiz dfive proveden a ovéren pro Bosphore CT/NG/MG Panel Kit v1.
Spole¢nost Anatolia Geneworks vyuziva podobné technologie a materidly ve vSech soupravach

Bosphore Real-Time PCR.

Stabilita prepravy byla ovéfena pomoci 25 kg suchého ledu, 2 gelovych oball se studenym
Fetézcem a 1 tepelného indikatoru po dobu az 6 dnl. Pfepravni box musi byt vyroben z polystyrenu
se specifikacemi; rozmér vnéjsi ¢asti 675x520x300 mm, vnitfni rozmér 575x420x200 mm, tloustka
stény 50 mm, hustota 30 kg/m3. Vlastnosti gelovych oball se studenym Fetézcem musi mit hmotnost
500450 gramU a musi byt naplnény gelem se studenym fetézcem. Kruh tepelného indikatoru musi
byt po prepravé bily. Nakonec musi byt polystyrenova krabice a prohlubné vika Uhledné zarovnany a
pevné uzavieny lisovanim shora a utésnény lepici paskou o velikosti 45 mm x 100 m, pficemz kolem
vika se utésni alespofl 3 naboji. Polystyrénova krabice obsahujici sadu Real Time PCR o
specifikovanych rozmérech nesmi byt oteviena v Zadné fazi prepravy a pfi pfijeti musi obsahovat
suchy led. Také pokud dojde ke zméné nékteré z uvedenych podminek, je nutné studii stability

dopravy opakovat.

Na zakladé téchto zjisténi musi byt validovany rozsah prepravnich teplot v rozmezi -20 °C az -
90 °C.
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11.9. Metrologicka navaznost

Metrologicka ndavaznost pozitivni kontroly soupravy Bosphore Atypical CAP Panel Kit je
kalibrovana z hlediska hodnoty koncentrace/CT vi¢i DNA AMPLIRUN TOTAL ATYPICAL BACTERIAL
PNEUMONIA CONTROL (SWAB).

Experimentalni vysledky prokazaly, ze koncentrace pozitivni kontroly pro C. pneumoniae je
priblizné 4,56x1010 kopii/ml a to odpovidéd prdmérné hodnoté CT 17,96 (podle pfistroje Montania
4896 Real-Time PCR).

Pokusny vysledky dokdazanyze ten koncentrace z ten Pozitivni fizeni pro
L. pneumophila/longbeachae je 2,89 x 109 kopii/ml a to odpovida prdmérné hodnoté CT 19,84 (podle
pristroje Montania 4896 Real-Time PCR).

Experimentalni vysledky prokazaly, Ze koncentrace pozitivni kontroly na M. pneumoniae je
1,93 x 108 kopii/ml a to odpovida primérné hodnoté CT 20,84 (podle pFistroje Montania 4896 Real-
Time PCR).

12. TECHNICKA POMOC

V ptipadé jakékoli technické pomoci nebo dotazi tykajicich se vasi sady Real-Time PCR jsme tu,
abychom vam pomohli. Chdpeme, Ze mohou nastat situace, kdy budete potfebovat odborné vedeni a
podporu. At uz mate dotazy tykajici se pouzivani sady, Fedeni problém{ nebo interpretace dat, nas

specializovany tym technickych odbornikd je vdm k dispozici.

Chcete-li kontaktovat nas tym technické podpory, pouzijte prosim kontaktni Udaje uvedené v Casti
16.

Kdyz nas kontaktujete, uvedte prosim podrobné informace o vasem konkrétnim dotazu nebo
obavé. To ndm umozni poskytnout vam co nejpresnéjsi a nejefektivnéjsi pomoc. Prosime vas, abyste

si pripravili nasledujici informace:

Podrobnosti experimentu: Popiste své experimentalni nastaveni, vCetné typu vzorku, cilového
genu, reakénich podminek a jakychkoli specifickych problémd, se kterymi se setkavate. Cim vice
informaci ndm mdZete poskytnout, tim Iépe porozumime vadim potfebdm a nabidneme spravnou

podporu.

PFistrojové vybaveni a software: Pokud je to mozné, uvedte pfistroj a software Real-Time PCR,
ktery pouzivate. Tyto informace nam umozni poskytnout pokyny specifické pro moznosti a vlastnosti
vaseho pfistroje.
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